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OZET
Topraktan Aktinomiset izolasyonu ve Baz1 Biyolojik Ozelliklerinin Arastirilmasi
Pervin SOYER
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mart 2019
Danisman: Prof. Dr. Yagmur TUNALI

Aktinomisetler farkli ve genis habitatlarda, 6zellikle dogal toprak habitatlarinda
yayilis gosteren, mikroorganizmalar arasindaki en kalabalik populasyona sahip bakteri
grubudur.  Eski  zamanlardan  beri  mikroorganizmalarin  Gzellikle  toprak
mikroorganizmalarinin biyoaktif metabolitleri ¢alisilmakta ve elde edilen bilgiler bilim,
tip, tarim ve farmasoétik endiistrilerine katkilar saglamaktadir.

Bu calismada orman topraklarindan Aktinomiset tiirlerinin izolasyonu, morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler metodlar ile tanimlamalar1 yapilmis olup; izolatlarin
biyoaktif metabolitinin ektraksiyonu yapilmis ve elde edilen ekstrenin antimikrobiyal,
antibiyofilm ve sitotoksite gibi biyolojik aktivitelerinin arastirilmasi gegeklestirilmistir.
Toplanan orman topraklari 6rneklerinden mikrobiyolojik izolasyon metodlar: ile elde
edilen izolatlarinin morfolojik biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri arastirildiktan
sonra, izolatlar Aktinomiset grubunun {iyesi, Brevibacterium spp. olarak
tanimlanmuslardir. Brevibacterium spp. Aktinomiset cinsinin endiistriyel agidan 6nemli
bir cinsi olarak bilinmektedir. Izolatlarin antibiyotik direng ozellikleri standart
antibiyotiklerle ve farkli konsantrasyonlarda antimikrobiyal metodlar kullanilarak
belirlenmistir. Genelde Brevibacterium, toprakta bulunan agir metallere tolerans
gosterme potansiyelleriyle bilindikleri i¢in izolatlarin krom toleranslar1 aragtirilmistir.
Brevibacterium spp. izolatlar1 hazirlanan modifiye besiyerinde kiiltiire edilerek biyoaktif
metabolitleri ekstrakte edilmistir. Ekstrenin antimikrobiyal, antibiyofilm etkileri standart
mikroorganizmalar ve sitotoksik etkileri Artemia salina larvalari {izerinde farkli
konsantrasyonlar kullanilarak ¢aligilmistir. Antimikrobiyal (MIK) degerleri bakteriler
icin 2500 pg/mL ve mayalar igin 1250 pg/mL olarak belirlenmistir. Antibiyofilm
(MBEK) degeri ise 1250 pg/mL’dir. Sitotoksik etkin deger 2500 pg/mL
konsantrasyonda bulunmustur. Bu sonuglar, elde edilen Brevibacterium spp. izolatinin
endiistriyel ve farmasotik agidan bir potansiyel tasidigini gostermis olup daha detayli
farmasotik aragtirilmalar da planlanmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Aktinomiset, Toprak mikroorganizmalari, Brevibacterium,
Antibakteriyel, Antifungal, Sitotoksisite



ABSTRACT

Actinomycetes Isolation From Soils and Determination of the Some Biological
Activities
Pervin SOYER
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, March 2019
Supervisor: Prof. Dr. Yagmur TUNALI

Actinomycetes bacterial group has the one of the most populous population in
microorganisms that extends very different and extensive habitats especially natural soil
habitats on earth. Since ancient times, bioactive metabolites of microorganisms
especially soil microorganisms have studied and the results have provided that
metabolites of soil microorganisms have significant benefits to science, medicine,
agriculture and pharmaceutical industry.

In this study, isolation of Actinomycetes strains from forest soils, identification of
morpohological, biochemical and molecular features, extraction the bioactive metabolite
of isolates and determination the antimicrobial, antibiofilm and cytotoxicity activities of
bioactive extract was tested. The microbiological isolation methods for collected forest
soil samples were used and after the determination of their morpfological, biochemical
and molecular features, isolates were defined as Brevibacterium spp. that is member of
Actinomycetes. It is known as an important species of Actinomycetes genus. The
antibiotic resistance of the isolates were determined by different methods and different
concentrations of standard antibiotics. The chromium tolerance of isolates were
determined because Brevibacterium spp. is usually known by its tolerance against heavy
metals. The bioactive metabolites of isolates were produced in modified medium and
extracted. The antimicrobial, antibiofilm and cytotoxicity activities of different and
serial concentrations of bioactive metabolite were determined against standard
microorganisms and Artemia salina larvae were used as test organism for cytotoxicity
researchs. The antimicrobial (MIC) concentrations of bioactive metabolite 2500 pg/mL
for standard bacteria cultures and 1250 pg/mL for yeasts. The antibiofilm (MBEC)
value was determined at 1250 pg/mL. The 2500 pg/mL concentration of extract was
found the effective cytotoxic value. The results are provided that the Brevibacterium
spp. isolates have industrial and pharmaceutical potential and more detailed
pharmaceutical researchs are planned.

Keywords: Actinomycetes, Soil microorganisms, Brevibacterium, Antibacterial,
Antifungal, Cytotoxicty
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1. GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde yeni farmasotiklerin kesfi ve dogal yontemlerle {iretilmelerine
yonelik ¢aligsmalar, 6zellikle Aktinomiset grubu bakteriler ve sekonder metabolitlerinin
biyolojik aktivitelerinin incelenmesi {izerinde yogunlagsmaktadir. Son yillarda
farmasotiklerin - 6zellikle antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi sonucunda direngli
izolatlarin ve yeni patojen organizmalarin ortaya c¢ikmasi, biyolojik aktiviteleri
arastirilmis yeni farmasotiklerin kesfini zorunlu hale getirmistir.

Artan diinya niifusu, endiistriyel faaliyetler, doganin bilingsizce kulanimi ve
tilketilmesi ¢ok cesitli gevresel sorunlara yol agmaktadir. Cevresel kirlilik olusumu
yanisira tehlikeli ve yeni patojenlerin sebep oldugu hastaliklarin tedavisinde, yeni yari
sentetik ve sentetik maddelerin kullanilmasini zorunlu hale gelmistir. Ancak iretilen
yeni kimyasallarin iiretim siirecinde doganin kirletilmesi yanisira, zaman zaman hastalik
tedavisinde yetersiz kaldiklar1 da gozlemlenmistir. Bu sorunlarin giderilmesi igin dogru
farmaso6tik kullanimi temel prensip olmalidir. Dogru farmasétik kullanimai i¢in izlenecek
yol, ilaglarin istenmeyen etkilerinin arastirilmasi, ilag etkilesimlerinin en aza indirilmesi,
yeni mekanizmalarin belirlenmesi ve yeni farmasoétiklerin gelistirilmesi olmalidir
(Ozsen, 2009).

Son yillarda, kullanimda olan antimikrobiyal ilaglara karsi, ikili antibiyotik
dirence sahip klinik mikroorganizmalar denendiginde, tek yonlii antibiyotiklerin
mikroorganizmalara karsi etkisinin yeterli olamadigr goriilmiistiir. Antibiyotiklere
diren¢ kazanmis patojenleri kontrol altina almak igin, biyolojik olarak aktif, yeni
bilesikleri kesfetmek gerekli olacagindan, etki alan1 daha genis ve daha giiglii biyoaktif
metabolitler {ireten yeni mikroorganizmalarin arastirilmasi 6nem kazanmaktadir
(Yilmaz ve Beyatl, 2003). Cografik konumu, iklimi ve topografik yapisiyla Tiirkiye,
cesitli toprak yapilarina sahiptir. Toprak, ¢ok zengin organik ve inorganik iceriginin
yanisira farkli mikroorganizma topluluklarina sahip bir ekosistemdir.

Topraktan farkli  Aktinomiset iiyelerinin izolasyonu, karakterizasyonu,
antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik etki gosteren biyoaktif bilesiklerinin
arastirilmas1 amaciyla yapilan bu tez c¢alismasinda, 6rnek toplamak i¢in Ozellikle
islenmemis farkli habitat olmasi agisindan Oorman topraklari tercih edilmistir. Orman
topraklar bir ¢ok bitki ve hayvan artiklarin bulundugu mikrobiyal popiilasyon agisindan
¢ok zengin bir ortamdir. Tiirkiye’nin Canakkale—Gelibolu ili ormanlik bolge agisindan

oldukga zengin ve islenmemis bolgeler olarak bilinmektedir.



Yapilan tez calismasinda sadece medikal agidan degil, endiistriyel ve tarimsal
alanlarda potansiyel fayda olusturabilecek yeni mikrobiyal —metabolitlerin
kesfedilmesine yonelik olarak izole edilen yeni Aktinomiset tiirleri ve biyoaktif
metabolitleriyle ¢alisilmistir. Izole edilen Aktinomiset iiyesi tiiriin antibiyotik
direngliligi farkli dozlardaki standart antibiyotiklere karsi gosterdigi direng ile
belirlenmistir. Tarim alaninda fide-tohum gelisimi ve korumasi i¢in asir1 ve ayirt
etmeksizin sentetik tarimsal kimyasallarin kullanimi toprak ekolojisinde ve insan
sagliginda olumsuz etkilere yol agmistir (Duche, Iheukwumere ve Omoigui, 2015). Bu
nedenle, bitki ve toprak kirliliginin kontrolii i¢in kimyasal yoOntemler Yyerine
kullanilabilecek yeni alternatif biyolojik yontemlerin kesfi, son yillarda ivme
kazanmigtir. Kimyasal yontemler yerine, mikrobiyal topluluklar kullanarak yapilan
biyoremidasyon calismalariyla ¢evre ve doga kirliliginin 6nlenmesi, bitki hastaliklarinin
cevresel etkisinin azaltilmasi miimkiindiir. Toprakta bulunan krom bitkiler ve diger
canlilar i¢in potansiyel mutajen ve karsinojen olarak tanimlanan son derece toksik bir
metal iyonudur. Bu amagcla, toprak kaynakli bakterinin krom klorit ve potasyum kromat
tolerans1 arastirilmistir. Izole edilen bakteriden biyoaktif metabolit {iretimi yapilmus,
yeni antibiyotik aktif madde arayis1 i¢in ¢ikilan bu yolda, iiretilen metabolitin
antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik etkileri de arastirilmistir. Yaptigimiz bu
calisma ile yeni, dogal ve etki mekanizmalari arastirilmis toprak kaynakli
mikroorganizmanin ve biyoaktif metabolitinin arastirilmasi gergeklestirilmistir. Bu
calismanin Tiirkiye’de ve diinyada konu ile ilgili yapilacak yeni caligmalara katki
saglayacagi diistiniilmektedir. Bu tez kapsaminda izole edilen Aktinomiset tiiriiniin

ozellikleri ve biyoaktif metabolitinin etkinlikleri ilk kez bu kadar kapsamli ¢aligilmistir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Toprak Mikrobiyolojisi ve Toprak Cesitleri

Mikroorganizmalar yeryiiziinde bitki ve hayvan gruplarindan milyonlarca y1l 6nce
ortaya ¢ikmis olup, tarih boyunca yeryiiziindeki yasam i¢in en énemli canli gruplarindan
biri olmustur. Diinyadaki mikroorganizmalarin ¢ogu toprak ya da toprak cevresi
kokenlidir. Toprak; zengin organik ve inorganik besin i¢eren, ¢ok kompleks, heterojen,
sivi-gaz gozeneklere ve yiiksek mikrobiyal gesitlilige sahip bir ¢evredir (Matthew vd.,
2010). Rizosfer; toprak ile baglantili bitki kokleri ve bitki kokii kalintilarini igeren,
mikrobiyal baglantilarin ve aktivitelerin yogun oldugu dar toprak gevresi bolge olarak
tanimlanir (Mendes, Garbeva ve Raaijmakers, 2013). Arastirmacilar daha 6nce yapilan
calismalarla, toprakta bulunan bitki kalintilarinin, rizosferdeki mikroorganizmalar igin
uygun besin kaynagi oldugunu 6ne siirmiistiir. Bu kalintilar orada bulunan yerlesmis
mikrobiyal  poptilasyonun  gelisim  ortami  olarak  kullanilir.  Topraktaki
mikroorganizmalar, besin dongiisiiniin baslangi¢ basamagma 6nemli katki saglayarak
yeryliziindeki  yasamin  gorlinmez  kahramanlari  olarak  tanimlanmaktadirlar.
Mikroorganizmalarin 6zellikle tarimsal bolgelerde yogun bulunmalart ve bitki
biiylimesini 6nemli bir sekilde olumlu yonde etkilemeleri mikroorganizmalarin énemini
artirmaktadir (Yang vd., 2011; Beneduzi, Ambrosini ve Passaglia, 2012; Paulitz vd.,
2000; Kyuchukova vd., 2006). Topraktan izole edilen mikroorganizmalar yiiksek
miktarda antibiyotik tretiminde ve g¢esitli hastaliklarin diger ilaclar ile birlikte
tedavisinde kullanilir (Demain ve Sanchez, 2009). Tarih boyunca toprak
mikrobiyolojisinin gelismesi, mikrobiyoloji biliminin gelisimi ile dogru orantili
ilerlemistir.

Yeryiizii topraklari, Ekvatoral bolgedeki asir1 yagis alan laterit, Akdeniz
bolgesindeki kirmizi olan Terra Rossa, orta kusak nemli orman arazilerindeki orman
topraklari, soguk bolgelerdeki podzol, ¢6l topraklari, kire¢ ve tuz orani yliksek bozkir,
karasal bolgedeki ¢ernozyum ve yilin biiyiik bir boliimiinii donmus olarak gegiren
tundra topraklar1 seklinde simiflandirilabilir. Orman topragi, orman Ortiisii altinda
gelismis olan toprak tiiridiir. Orman topraklarinin igeriginde derin aga¢ kokleri, orman
oli ortiisti ve bunlarin ayrigma iriinlerinin yaninda orman vejetasyonuna bagli 6zel
organizmalar bulunmaktadir. Orman Ortiisii altinda geligsmis topraklar, organik madde
igerigi ve mikroorganizma gesitliligi bakimimdan kendine 6zgii yapilara sahiptir. Agag

kokleri, govdeleri, dokiillen yapraklar ve bunlarin ayrigmasindan olugsan orman



ekosistemi orman topraklarina diger toprak tiirlerinden ayr1 yapisal Ozellikler ve
organizma g¢esitliligi kazandirmaktadir. Orman topraklart ile diger tarim topraklar
arasindaki farklardan en Onemlisi, tarim topraklarinin siirekli olarak islenmesi,
sulanmasi ve giibrelenmesidir (Cepel, 1988).

2.2. Topraklarda Bulunan Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar yeryiiziinde, bitki, hayvan ve diger canli gruplarindan
milyonlarca yil Once ortaya ¢ikmiglardir. Mikroorganizmalar yeryliziindeki ilk canli
grubu olmalarmin yaninda diger canli gruplarmin yasamlarinin baslangicinda ve
devaminda en Onemli destekgiler olmuslardir. Diinyadaki mikroorganizma tiirlerinin
cogu toprak kokenlidir. Bir gram topraktaki mikroorganizma sayis1 bir ve dort milyon
arasinda degismektedir. Toprak mikroorganizmalarinin tiimii edafon olarak
tanimlanmaktadir. Toprak mikroflorasinin olusturan virlisler, bakteriler, mantarlar,
algler, protistler organik ve inorganik madde degredasyonunu saglayarak topraklari daha
verimli hale getirmektedirler. Topraklarda bulunan mikroorganizma sayis1 ve ¢esitliligi
topragin, sicakligi, organik ve inorganik madde igerigi, pH ve bolgedeki tarimsal
faaliyetlere gore degisiklikler gostermektedir.

Toprak bakterilerinin bir kismi, topraktaki islevlerine gore siniflandirilacak olursa;
Bacillus ve Pseudomonas gruplar ¢iiriikgiiller, Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum,
Agrobacterium, Gluconobacter, Flavobacterium ve Herbaspirillum gruplar azot
fiksatorleri ve topragi verimli hale getirerek, sekonder metabolitleri ile farmsotik
endiistrisine ¢ok biiyiik katki saglayan Actinomycetes (Aktinobakteriler) grubu seklinde
siiflandirilabilir (Reid ve Wong, 2005).

2.3. Topraktan Aktinomiset izolasyonu

Toprak Aktinomistlerin en bol bulundugu ortam olup, hemen hemen biitiin toprak
tiplerinde bulunmaktadirlar (Kutzner, Kroppensted ve Korn, 1986; Williams,
Goodfellow ve Alderson, 1989). Aktinomisetlerin, bahge topraginda bir metreye kadar,
kumsal toprakta iki metreye kadar ¢ok miktarda (Beijerinck., 1900) ve orman
topraklarinda asagiya dogru 25-30 cm arasinda bol miktarda bulunduklar1 ortaya
koyulmustur.  Hiltner ve Stormer 1903’de jelatin plak metodunu kullanarak
Aktinomisetleri ilk defa saymislar ve Aktinomisetlerin sayisinin mevsime bagli olarak
degistigini bulmuslar; onlarin toprak mikroflorasinin  %13-30’nu  olusturdugunu,
mevsime bagli olarak ilkbaharda %20, yazin %13 ve sonbaharda %30 olarak

saptamislardir. Bilimadamlari, Aktinomisetlerin bitki koklerince zengin topraklarin



mikrobiyal popiilasyonlarinin  %40’mma kadar ¢iktiklarini; fakat, ekimi yapilan
topraklarda onlarin sayilarinin toplam mikrofloranin sadece %21’ini teskil ettigini
saptamistir. Topraktaki organik ve inorganik maddeleri pargalamalarindan dolay1
ekolojik rolleri buyiiktir (Khan ve Williams, 1975; Kutzner, Kroppensted ve Korn,
1986; Williams, Goodfellow ve Simpson, 1987; Nielsen ve Winding, 2002). Toprakta
en yogun bulunduklart yer organik horizondur (Labovitz ve Hagedorn, 1976). Cogu
toprakta, canli mikroorganizmanin %1-20’sini, (Kutzner, Kroppensted ve Korn, 1986)
Aktinomisetlerin ise %64-97’ sini olustururlar (Xu vd., 2010, Wang vd., 1999).

2.4. Filum: Actinomycetes (Aktinobakteriler)

Actinomycetes ad1 Yunanca “atkis” (1s1n) ve “mykes” (fungus) kelimelerinin bir
araya gelmesi ile olusmus, hem bakteri hem de mantar benzeri canlilar olarak
tanimlanmaktadir (Das vd., 2008). Farkli ve en zor kosullarda yasayabilen
Actinobacteria ya da Actinomycetes ¢ok ¢esitli tiirleri ile Bacteria domaininin énemli
gruplarindan biridir (Stackebrandt, Rainey ve Rainey, 1997). Aktinobakteriler 16 sinifa
ayrilmigtir; Actinomycetales, Actinopolysporales, Bifidobacteriales, Catenulisporales,
Corynebacteriales, Frankiales, Glycomycetales, Jiangellales, Kineosporiales,
Micrococcales, = Micromonosporales,  Propionibacteriales,  Pseudonocardiales,
Streptomycetales, Streptosporangiales, Incertae sedis (Chaudhary vd., 2013).

Aktinomisetlerin sayist ve g¢esitliligi, tarimsal kullanimlar sonucunda topraklarda
artis gostermistir. Topraklarda bulunan Aktinomisetler; Brevibacterium, Streptomyces,
Micromonospora, Streptosporangium, Actinomadura, Microbispora,
Saccharopolyspora, Saccharomonospora ve Microtetraspora olarak  baslica
smiflandirilabilinir. Aktinomisetler; toprakta, bitki koklerinde ve rizosfer ekosisteminde
onemli role sahip olan filamentli, Gram-pozitif, aerobik bakteri grubudur (Xue vd.,
2013; Sardi vd., 1992). Hif benzeri yapilar seklinde dallanarak gelismeleri ile mantarlara
benzemektedirler (Sprusansky vd., 2005). Yas topraga karakteristik kokusunu ve
aromasini veren, geosmin biyomolekiiliinii iiretmeleri tanimlayici 6zelliklerindendir
(Flardh ve Buttner, 2009). Aktinomisetler karmasik yapilari, gesitli biyolojik aktiviteleri
ve TUrettikleri biyoaktif molekiiller ile ¢ok iyi bilinirler (Abdelmohsen vd., 2015).
Aktinomisetler diger bakteri gruplarindan daha yavas biliylime 6zellikleri ile ayrilir. Baz1

gruplar1 zor sartlarda biiyliime konusunda oldukc¢a esnektir.



2.4. Aktinomisetlerin Sekonder Metabolitleri

Mikrobiyal sekonder metabolitler arasinda antibiyotikler, pigmentler, toksinler,
enzim inhibitorleri, feromonlar, immiin ajanlar, reseptdr antagonist ve agonistleri,
pestisitler, antitimoral ajanlar ile bitki ve hayvan biiylime promotdrleri bulunmaktadir
(Oskay, 2006). Molekiiler filogenetik analizler, toprak ve rizosferin her graminda
binlerce bakteri tiirli i¢erirken (Uroz vd., 2010), giinlimiizde sadece kiigiik bir boliimii
kiiltiire edilip, biyoaktif sekonder metabolit iiretimleri yapilmistir. Kiiltiir tabanl
caligmalar, tek tiir bakterinin in vitro kosullarda transkribe olmayan gizli gen
parcalarinda sakli kodlar1 ile genis kapsamli sekonder metabolit {iretebildigini
gostermektedir. Sekonder metabolitler direkt olarak bakterilerin biiyiimesi, gelismesi ya
da tiremelerinde gorevli degil, ayn1 zamanda diger mikroorganizmalar ile olan iligkileri
diizenlemekle de ¢ok Onemli ekolojik role sahiptirler. Bakteri kaynakli sekonder
metabolit liretimi farkl ¢evresel faktorlerle gerceklesir; besin, sicaklik, pH, nem ve 151k
bu faktorlerdendir. Sekonder metabolit iiretimi sicaklik ile, bakteri bliylimesini olumsuz
etkileyen karbon, azot, fosfat ya da diger anahtar besin kaynaklarinin azalmasi ile
tehlikeye girer. Sekonder metabolitlerin ekolojik rolleri; biiyiime inhibisyonu,
sporulasyon faktorleri liretimi ve stimiilasyonu, bitki bliylime faktorleri tiretimi, ¢esitli
sinyaller tireterek farklilasma saglanmasi, hareket ve biyofilm olusturmayi tesvik ve gen
ekspresyonunun diizenlenmesi seklindedir (Tyc vd., 2017). Sekil 2.1’de goriildiigi gibi,
mikrobiyal kaynakli yeni biyoaktif (sekonder) metabolitin kesfinde, metabolitin
iretimini artirmak i¢in uygun kosullar altinda mikroorganizmanin {iretilmesini
gerekmektedir. Bu metabolitler ekstrakte edilip, test edildikten sonraki asamalarda,
metabolit orijinal karigimdan izole edilmek ve cesitli biyolojik testlerle tanimlanmak

zorundadir.
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Sekil 2.1. Mikrobiyal kaynakli biyoaktif metabolit iiretimi deneysel basamaklar

Dogal ve endiistriyel uygulamalar ile birincil ya da ikincil metabolitler ¢esitli bitki
ve mikroorganizma gibi kaynaklardan elde edilebilir. Bu metabolitler cesitli insan ve
hayvan hastaliklarina karsi tedavi ve koruma amagl kullanilir (Pang vd., 2007).
Yiizyildan fazla siiredir sekonder metabolitlerin zengin cesitliligi toprak bakterileri
tarafindan saglanmaktadir, kimyasal analizler ile ve gen sekanslama yontemleri ile
biyokimyasal yapilar1 bizim igin daha anlagilabilir olmustur. Gilinimiizde farkli
mikrobiyal metabolitlerin tliretimleri, fizikokimyasal yapilarinin aydinlatilmasi, ekolojik
rollerinin arastirilmast konusunda yapilan c¢alismalar halen baslangic asamasinda
sayilabilir. Heniiz bilinen yontemlerle kesfedilmemis farkli potansiyellere sahip pek ¢ok
metabolit mevcuttur.

Aktinomisetler ¢ok ¢esitli fazla miktarda farmasotik sekonder biyoaktif metabolit
iretimleri ile bilinirler. Sentezi yapilan sekonder metabolitler immiin diizenleyici,
fungusit ve antikanser ajanlaridir (Lima ve Melo, 2017; Huang vd., 2015).
Aktinomisetler ayrica antiviral (Sacramento vd., 2004), antibakteriyel, antifungal
(Zarandi vd., 2009), antibiyofilm, antitimér (Hong vd., 2009), insektisit (Pimentel-
Elardo vd., 2010), antioksidan (Janardhan vd., 2014), antiinflamator (Renner vd., 1999),



anti-biofoling (dogal ortamlarda olusan karisik mikroorganizma tabakasini 6nleyen) (Xu
vd., 2010), immun desteleyiciler (Mann, 2001), antiparazitikler (Pimentel-Elardo vd.,
2010), bitki biiyiime promotorleri ve herbisit maddeler (Sousa vd., 2008), enzim
inhibitorleri (Hong vd., 2009) ve endiistriyel alanda 6nemli enzimler gibi cesitli
gorevlerde ve yapilarda olabilirler. Aktionomisetler, sekonder metabolitlerini kendi
dogal ortamlarinda Ozellikle toprakta ve morfolojik degisimlerle {iretmeye
baslamaktadirlar (Vining, 1990). Actinobacteria sinifi tiyeleri, dogal antibiyotiklerin
yaklasik %70’inin olusturarak, kayda deger bir sekilde kullanishi pek ¢ok biyoaktif
metabolitin kaynagidir (Raja vd., 2011). Actinomycetales grubunda bulunan bazi
popiiler siiflarin irettigi biyoaktif metabolitlerin sayis1 Cizelge 2.1°de gosterildigi gibi
yaklagik 1000 adettir.

Cizelge 2.1. Aktinomiset gruplari ve iirettikleri biyoaktif metabolit sayilari (Sharma, Dangi ve
Choudhary, 2014).

Aktinomiset Gruplar: Sayilari
Streptomycetes 8350
Actinoplanetes 1150
Pseudonocardiaceae 700
Streptosporangiaceae 160
Thermomonosporaceae 630
Actinobacteria 310

2.5. Aktinomisetler ve Antibiyotikleri

Antibiyotiklerin tedavide ilk kez kullanimi 1928 yilinda Alexander Fleming’in
penisilini tesadiifen kesfetmesi ile baglamistir. 1940’ 11 yillarda az miktarda iiretilen ham
penisilin  Stafilokok ve Streptokok enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmistir.
Antibiyotik arastirmalar1 1943 yilinda Waksman’nin arastirma grubunun streptomisini
bulmasiyla hiz kazanmustir. O yillarda, Aktinomisetlerin tip tiirii Streptomyces griseus’
dan elde edilmis olan streptomisin tiiberkiilozun (verem) tedavisinde kullanilan ilk etkili
antibiyotik olmustur. Waksman ve arkadaslarinin bu 6énemli bulusundan sonra 1950 ve
1960’1 yillarda c¢ok sayida antibakteriyel ve antifungal antibiyotikler kesfedilmis, bu
donem antibiyotik kesiflerinin ‘Altin Cagi’ olarak nitelendirilmistir (Hopwood, 2004).

Aktinomisetler ¢esitli ve gliniimiizde hala yaygin olarak kullanilan farkl etkilere
sahip farmasotikler iiretirler. Urettikleri genis spektrumlu biyolojik aktivitesi olan bazi
sekonder metabolitler, antimikrobiyal (streptomisin, neomisin, kloramfenikol,

eritromisin, rifampin ve vankomisin) dahil olmak tizere, immiin baskilayic1 ajanlar (FK-



506, rapamisin ve askomisin), antidiyabetikler (akarboz), antihelmintikler (ivermektin
ve milbemisin) ve antikanser ajanlar (bleomisin, daktinomisin, doksorobusin ve
staurosporin) (Demain, 1999; Newman ve Cragg, 2004; Lima ve Melo, 2017). Klinik ve
tarimsal agidan 6nemli antibakteriyel, antifungal, antipoliferatif, immun destekleyici ve
antiparaziter 6zellige sahip bazi antibiyotik gruplar1 ve liretici iiyeleri Cizelge 2.2°de
verilmigtir.

Cizelge 2.2. Aktinomiset iiyeleri tarafindan tiretilen klinik oneme sahip bazi antibiyotikler ve aktiviteleri
(Chaudhary vd., 2013).

Antibiyotik Adlan UretildikleriAktinomiset Tiirleri AntibiyotiklerinAktivitesi
Sagamisin Micromonospora sagamiensis Antibakteriyel
Amiklenomisin Streptomyces lavendulae Antibakteriyel

Metilenomisin

Roseoflavin

Minosaminomisin

Streptomyces violaceoruber
Streptomyces davawensis

Streptomyces sp.

Antibakteriyel
Antibakteriyel
Antibakteriyel

Libramisin Streptomyces sp. Antifungal
Kandihekzin Streptomyces viridoflavus Antifungal
Nanaomisin Streptomyces rosa Antifungal
Purpuromisin Actinoplanes ianthinogenes Antifungal
Zorbonomisin Streptomyces bikiniensis Antifungal
Validamisin Streptomyces hygroscopicus 5008 Antifungal
Rosamisin Micromonaspora rosaria Antibakteriyel
Rifamisin Micromonaspora rifamycinica Antibakteriyel
Platenomisin Streptomyces platensis Antibakteriyel
Linkomisin Streptomyces lincolnensis Antibakteriyel
Azalomisin Streptomyces hygroscopicus Antifungal
Azalomisin Streptomyces malaysiensis Antifungal

Streptomidon

Streptomyces sp.

Tarimsal kullanim

Kinamisin Streptomyces murayamaensis Antibakteriyel
Kuvaitimisin Streptomyces kuwaitinensis Antibakteriyel
Sarkomisin Streptomyces sp. Antitimor
Salinomisin Streptomyces albus Antiparazitik
Antimisin Streptomyces antibioticus Antifungal
Antimisin Streptomyces lucitanusus Antifungal
Tomaymisin Streptomyces achromogenes Antiviral
Eritromisin Actinopolyspora sp. Antibakteriyel
Rapamisin Streptomyces hygroscopicus Anti-poliferatif



[Cizelge 2.2. (Devam) Aktinomiset iiyeleri tarafindan iiretilen klinik dneme sahip bazi antibiyotikler ve
aktiviteleri (Chaudhary vd., 2013).]

Miyomisin Nocardia sp. Antibakteriyel
Lomofungin Streptomyces lomodensis Antiviral
Sklerotrisin Streptomyces scleogranulatus Antifungal
Spoksamisin Streptosporangium oxazolinicium Antitripanozomal
Avermektin Streptomyces avermitilis Antiparazitik

Antagonistik Aktinomisetler kimyasal yapisi, antimikrobiyel aktivitesi, hayvanlara
olan toksisitesi ve kemoterapotik potansiyelleri bakimindan degisikler gosterirler.
Aktinomisetlerden izole edilen antibiyotikler saflastirma derecelerine gore farkliliklar
gosterirler. Bazilar1 ekstre, bazilarinin ise kristallesmis yapida olmalar1 kimyasal yapilar
hakkinda bilgiler vermektedir (Waksman, Schatz ve Reynolds, 2010). Yapilarina gore
siiflandirilmis Aktinomiset kaynakli antibiyotikler Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Aktinomiset kaynakli antibiyotiklerin yapilarina gére siniflandirilmasi

Yapilar Antibiyotikler Kaynaklar
Amino glikozitler Streptomisin ve Kanamisin (Nanjawade vd., 2010)
Ansamisin Rifampin (Floss ve Yu, 1999)
Anthrasiklinler Doksorubisin (Kremerve Van Dalen, 2001)
Beta-laktam Sefalosporinler (Kollef, 2009)
Macrolitler Eritromisin (Harvery ve Champe, 2009)
Tetrasiklinler (Harvery ve Champe, 2009)

Aktinomisetler, antibiyotik endiistrisinde ve saglikli beslenme alaninda ¢ok
onemli roller oynayan ¢esitli farmasdtiklerin tiretimi i¢in en onemli destekc¢ilerdendir
(Magarvey vd., 2004). Direngli patojenlere karst etkili yeni antibiyotiklerin kesfi
antibiyotik arastirmalart i¢in 6nemli bir alandir. Yeni yapilara sahip, dogal iiriinlerin
kullaniglt biyolojik aktiviteleri oldugu gozlemlenmistir (Dancer, 2004). Kimyasal
sentezinde ve antibakteriyel maddelerin biyosentezinde onemli ilerlemeler olmasina
ragmen, doga hala en zengin, degisik ve antibiyotikler i¢in kolay elde edilebilir kaynak
olmaya devam ediyor (Koehn ve Carter, 2005; Baltz, 2006; Pelaez, 2006; Bull ve Stach,
2007). Bugiine kadar binlerce antibiyotik kesfedilmesine ragmen, sadece bir kism1 insan
ve hayvanlar i¢in toksik degildir. Bu problemin asilmasi igin toksik etkisi olmayan yeni

antibiyotikler kesfedilmelidir. Bir bagka saglik problemi ise antibiyotik direngliligidir.
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Bu duruma 6zellikle ¢oklu-ilag direngli patojenlere karsi yeni antibiyotikler kesfederek
acilen ¢oziim getirilmelidir (Alanis, 2005; Sharma vd., 2011). Gilinlimiizde kullanilan
Aktinomiset kaynakli antibiyotikler;

2.5.1. Penisilinler

Penisilin yapisal olarak tiazolidin ve B-laktam halkasi igermektedir; bu yapiya 6-
aminopenisillanik asit denmektedir (Batchelor, Dewdney ve Gazzard, 1965). Penisilin,
bakteriyel hiicre duvarmin peptidoglikan tabakanin yapisal komponentlerinin sentezini
engeller. Konak hiicre metabolizmasini etkilemezken, bakteriyel enfeksiyon icin en
etkili gruplardan biridir. Anaerobik Gram pozitif bakterilere karsi ¢ok etkili olup,
aerobik Gram pozitif bakterilere karst daha az etki gostermektedir. Streptokok,
Stafilokok, Pasteurella multocida, Neisseria, Clostridia gibi enfeksiyonlarda tavsiye
edilmektedir (Park ve Strominger, 1957). Penisilin V asilazin Streptomyces lavendulae
tarafindan yiiksek dozlarda tiretildigi bilinmektedir (Torres vd., 1999).

2.5.2. Sefalosporinler

Sefalosporinler farmakolojik ve yapisal olarak penisilinlere benzer yapida olup en
cok Onerilen siniftir. Penisilinler gibi B-laktam halkasina sahip olup, bakteriyel hiicre
duvarim etkileyip bakterileri 6ldiirebilirler yani bakterisidal etkilidirler. Penisilinlerden
farkli olarak B-laktam halkalari 6-iiyeli dihidrotiazin halkalaridir. Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilerin 6zellikle, Escherichia coli, Proteus mirabilis ve Klebsiella sp. sebep
oldugu hastaliklarda onerilirler. Streptomyces clavuligerus tarafindan ftretildikleri
bilinmektedir (Rius ve Demain, 1997; Xiao, Wolfe ve Demain, 1991; DePestel vd.,
2008).

2.5.3. Tetrasiklinler

Tetrasiklin molekiilleri farkli fonksiyonel gruplar1 baglanmis linear tetrasiklik
cekirdegi icermektedir. 4 farkli hidrokarbon halkalarina gore adlandirilirlar. Aminoasil-
tRNA’nin ribozomal akseptor bolgesine baglanmasini engelleyerek protein sentezini
inhibe ederler. Tetrasiklinler genis spektrumlu ajanlar olup Gram pozitif ve Gram
negatif bakterilere, Chlamydiae, Mycoplasmas ve Rickettsiae, ve protozoon parazitlere
kars1 etkilidir. Ilk kez Benjamin Duggar, tarafindan 1945 yilinda Streptomyces
aureofaciens bakterisinden izole etmistir (Darken vd., 1960; Blackwood vd., 1963;
Chopra ve Roberts, 2001).
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2.5.4. Kinolonlar

Kinolonlar bakterisidal ve konsantrasyona bagli etki gostererek bakteriyel
topoizomerazlart inhibe edici etki gosterirler (Hardman vd., 1996). Bakteriyel DNA
girazi, topoizomeraz IV’li, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu i¢in gerekli enzimlerin
aktivitesini hedef alir. Ilk kinolonlar 6rnegin; nalidiksik asit, Gram negatif bakteriler
lizerinde az etkisi varken, bir sonraki jenerasyonlarin da ornegin florokinolonlar
(siprofloksasin, ofloksasin, norfloksasin, lomefloksasin, ve enoksasin), Gram negatiflere
kars1 iyi etki gosterirler. Yeni kinolonlar (levofloksasin, sparfloksasin, trovafloksasin, ve
grepafloksasin) genis spektrumlu ajanlar olup Gram pozitif ve negatiflere kars1 gii¢lii
etki gosterirler. Kinolonlar o6zellikle Helicobacter pylori’lere karsi etkilidirler.
Kinolonlar Aktinomiset olan Pseudonocardia sp. tarfindan tretilirler (Dekker vd., 1998;
Smith, 1986; Siegmund vd., 2005).

2.5.5. Aminoglikozitler

Aminoglikozit molekiilii, bir ya da birka¢ aminlenmis sekerin glikozidik baglarla
dibazik siklik halkasi olusturmasidir (Mingeot-Leclercq, Glupczynski ve Tulkens,
1999). Aminoglikozitler en iyi ribozomal RNA’ya baglanmalariyla karakterize edilirler.
Ribozom translokasyonunu ve translasyonunu azaltir (Davies, Gorini ve Davis, 1965;
Davies ve Davis, 1968). Gram negatiflerin sebep oldugu bazi ciddi enfeksiyon
hastaliklar i¢in iyi bir tedavidir. Mikroorganizmadaki protein sentezini inhibe eder,
konsantrasyona bagli bakterisidal etki gosterirler (Bryan ve Van Den Elzen, 1977).
Streptomyces spp. (Streptomyces kanamyceticus, Streptomyces spectabilis, Streptomyces
tenjimariensis) ve Micromonospora sp. tarafindan izole edilirler. Aminoglikozitler
Streptomyces cinsinden izole edilirse suffix-masin, Micromonaspor’dan izole edilir ise
suffix-misin olarak adlandirilar (Benveniste ve Davies, 1973).

2.5.6. Fativirasinler

Fativirasinler makrosiklik diester olup 4-D-glukoz birimi, 2-hidrooksi yag asidi,
igerirler. Fativirasinler, EC50’ye gore cok az pg/mL miktarlarda DNA viriislerine
ozellikle herpes ailesinei HSV-1, VZV, RNA viriislerine kars1 6rnegin Influenza A ve B
viriisleri ve 3 ¢esit HIV-1’e kars1 etkilidirler. Fativirasinler Streptomyces microflavus

tarafindan tretilirler (Uyeda, 2003).
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2.5.7. Sefamisinler

Sefamisinler, Aktinomisetlerin tirettigi sefem yapisi ile p-laktam antibiyotikleridir.
Sefalosporinler disinda sefamisinler anaerobik mikroplara karst cok etkilidirler.
Streptomyces clauligerus ve Nocardia lactamdurans tarafindan tretilirler (Miller vd.,
1972; Fuente, Martin ve Liras, 1996). Sefalosporin ve penisiline direngli olan
mikroorganizmalara kars1 genis spektrumlu etki gosterirler (Stapley vd., 1972).

2.5.8. Makrolitler

Makrolitler genis glikozidik baglarla baglanmig 12-16 atom ve bir ya da iki
sekerden olugsmus laktam halkalariyla tanimlanirlar (Mazzei vd., 1993). Nefes borusu,
deri, yumusak deri ve genital sistemlerdeki Gram pozitif enfeksiyonlarda, Gram negatif
ve anaerobik bakterilerin tedavisinde kullanilirlar. Birgok Streptomiset tiiriinden elde
edilirler. Ribozomlardaki protein sentezini inhibe ederler (Brisson-Noél, Trieu-Cuot ve
Courvalin, 1988). Makrolitler, eritromisin grubu antibiyotikleri (azitromisin,
Klaritromisin, diritromisin, roksitromisin, fluritromisin, josamisin, rokitamisin,
kitasamisin, misinamisin, mirosamisin, oleandomisin, rosaramisin, spiramisin ve tilozin
igerirler (Alvarez-El ve Enzler, 1999). Streptomyces venezuela tarafindan iiretilirler
(Xue vd., 1998).

2.5.9. Siilfonamidler

Siilfonamidler, radikal SO;NH; maddesi igeren organik siilfiir maddeleridir.
Antimikrobiyal ajanlar olup bakteri gelisimini engellerler ve siilfa ilaglar1 olarak
adlandirirlar (Henry, 1943). Bakteriyel septisemiler, dokulardaki Streptokok ve
Nocardia benzeri mantar enfeksiyonlarini tedavi eden ilk antibiyotiktir. Bakteri
enfeksiyonlarinda, diabette, hipertansiyonda ve gut hastaliginda da kullanilir (Weinstein,
Madoff ve Samet, 1960). Streptomyces spp. tarafindan iretildigi bilinir (Fukuda vd.,
2009).

2.5.10. Fluostatinler

Fluostatinler adin1 igerdigi fluorenon kromofordan alir. Insan tiimér hiicrelerine
etkilidirler. Streptomyces spp. tarafindan iiretildigi bilinir (Akiyama vd., 1998; Baur vd.,
2006; Schneider vd., 2006).
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2.5.11. Rifampin

Rifampin, rifamisin grubundan hem intraseliiler hem de ekstraseliiler
organizmalarda etkili antibiyotiktir. Amycolatopsis rifamycinica (Amycolatopsis
mediterranei) ve Streptomyces mediterranei tarafindan yari-sentetik olarak iretilirler.
Genis spektrumlu antibiyotik olup Ozellikle Mikobakterilere karsi etkilidirler. RNA
sentezini baskilarlar (Atlas ve Turck, 1968; Kunin, Brandt ve Wood, 1969; Farr, 2000).
2.5.12. Kloramfenikol

Kloramfenikol (C11H12C2N205 ) genis spektrumlu protein sentezi inhibitoriidiir
fakat bakteriyostatik etkilidir. 1940’11 yillarda Bolivia’da tifo hastaliginin tedavisinde ilk
kez kullanilmistir. Streptomyces venezuelae tarafindan tiretilir (Ahmed ve Vining, 1983;
He vd., 2001).

2.5.13. Linkomisin ve Klindamisin

Linkomisin,  Streptomyces lincolnensis  tarafindan {iretilen  linkosamit
antibiyotigidir. Linkomisin ve kliniksel analogu olan klindamisin birgok Gram pozitif
bakterilere etkili olup, Gram negatiflere kars1 etkisizdir (Verdier vd., 2000; Michalik
vd., 1975).

2.5.14. Vankomisinler

Vankomisin, Gram pozitif etkilidir. Veteriner ve insan sagliginda kullanilirlar.
Enzim inhibitoridiirler. Streptomyces sp. tarafindan iiretildigi bilinir (Chatterjee vd.,
1995; Pusecker vd., 1997).

2.5.15. Oligomisin

Oligomisin  makrolit antibiyotiklere benzemektedir. Birgok Streptomiset,
Streptomyces avermitilis (Lin vd., 2009) ve Streptomyces griseolus (Grammatikova vd.,
2003) tarafindan tretilirler.

2.5.16. Sparsomisin

Sparsomisin sitotoksik etkili bir ilag olup, birgok tiimor hiicre hatlarina karsi genis
spektrumlu etki gostermektedir (Zylicz vd., 1987). Prokaryotik ve 6karyotik hiicrelerde
protein sentezini bloklayarak antitiimdral antibiyotik etkisi gosterir (Lazaro vd., 1991).
flaca direngli bakteri olan Streptomyces sparsogenes tarafindan iiretilir (Cundliffe,
1989).
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Aktinomisetlerin {iriinleri sadece potansiyel terapotik aktivitelerin yani sira dnemli
farmakokinetik 0Ozellikleri ile de klinik gelisimin Onemli parcasidir (Farnet ve
Zazopoulos, 2005). Ayrica sadece farmasdtik endiistrinin degil, tarim i¢in de 6nem arz
etmektedir. Aktinomisetler bazi bitki patojenlerinin Erwinia amylovora ve
Agrobacterium tumefaciens gelisimlerinin 6nlenmesine de yardimci olmaktadir (Jeffrey,
2008; Oskay, Same ve Azeri, 2004). Aktinomisetler, olii bitkilerdeki, hayvan ve
mantarlardaki karmasik polimer yapilar1 ayiristirarak tohum gelisimi i¢in faydali olacak
ekstraseliiler enzimleri iretirler. Bunun yami sira, Aktinomisetlerin biyolojik
tamponlanmis topraklara, azot fiksasyonu ve agir metaller indirgemesi ile toprak
kirlenmesinin 6nlenmesine biiyiikk katki saglamaktadir (Srinivasan, Laxman ve
Deshpande, 1991; Suzuki vd., 1994). Aktinomisetler ¢ok farkli biyolojik aktiviteye
sahip olup Ornegin; kozmetik, vitamin, besin maddeleri, herbisit, antibiyotik, pestisit,
antiparazitik ve seliiloz, ksilenaz enzimleri basta olmak {izere bir¢ok farkli aktiviteye
sahip sekonder metabolit sentezi yapabilme kapasiteleri vardir (Ogunmwonyi vd.,
2010). Aktinomisetler ayrica, melanin ya da melanoit gibi koyu pigmentleri salgilar ve
sentezler (Zenova, 1965; Arai ve Mikami, 1972; Amal vd., 2011). Bu melanin
maddeleri, diizensiz, koyu kahverengi polimerler olup, canlilar1 UV i1sinlaria kars
korur ve antioksidan ozellikleri de vardir (Romero-Martinez vd., 2000). Melaninler
genellikle tip, farmakognozi ve kozmetik triinleri i¢in kullanilir (Quadri ve Asgar,

2012).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1. Standart bakteri ve maya suslari

Topraktan izole edilen mikroorganizmalarin, iiretilen biyoaktif metabolitin
antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitelerinin tespiti icin, Anadolu Universitesi,
Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari
koleksiyonunda bulunan test mikroorganizma kiiltiirleri kullanilmistir. Calismada

kullanilan mikroorganizma kiiltiirleri Cizelge 3.1°deki gibidir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan test mikroorganizmalart

Tiir ad1 Kod
Escherichia coli ATCC 35218
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Bacillus subtilis NRRL B478
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
Streptococcus pyogenes ATCC 13615
Listeria monocytogenes ATCC 19111
Candida albicans ATCC 90028
Candida krusei ATCC 6258

3.1.2. Kullanilan besiyerleri

Besiyeri 1: Aktinomisetlerin Kiiltiir Ortanm

Dekstroz 4 g/L
Yeast Ekstrakt 4 g/L
Malt Ekstrakt 10 g/L
Kalsiyum Karbonat 2g/L
(CaCOg

Agar 20 g/L
Distile Su 1L
pH 7,3
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Besiyeri 2. Muller-Hinton Broth (MHB)

21 g Muller-Hinton Broth (TSB, Merck) tartilip saf su ile 1 L’ye tamamlanarak steril
edilmisitir. Kat1 besiyeri i¢in besiyeri igeriginin %?2’si kadar agar eklenmistir.

Besiyeri 3. Saboroud Dekstroz Broth (SDB)

65 g Muller-Hinton Broth (TSB, HiMedia) tartilip saf su ile 1 L’ye tamamlanarak steril
edilmistir. Kat1 besiyeri i¢in besiyeri igeriginin %2’si kadar Agar eklenmistir.

Besiyeri 4. Tyrpton Soy Broth (TSB)

30 g Triptik Soya Broth (TSB, Oxoid) tartilip saf su ile 1 L’ye tamamlanarak steril
edilmisitir. Kat1 besiyeri i¢in besiyeri igeriginin %2’si kadar Agar eklenmistir.

Besiyeri 5. Fermantasyon ortam (Bitoaktif metabolit iiretim ortami)

Glikoz 4 g/L
Yeast Ekstrakt 4 g/L
Malt Ekstrakt 10 g/L
Kalsiyum Karbonat 2g/L
(CaCOg)

Dipotasyum  fosfat 1g/L
(K2HPO,)

Demir stilfat (FeSO4) 0,001 g/L
Magnezyum siilfat 1g/L
(MgSOq)

Sodyum klortir 1g/L
(NaCl)

Agar 20 g/L
Distile Su 1L
pH 7,4

Besiyeri 6.Pepton-Yeast (Maya) Ekstrakt Agar (PYE)

Pepton 59/L
Yeast Ekstrakt 3g/L
Agar 20 g/L
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Besiyeri 7. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)
Sodyum kloriir (NaCl) 9¢g/L
Distile Su 1L

Deney asamalarinda steril olarak kullanilmas1 gereken tiim cam, plastik sarf
malzemeler ve besiyeri icerikleri distile suda ¢oziilerek, pH ayarlamalar1 yapildiktan
sonra, otoklavda 1,5 atmosfer basing altinda 121°C’de, 15 dakika siire ile steril
edilmistir.

3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Gram Boyama Kalsiyum Tris-asetat,
Seti, (Kristal karbonat, (Thermo)
Viyole, Gram (Sigma)
Iyodin, Etanol, Ketokonazol,
Safranin), Dipotasyum (Sigma)
(Norateks Gram fosfat, (Sigma)
Boyama Seti) Kloramfenikol,
Potasyum (Sigma)
Glikoz, (Sigma) kromat, (Sigma)
Amoksisilin,
Demir siilfat, (Across)
Dekstroz, (Sigma)
(Sigma) Amfisilin,
Magnezyum (Sigma)
Sodyum klortir, stilfat, (Sigma)
(Sigma) Standart
Agar, (Himedia) Antibiyotik

Pepton, (Merck)

Yeast Ekstrakt,

Diskler, (Oxoid)

Malt Ekstrakt, (Himedia) Agaroz,
(Himedia) (AppliChem)
Krom Klorit, Resaziirin, (Alfa

(Sigma) Aesar)

Dimetil Hidrojen

stilfoksit, (Zag peroksit,

Kimya) (Sigma)

Etil asetat,

(Merck)
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3.1.4. Kullanilan cihazlar

e Binokiiler Isik
mikroskobu
(3144002045,
CARL ZEISS-
Almanya)

e Otoklav, (HV
50L-Hirayama-
Hindistan)

e Steril Kabin,
(Heraeus
HeraSafe-
Almanya)

e Mikrobiyolojik
Etiiv,
(FD53,WTC
Binder-
Hollanda)

e Su Banyosu,
(11370,
TERMAL-
Tiirkiye)

PCR, (Applied
Biosystems-
Ingiltere)

Sonikator,
(4235,Bandelin
Sonorex-
Almanya)

Buzdolabi,
(27050EB,
Argelik-Tirkiye)

Saf Su Cihazi,
(01-0489,Niive-
Tiirkiye)

pH metre,
(PH211, Hanna-
Ingiltere)

Analitik Terazi,
(Ohaus AV812-
Tiirkiye)

Sanger dizileme
cihazi, (ABI
3730XL,Seqgen-
Amerika)

20

Hassas Terazi,
(CP2250,
Sartorius-
Tiirkiye)

Vorteks, (TTS 2-
Yellowline
Jeiotech-Kore)

Mc Farland
Densitometre,
(DEN 1B-
Biosan-Letonya)

Rota Evaporator,
(Heidolph-
Almanya)

Vakumlu
Santrifiij
Evaporator
(Labconco
Centrivap-
Amerika)



3.2. Yontemler
3.2.1. Toprak orneklerinin toplanmasi

Aktinomiset izolasyonunda kullanilan toprak drnekleri Tiirkiye’nin Canakkale-Gelibolu
ilindeki orman bdlgelerinden toplanmistir. Ornekleme Aktinomisetlerin ¢evresel istekleri goz
Oniine alarak organik maddece zengin, nemli ve verimi bolgelerden yapilmistir. Toprak
ornekleri yerin 10-15 cm altindan alinip, steril polietilen naylon torbalar i¢inde laboratuvara
getirilmis ve drnekler hemen ¢alismaya alinmistir.

3.2.2. Toprak diliisyon yontemi ve izolasyon

Alman her toprak drneginden 10 g tartilmistir ve iizerlerine 20 mL % 0,9’luk NaCl
cozeltisi eklenip 5 dakika boyunca karstirilmistir. Topragin dibe ¢okmesi i¢in 5 dakika
bekletilip steril kapakl tiiplere 6rnegin (topragin) siipernatant (siv1) kisimlari stizdiiriilmiistiir.
Boylece topragin igerisinde bulunan daha agir maddeler dibe ¢okerken, siipernatant yani sulu
kisimda izolasyonu yapilacak mikroorganizmalar kalmigtir. Siizdiiriilen 6rneklerden 1 mL
almip 10™’¢ kadar 9 mL distile sulu tiipler icerisinde diliisyon (sulandirma) yapilmistir. Her
diliisyon tiiptinden 100 pL alinip 6nceden hazirlanmis Aktinomiset izolasyon besiyerlerine 3
paralel sekilde tek koloni i¢in ¢izgi ekim yapilmistir. Kiiltiirler 37°C sicaklikta 3-5 giin kadar
inkiibe edilmistir (Yen, Hsiao ve Chen, 2013). Inkiibasyon sonrasinda olusan farkli koloniler
tespit edilmis ve ¢izgi ekim islemine devam edilerek saflastirilmistir. Izolasyonu yapilan
bakteriler diger deney basamaklarinda kullanilmak itizere MHA ve TSA besiyerlerine
ekilmistir.

3.2.3. Bakterilerin tanimlanmasi

3.2.3.1. Morfolojik tanimlama

Bakteri izolatlar1 temiz lam tizerine gekilmis, Gram boyama metodu uygulanarak saflik
ve morfolojik tayinleri yapilmistir. Lam {izerindeki izolatlar sirayla dnce kristal viyole boyasi
ile 60-90 sn, lugol (Gram iyodin) boyasi ile 60-90 sn, etanol ile 10-30 sn ve safranin boyasi
ile 60 sn kadar muamele edilmistir her islem arasinda distile su ile yikanmislardir ve
kurumaya birakilmigtir. Lamlar kuruduktan sonra 151k mikroskobu altinda goriintiiler 25x, 40X

ve 100x objektifle biiyiiltiilerek kolonilerin morfolojik yapilari incelenmistir.
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3.2.3.2. Biyokimyasal tanimlama
3.2.3.2.1. Katalaz testi

MHB besiyerine hazirlanmis izolatlar temiz lam tlizerine 1 mL damlatilarak {izerine 1
damla %3’liikk H,O, eklenmistir. Oksijen kabarcigi olusturan kiiltiirler pozitif, aym sekilde
kalip reaksiyona girmeyenler ise negatif olarak tanimlanmis ve sonuglar bu bilgiye gore
degerlendirilmistir. Deneyler 3 tekrarl sekilde yapilmistir.
3.2.3.2.2. API biyokimyasal tanimlama yontemi

Testte BioMeriéux markali API 20 Strep kiti kullanmilmistir. API 20 Strep, genis

kapasiteye sahip 20 kimyasal testi kombine eden standartlastirilmis bir metodudur. API 20
Strep stribi, sekerlerin enzimatik aktivitesi ya da fermentasyonunun belirlenmesi i¢in
dehidrate substratlar iceren 20 mikrotiipten olusmaktadir. Test edilen sekerlerin isimleri
Cizelge 3.2°de verilmistir. Enzimatik testler, enzimatik substratlar1 yeniden hidrate etmek i¢in
kullanilan saf bir kiiltiirden yapilmis yogun bir organizma siispansiyonu ile inokiile edilmistir.
Inkiibasyon periyodu sirasinda ortaya c¢ikan metabolik son iiriinler spontan olarak ya da
reaktiflerin eklenmesiyle ortaya ¢ikan renk degisiklikleri kaydedilmistir. Reaksiyonlar, okuma
tablosu'na gore okunur ve tanimlama, analitik profil indeksin bilgisayar tanimlama programi
kullanilarak elde edilmistir.
Testi yapilacak olan izolalar kat1 besiyerinde gelistirilip, kit igeriginde bulunan 2 mL’lik API
Siispansiyon Medium ortamina aktarilmigtir. Sispansiyon vorteks mikserde homojenize
edilip, kiiltiir McFarland 4°¢ (1.2x10° KOB/mL) ayarlanmustir. Kiiltiirler test stribinde bulunan
VP (Sodyum Piruvat), HIP (Hippurik Asit), ESC (Eskulin - Ferrik Sitrat), PYRA
(Piroglutamik asit - B-naftilamit), aGAL (6-bromo-2-naftil- aD-galaktopiranosit), BGUR
(naftol asbiglukuronik asit), BGAL (2-nafthilBD- galaktopiranozit), PAL (2-naftil fosfat),
LAP (L-16sin-B-naftilamit), ADH (L-arjinin), RIB (D-riboz), ARA (L-arabinoz), MAN (D-
mannitol), SOR (D-sorbitol), LAC (D-laktoz), TRE (D-trehaloz), INU (inulin), RAF (D-
rafinoz), AMD (Nisasta), GLYG (Glikojen) kuyucuklarina inokiilasyon yapildiktan sonra
mineral yag ile kaplanmistir (Gorsel 3.1) Testlerin icerigi ve enzim aktiviteleri Cizelge
3.2°deki gibidir. Inokiilasyon islemi bitmis olan stripler, test sisteminde yer alan ozel
kutularina yerlestirilerek 37°C’lik etliivde 24- 48 saat bekletilmis, bu siirenin sonunda sonuglar
degerlendirilmistir. Inkiibasyon sirasinda, metabolizma sonucu spontan olarak ya da
reaktiflerin eklenmesiyle renk degisimi olusmaktadir. Inkiibasyon sonunda kit iizerinde
kuyucuklarin renk degisimlerine gore sonuglar +/- (var/yok) seklinde degerlendirilmisitir
(Gorsel 3.2). Deneyler 3 tekrarh sekilde yapilmigtir
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Cizelge 3.2. API 20 Strep kit qubugu iizerindeki testler, testlerin i¢erigi ve enzim aktiviteleri

API 20 Strep Kit Cubugu

Testin icerigi

Enzim aktivitesi

Uzerindeki Test
VP Sodyum Piruvat Asetoin liretimi
(Voges Proskauer)

HIP Hippurik Asit Hidroliz

ESC Eskulin B-glukozidaz hidrolizi
Ferrik Sitrat

PYRA Piroglutamik asit Pirolidonil Arilamidaz
B-naftilamit

aGAL 6-bromo-2-naftil- a-Galaktozidaz
aD-galaktopiranosit

BGUR naftol ashiglukuronik asit B-Glukuronidaz

BGAL 2-nafthil3D- B-Galaktozidaz
galaktopiranozit

PAL 2-naftil fosfat Alkalin fosfotaz

LAP L-16sin-B-naftilamit Losin Aminopeptidaz

ADH L-arjinin Arjinin Dihidrolaz

RIB D-riboz Asidifikasyon

ARA L-arabinoz Asidifikasyon

MAN D-mannitol Asidifikasyon

SOR D-sorbitol Asidifikasyon

LAC D-laktoz Asidifikasyon

TRE D-trehaloz Asidifikasyon

INU Inulin Asidifikasyon

RAF D-rafinoz Asidifikasyon

AMD Nisasta Asidifikasyon

GLYG Glikojen Asidifikasyon
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VP HIP ESC PYRA aGAL BGUR BGAL PAL LAP ADH RIB_ARA m SOR LAC TRE _INU__RAF /wo AMD_GLYG

yopi20 STREP

Gorsel 3.1. API 20 Strep negatif test kiti*

* [nokiilasyon &ncesi kitin goriiniimii ve (-) reaksiyon goriintiisii

A7\ AN ™\ N N ™

A - A S =
VP HIP  ESC PYRA aGAL BGUR ﬁ( AL PAL LAP ADH RIB AHA MAN SOR LAC T’?E INL RAF MD _GLYG

wopi20 STREP

Gorsel 3.2. API 20 Strep pozitif test kiti*

*Inokiilasyon sonras1 (+) reaksiyon goriintiisii
3.2.3.3. Molekiiler tanimlama

16s rRNA gen sekanslama mikroorganizmlar arasinda filogenetik siniflandirma yapmak
icin kullanilir (Stackebrandt, Rainey ve Rainey, 1997). 1550 baz ¢ifti uzunlugundaki 16s
rRNA gen sekanslama farkli ve korunmus bolgelerdedir.

Izolatlarin molekiiler tanimlamalar1 Ankara’da bulunan BM Laboratuvari (BM
Yazilim Danigsmanlik Ve Laboratuvar Sistemleri) kapsaminda yapilmistir. Topraklatan izole
edilen bakteri izolatlart MHA besiyerlerine ekilip, gelistirildikten sonra iyi koloniler
secilmistir. Hiicrelerden DNA izolasyonu iireticinin direktifleri dogrultusunda hazir kit ile
gergeklestirilmistir. DNA izolasyon islemi Eurex Bakteri DNA izolasyon kiti (Cat.no.E3580)
protokoliine uygun yapilmistir. Deney asamasinda eklenen tiim soliisyonlar kit igeriginde
bulunan soliisyonlardir. Bu soliisyonlar ile DNA’nin tiipler i¢ine 6zel olarak yerlestirilen
matriks tabakasina tutunmasi saglamaktadir. Ayni agamada DNA haricindeki molekiiller
matrikse tutunamadigi igin ortamdan uzaklasir ve DNA izolasyonu gergeklestirilir.

Ticari kit prensibine gore, secilen koloni tiip igerisinde lizis BG soliisyonunun 200 plLsi
ile karistinlmustir. Uzerlerine 50 pL tampon BL ve 2 uLL. RNAz A soliisyonu eklenip 3 saniye
vortekslenmistir. Karistirma isleminden sonra 15 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra iizerlerine 15 pL proteinaz K soliisyonu eklenip yine 3 saniye
vortekslenmistir. Karistirma isleminden sonra 30 dakika 55°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra iizerlerine 350 pL BG soliisyonu eklenip yine 3 saniye vortekslenmistir.
Karistirma isleminden sonra 5 dakika 55°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra tiip 15

saniye vortekslenmistir. Daha sonra, 11,000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
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Santrifiij isleminin ardindan tiipteki supernatant kismindan 600 pL alinarak kit igeriginde
bulunan DNA binding spin-column (DNA baglayici ¢oktiiriicii kolon) tiip sistemine
aktarilmistir. Ve tiip 11,000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Tiip sisteminin
altinda bulunan parga tiip atilip, iistiinde kalan parcanin igerisindeki karigim yeni bir DNA
binding spin-column tiip sistemine aktarihp 11,000 rpm’de 1 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Tiip sisteminin altindaki parga yine atilip, Gstteki tiip icerigi yeni DNA
binding spin-column sistemine aktarilmistir. Yeni tiipiin iizerine 450 puL yikama BGX tampon
eklenip, 11,000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Tiip sisteminin altindaki parga
yine atilip, tistteki tiip i¢erigi yeni DNA binding spin-column sistemine aktarilmistir. Aktarma
isleminden sonra 11,000 rpm’de 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir ve tiip igerigindeki
yikama BGX tamponu dokiilerek uzaklagtirilmistir. Karisim yeni ve steril bir tiipe aktarilarak
tizerine 50-100 pL yikama tamponu eklenip, DNA baglarinin eliisyonu saglanmustir.

Elde edilen mikroorganizma DNA’larindan PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile
hedeflenen DNA bolgesi ¢ogaltilir. DNA replikasyonu PCR amplifikasyonuna dayanan bir
islemdir. Replikasyon sirasinda, DNA molekiiliiniin ¢ift sarmal yapis1 ¢oziilerek agilir ve her
iplik, yeni bir tamamlayici ipligin sentezi i¢in kalip olur. Her yavru molekiil bir eski bir de
yeni DNA ipliginden olusur ve ana molekiiliin birebir kopyasidir. Caligmada, 27F/1492R
tniversal primer seti kullanilmistir. 16S rRNA geni yaklasik 1450 baz ¢ifti uzunlugundaki bir
bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR islemi Solis Biodyne FIREPol® DNA Polymerase Taq
polimeraz enzimiyle gerceklestirilmistir. Kullanilmis primer adlar1 ve dizileri Cizelge 3.3’te
verilmistir. Kullanilan PCR reaksiyon bilesenleri ve dongii programi1 Cizelge 3.4 ve 3.5°da

verilmistir.

Cizelge 3.3. Molekiiler tanimlamada kullanilan gen bélgeleri dizileri

Primer Ad1 Dizisi (5°->3°)
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT
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Cizelge 3.4. PCRda kullanilan bilesenler (Kit i¢erigi)

Reaksiyon

Bilesen Stok Konsantrasyon Konsantrasyonu Hacim (nL)
PCR Tampon (Solis Biodyne) 10X 1X 3,5
MgCI2 (Solis Biodyne) 25mM 2,0 mM 2,8
dNTP Karigimi1 (Solis Biodyne) 20 mM 0,2 mM 0,35
Primer- 27F 10 uM 0,5 uM 1,75
Primer- 1492R 10 uM 0,5 uM 1,75
Taq DNA Polimeraz (Solis
Biodyne) 5U/ ul 2U 0,40
PCR saf su 22,45
DNA 2
Cizelge 3.5. PCR déngii programi

Sicaklik (°C) Siire Dongii

95 5 dk. 1

95 40 sn.

56 40 sn. 35

72 60 sn.

72 5 dk. 1

8 )

Elde edilen PCR iiriinleri 1XTAE tampon ile hazirlanan %1 agaroz jelde 100 volt
akimda 80 dakika elektroforezde yiiriitiilmiistiir ve etidyum bromid boyas: kullanilarak UV
1s18inda goriintiisti alinmistir. PCR irtinii saflagtirma igin, normal tek bant Ornekler igin
EXO0SAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent saflastirma enzimi kullanilip, kitin
prosediirlerine uyarak saflagtirllmigtir. PCR firiinleri saflagtirma isleminden sonra PCR
tirtinleri, ilgili ileri ve geri yonlii primeriyle karigtirilarak ¢ift yonlii dizi analizine yapilmistir.
Analizler Sanger dizileme cihazi ve Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kiti
(Applied Biosystems) ile ¢ift yonlii olarak yapilmistir. Elde edilen ¢ift yonlii DNA dizi analiz
sonuglari  i¢in  hizalama isleminden sonra BLAST analizi yapilarak NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov)’da tiir tanimlamas1 gerceklestirilmistir (Rintala vd., 2001; Singh vd.,

2009).
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3.2.4. Antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesi

3.2.4.1. Disk difiizyon yontemi

Antibiyotik direngliligi N.C.C.L.S. standartlarindaki kurallara gore disk difiizyon
yontemi ile belirlenmistir (Clark, Jacobs ve Appelbaum, 1998). Tanimlamasi yapilan
mikroorganizma kiiltiirlerinin, antibiyotik duyarliliklarini belirlemek i¢in antibiyotik diskler
kullanilmistir. Kullanilan antibiyotik diskler; AmC-30 (amoksilin+klavulanik asit 30/10 pg),
SAM-20 (amfisillin + siilbaktam 10/10 pg), [IPM-10 (imipenem 10 pg), TEC-30 (teiokoplanin
30 pg), B (basitrasin 0,004 pg) ve OFX-10 (tarivid+ofloksasin 10 pg). Ayrica saf, standart
antibiyotiklerden amfisilin (2500 pg), kloramfenikol (2500 pg) ve amoksisilin (2500 pg)
%S5’lik DMSOda ¢ozdiirtildiikten sonra 10 pulL’si 6 mm’lik kagit disklere emdirilip kontrol
amacl kullanilmistir. Bakteri izolatlart McFarland 0,5 standartina gore hazirlanip,
mililitredeki mikroorganizma sayisi 102’¢ ayarlanmus ve 200 pL alinip MHA besiyeri iizerine
yayma ekim yapilmistir. Agar ylizeyi kuruduktan sonra steril pens yardimi ile antibiyotik
diskler agar iizerine yerlestirilmistir. 24 saat, 37 °C’de inkiibasyondan sonra, antibiyotik
diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplari dl¢tilmiistiir. (Mayrhofer vd., 2010). Deneyler
3 tekrarli sekilde yapilmistir ve aritmetik ortalamalar verilmistir.

3.2.4.2. Minimum Inhibitor Konsantrasyonunun (MIK) Belirlenmesi

Sivi mikrodillisyon yontemi ile mikroorganizma izolatlarinin C.L.S.1. standartlarina gére
minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIiK) belirlenir (CLSI, 2009). Ampisilin, amoksisilin ve
kloramfenikol antibiyotikleri i¢in 96 kuyucuklu “U” tipi mikroplakalarda bir seri diliisyon
yapilmustir. (156,25, 78,125, 39,062, 19,53, 9,75 4,88 pg/mL) Bakteri izolatlar1 MHB sivi
besiyerinde igerisinde Mc Farland 0,5 standartina gore hazirlanarak —mililitredeki
mikroorganizma sayist 10%e ayarlanmgtir. 96’1k plakada antibiyotik serilerinin {izerine 100 pL
bakteri izolatlar1 aktarilmis ve 24 saat 37°C sicaklikta inkiibe edilmislerdir. Kontrol grubu
olarak ise MHB besiyeri ayrica mikroorganizmalar i¢in de biiylime kontrol gruplar1 en az 3
paralel seklinde 96 ’lik plakaya aktarilmigstir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklara 20 pL
resaziirin boyas: eklenerek, 4 saat daha inkiibe edildi. 4 saat sonunda kuyucuklardaki renk
degisimlerine gore sonuglar yorumlanmistir. Deneyler 3 tekrarli sekilde yapilmistir ve

aritmetik ortalamalar1 verilmistir.
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3.2.5. izole edilen toprak kaynakh bakteri Kiiltiiriiniin krom (Cr) toleransin

belirlenmesi

Krom (Cr) toleransinin tespiti i¢in dnce agar diliisyon teknigi kullanilmistir. PYE agar,
potasyum kromat (K.CrOs) ve krom klorit (CrCl3) tuzlarinin farkli konstrasyonlar1 (100, 75,
50, 25, 12,5 mg/100 mL) eklenerek hazirlanmistir (Poornima vd., 2010). Hazirlanan
besiyerleri tizerine 50 pL bakteri izolatlarindan yayma ekim yapilip, 37°C’de 96 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda agar yiizeyinde olusan bakteri kolonileri sayilmustir.

Krom toleransinin tespiti i¢in ayni zamanda, mikrodiliisyon yontemi ile de deneme
yapilmustir. 96 kuyucuklu “U” tipi mikroplakalarda 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,562 mg/100 mL
seklinde hazirlanmis potasyum kromat ve krom klorit tuzlarinin seri diliisyonlarina, MHB s1v1
besiyerinde igerisinde Mc Farland 0,5 (10® KOB/mL) ayarlanmis bakteri izolatindan 100 pL
aktarilip, 37°C’de, 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, her konsantrasyon
kuyucugundan 150 pL’ser alinarak MHA besiyerine yayma ekim yapilip, 37°C’de, 96 saat
inkiibe edilmislerdir. inkiibasyondan sonra, besiyeri yiizeyinde olusan koloniler sayilmistir.
Deneyler 3 tekrarl sekilde yapilmistir ve aritmetik ortalamalari verilmistir.

3.2.6. Biyoaktif sekonder metabolit iiretimi ve ekstraskiyonu

Aktinomiset izolatlarindan biyoaktif sekonder metabolit iiretimi igin 1 L’lik Erlen
Mayer siseleri icerisinde fermantasyon ortami hazirlanmistir (Zhao vd., 2013). Boylece
bakterilerin sekonder metabolit tretimi i¢in gerekli karbon, azot ve tuz gereksinimleri
fermantasyon ortami igerigindeki bilesenler saglanmistir. Hazirlanan besiyerine 2 6ze dolusu
bakteri izolat1 inokiile edilip 37 °C’de 7-8 giin inkiibe edilmistir. Bu islem en az 6 tane 1 L’lik
Erlen siselerinde 2-3 paralel seklinde yapilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler Whatmann
No:1 kagidindan filtre edilip, temiz Erlen Mayer siseleri igerisine aktatilmistir. Elde edilen
fermantasyon sivilarinin iizerine 1:1 oraninda etil asetat eklenerek 3 kez ekstrakte edilmistir.
Ayirma hunisi yardimi ile organik (iist) faz alinarak rota evaparatdrde 37°C sicaklikta, 80
rpm’de ve 187- 230 mbar vakum altinda etil asetat ugurularak ham metabolit ekstre eldesi
gerceklestirilmistir. Rota evaporator dibine yapisan ekstreler de etil asetat eklenerek
sonikatorde c¢ozdirtildiikten sonra vakumlu santrifiij ile ugurma islemi tamamlanmistir
(Gorsel 3.3). Elde edilen ekstreler tarama testlerinde kullanilmak ftizere -20°C’de

saklanmustir.
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e)

Gorsel 3.3. a) Fermantasyon swisindan organik fazi ayrima iglemi; b) Rota evaporator ile organik fazin
ugurulmast; ¢) Ugurma islemi sonrasi balon dibinde kalan ekstreler; d) Balon dibine yapisan
ekstrelerin sonikatorde etil asetat eklenerek ¢ozdiiriilmesi; €) Balonda artik kalan ekstrelerin
¢ozdiiriilmesinde kullanilan etil asetatin tekrardan u¢urulmast i¢in kullanilan vakumilu santrifiij

cihazi

29



3.2.7. Metabolit ekstrenin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesi 0-2500 ug/mL (2500, 1250, 625, 312,5, 156,25,
78,125, 39,0625, 19,531, 9,765, 4,882, 2,441, 1,220, 0,610 pg/mL) degerleri arasindaki
konsantrasyonlar ile test edilmistir. Elde edilmis biyoaktif ham ekstre uygun hacimde
DMSO’da c¢ozdiiriildiikten sonra maddenin antimikrobiyal giici minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) belirlenmistir (Cappuccino ve Sherman, 2004). Organizmalarma kars1
iiremeyi durduran en kiiciik konsantrasyon iiretilen biyoaktif metabolitin MiK degeri olarak
kabul edilmistir (Kavitha vd., 2010). Kullanilan test mikroorganizmalari; Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Eschericia coli ATCC 35218, Klebsiealla pneumonia ATCC 700603,
Bacillus subtilis NRRL B478, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Streptococcus
pyogenes ATCC 13615, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Candida albicans ATCC
90028 ve Candida krusei ATCC 6258 ’dir. Mikroorganizma sayisi bakteriler i¢cin MHB, maya
kiiltiirleri i¢in ise SDB icerisinde Mc Farland 0,5 (10° KOB/mL) standartina gore
ayarlanmistir. 96 kuyucuklu plakalarda; bakteriyel ekstrenin seri konsantrasyonlarinin
bulundugu kuyucuklarin tizerine 100 pL mikroorganizma inokiile edilmistir. Plakalar 24 saat,
37°C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda kuyucuklara 20 pL
resaziirin boyasi eklenip 4 saat daha inkiibe edilmislerdir. Sonuglar olusan renk degisimlerine
gore degerlendirilmistir. Bu deneyde pozitif kontrol grubu olarak kullanilan antibiyotikler,
bakteriler i¢in kloramfenikol ve mayalar igin ise ketokonazol seklindedir. Konsantrasyonlari,
2500, 1250, 625, 312,5, 156,25, 78,125, 39,0625, 19,531, 9,765, 4,882, 2,441, 1,220, 0,610
ug/mL seklinde ayarlanmigtir. Negatif kontrol grubu olarak ise MHB ve SDB besiyeri ayrica
mikroorganizmalar i¢in de biiylime kontrol gruplar1 en az 3 paralel seklinde 96 ’lik plakaya
aktarilmigtir. Ayrica, deneyde kullanilan standart mikroorganizmalarin secilen standart
antibiyotiklerle gosterdigi MIK degererleri literatiir taramalarinda tespit edilip, deneyin kalite
kontrolii amaci literatiirdeki konsantrasyonlariyla da deneme yapilmistir. Bu konsantrasyon
araliklar1 bakterilere kars1 kullanilan kloramfenikol i¢in 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,562,
0,781, 0,390, 0,195 pg/mL seklinde ve mayalara kars1 kullanilan ketokonazole kars1 50, 25,
12,5, 6,25, 3,125, 1,562, 0,781, 0,390, 0,195 pg/mL seklindedir. Deneyler 3 tekrarli sekilde
yapilmistir ve aritmetik ortalamalar1 verilmistir.

3.2.8. Metabolit ekstrenin antibiyofilm aktivitesinin belirlenmesi

Biyofilm ylizeye bagli mikrobiyal hiicrelerin toplanmasiyla olusan bir tabakadir.
Biyofilm olusturan mikroorganizmalar, antimikrobiyal maddelere diger mikroorganizmalara

gore daha dayaniklidir (Branda vd., 2001; Schlag vd., 2007). Bakteriyel ekstrenin
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antibiyofilm aktivitesi minimum biyofilm eradikasyon kosantrasyonu (MBEK) yontemi ile
belirlenmistir. Biyofilm olusturan mikroorganizmalar; Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Candida albicans ATCC 90028 Mc Farland 0,5
(10® KOB/mL) hazirlanip uygun besiyerlerine (bakterier icin TSB, maya icin SDB) inokiile
edilmistir. Mikroorganizma kiiltiirlerinden 200 pL alinip, 96’lik plakanin kuyucuklarina
aktarilir ve biyofilm olusturmalart i¢in 48 saat, 37°C sicaklikta inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki besiyerleri alinip, kuyucuklar 2-3 kez FTS soliisyonu ile
yikanmustir. Ekstre igin bir seri diliisyon (1250, 625, 312, 156 and 78 pug/mL) yapilmistir.
Daha sonra, kuyucuklara 100 pL ekstrelerden ve 100 pL de besiyerlerinden eklenip plaka
24 saat 37 °C sicaklikta inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar bosaltilip
FTS ile yikandiktan sonra, 20 pL resaziirin boyast eklenip 15 dakika oda sicakliginda
bekletilir ve inkiibasyondan sonra renk degisimlerine gore sonuglar degerlendirilmistir (Cruz,
Shah ve Tammela, 2018; Chaieb vd., 2011; Teanpaisan vd., 2017) Deneyler 3 tekrarli sekilde
yapilmistir ve aritmetik ortalamalari verilmistir.

3.2.9. Metabolit ekstrenin brine shrimp sitotoksisite testi

Brine shrimp sitotoksisite, LCsg test yontemi eski olmakla beraber halen gegerli olan bir
yontemdir. Deney, Artemia salina larvalar ile yapilmistir (Meyer, 1982). Ticari olarak
satilan Artemia salina kistlerinden 30 g, iginde 500 mL saf su bulunan akvaryum iginde ve
37°C sicaklikta 48-52 saat inkiibe edilmistir. Kistlerinin agilip larva formu olustuktan sonra
deneye gecilmistir. Artemia salina kist ve larvalari Gorsel 3.4°deki gibidir. Ekstrelerin 2500,
1250, 625, 312 vel56 pug/mL konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. 96’lik plakadaki her bir
kuyucuga 100 pL deniz suyu igerisinde 10’ar adet larva ve yine 100 pL ekstre diliisyonlar
sirastyla aktarilmistir. Plakalar 37 °C ‘de 24 saat su banyosunda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki canli Artemia salina larvalar1 sayilmistir (Solis vd.,

1993). Deneyler 3 tekrarl sekilde yapilmistir ve aritmetik ortalamalar1 verilmistir.
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b)

Gorsel 3.4. a) Artemia salina kist goriintiileri; ) Artemia salina larva goriintiileri
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Topraktan Aktinomiset izolasyonu Ve Morfolojik Tamimlama Sonuclari

Tirkiye’nin  Canakkale—Gelibolu ilinde ormanlik bdolgelerden toplanan toprak
orneklerinden 25 kiiltiireedilebilir saf Aktinomiset izolatlar1 elde edilmistir. Denemelere
alinan ve tanimlamasi yapilan izolatlarin morfolojik tanimlamalar1 i¢in uygulanan Gram
boyama sonras1 mikroskop goriintiileri Gorsel 4.1°deki gibidir. Mikroskop altinda incelenen
hiicreler, Gram boyamadan sonra mor-mavi renkte, dallanmis, uzun filamentli ve V-sekilli a¢1
seklinde organize olmus hiicre yiginlari halinde gozlemlenmislerdir. Petri Plaklarindaki
koloni o&zelliklerine bakildiginda gri-beyaz renkte, iri ve parlak koloni formunda

gozlemlenmistir (Gorsel 4.2).

c)

Gorsel 4.1. a), b), ¢) Aktinomiset izolatlarinin Gram boyama sonrast isik mikroskobu altindaki goriintiileri

-

Gorsel 4.2. Aktinomiset izolatlarinin Petri Plagindaki koloni morfolojileri
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4.2. Biyokimyasal Test Sonuclari

Katalaz enzimi aerobik bakterilerde olup, ortamdaki hidrojen peroksitin su ve oksijene
parcalanmasini saglamaktadir. Yapilan katalaz testinde tiim izolatlarin katalaz pozitif oldugu
gozlemlenmistir. Yani, lam {lizerine aktarilan izolata damlatilan %3’liikk H,O, ‘nin bakteri
kolonileriyle reaksiyona girerek hava kabarcigr olusturmas: katalaz pozitif sonucunu
vermektedir.

API 20 Strep stribi, sekerlerin enzimatik aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.

Yapilan test sonucu, bakteri izolatlarinin verdigi enzimatik aktivite sonuglart Gorsel 4.3 ve
4.4<deki gibidir.

st LU

VP HIP ESC | PYRAwGALRGUR | BGAL PAL LAP | ADH RIB ARA | MAN SOR LAC | TRE INU RAF | AMD GLYG|

Gorsel 4.3. API 20 Strep enzimatik aktivite sonuglar

Gorsel 4.4. API 20 Strep enzimatik aktivitesinin renk degisim sonuglar

API 20 Strep sonuglarina gore, Aktinomiset izolatlarinin kit ¢ubugu iizerinde bulunan
HIP, ESC ve ADH igerikli mikrotiiplerle pozitif reaksiyon verdigi gozlemlenmistir. Bu
sonuca gore izolatlarin, hippurik asit hidrolizisi yaparak fenolik maddeleri kullandigini,
esculini karbon enerji kaynagi olarak kullandigini ve arjinin dihidrolaz aktivitesi ile bakteri

izolatlarinin karbon enerji kaynagi olarak arjinini kullandig1 yorumu yapilabilir.

34



4.3. Molekiiler Tanimlama Sonuclari

Aktinomiset izolatlarinin tanimlanmasinda 16s rRNA gen bolgeleri kullanilmistir. Dizi

analizi sonuglar1 ‘www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/web’ adresinden BLAST programi ile

veritabanindaki 16s rRNA dizileri karsilastirilmistir. Izole edilen tiirlerin dizi analizi

kromatogramlari, niikleotid dizilimi Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7°de verilmistir.

100 200 300 400 00 600 700 800 800 1000 1o 1200 1300 1400

I | | G T

Sekil 4.5. [zolatlarin 27F dizi analiz kromatogrami

ORI TR L LS A R T O B AT
100 200 300 400 500 600 700 800 500 1000 1100 1200 1300 1400

“4\1

ik Il HH' "” ‘ '\'. H“

Sekil 4.6. Izolatlarin 1492R dizi analiz kromatogrami
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AT GATA T T T CATGA G GAAGAT G GAAAGACGGTTT A TG TCACTTATAGAT GGG CCSCSGCCATTAGCTAGTTGGTGAGGTARTGGCTCACAAGGCGACEATGLGTAGC
(1GACCTGAGAGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACRCCCAGACTCCTACHGAGRCAGCAGTAGGGAATCTTCCLCAATGRACCAMGTCTGACGCAGCAACKCCGCETRACGAAGMG
GOCTTCGGGTCGTARAGTTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCAGAGTAACT GCTGGTACCTTGAQGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGOSGTAATACGTAGGTGG
CANGCGTTGTCC GATTATTGOGCGTARAGCGCGCGCAGBTGGTTCCTTANGTCTGATGT GARAGCCCACGGCTCACCATGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGRAMS
TGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCSTAGAGATTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGRCGACTTTCT GGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGARAGCGTGGGCAGCACAGATTAGATACCCT
GOTAGTCCA G GTAAGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCT ANCGCATTANGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCANGGCTGAMCTCAMGGAATTGAC
(GGGGCCCGCACANGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGANGAACCTTACCAGTCTTGACATCCTCTGACACCCTAGA GATAGGGCTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTG
TGO TT T CA T GTGT G ToAGATT TG TAAGTC G CAACGA G GAA oA TCTTAGTTGLCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCLGTGACARACCEGAGGA
AT G5 ATGA QT CAAATCATCATGCCCCTTATGA TG CTACACAC QTG TACAATGGATGGTACAANGACTGCARACLTGCGANGGT A GCGAATCCCATARAGCCATTCTCAGTTCGGATT
GCAGGCTGAACTCaCCTGCATGAGCSGAATCGCTAGTAATCGCGATCAGCATGUCGCGGTGAATACGTTCLUGS

Sekil 4.7. Izolatlarin niikleotid dizisi

Dizi analizinden elde edilen sonuglar, BLAST programi kullanilarak diger tiirlerle olan
maksimum yakinlik dereceleri belirlenmistir. Aktinomiset izolatlarinin Brevibacterium spp.
ve Brevibacterium frigoritolerans tiirleri ile %99 oraninda benzerlik gosterdigi saptanmustir.

Baz1 kaynaklarda Corynebacterium olarak adlandirilan Brevibacterium cinsinin
taksonomik siniflandirilma semast;

Alem: Bacteria
Filum: Actinobacteria (Actinomycetes)
Order: Actinomycetales
Suborder: Micrococcineae
Familya: Brevibacteriaceae
Cins: Brevibacterium (Breed., 1953)

Brevibacterium cinsi, Actinomycetes filumunun 6nemli 6zelliklere sahip ve ¢ok yaygin
olmayan iyelerindendir. Brevibacterium cinsi 1953 yilinda ilk kez Breed tarafindan
tanimlanmugtir. Cins tiyeleri Gram pozitif, aerobik ve kemo-organotrofik dzelliklere sahiptir.
Kompleks ortamlarda gelismeleri esnasinda, c¢ubuk-kok dongiisii olusturmaktadir; taze
kiiltiirde (1-3 giinliik) ¢ubuk, daha eski kiiltiirde (3-7 giinliik) ise kok seklinde morfolojiye
sahiptirler. Hiicreler cesitli oranlarda boylara sahipken, genislikleri 0,6-1 um’dir. Toplu hiicre
organizasyonlar1 V seklinde agilar ile bir araya gelmektedirler. Brevibacterium’lar hareketsiz
yapida olup endospor da olusturmamaktadirlar. Gelismeleri i¢in gerekli optimum kosullar,
37°C sicaklik ve nétral pH olmalidir. Tiim tiirleri ¢ok yiliksek NaCl konsantrasyonlarina tolere
edebilmektedir (Onraedt, Soetaert ve Vandamme, 2005). Endiistriyel ve farmasotik
ozellikleri, enzim, aroma, pigment (karotenoid), amino asit ve antimikrobiyal madde iiretimi

seklindedir.
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4.4. izolatin Antibiyotik Direncliligi Sonuclar

Brevibacterium spp.’nin antibiyotik direcliliginin belirlenmesi igin disk diflizyon
yonteminde; AmC-30 (amoksilin+klavulanik asit 30/10 pg), SAM-20 (amfisillin+siilbaktam
10/10 pg), IPM-10 (imipenem 10 pg), TEC-30 (teiokoplanin 30 ng), B-0,04 (basitrasin-0,04
png) ve OFX-10 (tarividtofloksasin 10 pg). 6 mm capli antibiyotik disklerine ek olarak
antibiyotiklerden amfisilin (2500 pg), kloramfenikol (2500 pg) ve amoksisilin (2500 pg) gibi
antibiyotikler de kullanilmistir. Yayma ekim yontemi ile MHA besiyeri {lizerine ekilen bakteri
izolatlarinin iizerine yerlestirilen disklerin inkiibasyondan sonra olusturduklari inhibisyon

zonlar1 Gorsel 4.8°deki gibidir.

Gorsel 4.8. Swrasiyla, a) Amoksisilin; b) Kloramfenikol; ¢) Amfisilin; d) OFX-10; e) AmC-30; f) TEC-30;
g) Sam-20; h) IPM-10; 1) B-0,04 antibiyotik disklerinin inhibisyon zon goriintiileri

Inkiibasyondan sonra olusan inhibisyon zonlar1 cetvel ile dl¢iilmiistiir. Sonuglar Cizelge
4.1°deki gibidir. Brevibacterium spp. izolatlar1 en yiiksek hassasiyeti IPM-10 (imipenem 10
ng)’a karst gosterirken diger antibiyotik diskleri de etkili olmustur.
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Cizelge 4.1. Brevibacterium spp. izolatlaruun disk difiizyon yontemi ile belirlenen inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Standart antibiyotik diskleri Brevibacterium spp. inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)
AmC-30 19
SAM-20 16
IPM-10 20
TEC-30 8
OFX-10 12
B-0,04 0
Amfisilin 20
Kloramfenikol 18
Amoksisilin 19

Brevibacterium spp.’nin antibiyotik diregliliklerinin belirlenmesi i¢in amfisilin,
kloramfenikol ve amoksisilin antibiyotiklerinin 156,25, 78,125, 39,062, 19,53, 9,75 4,88
ug/mL  kosantrasyonlarinda minimum inhibitér konsantrasyonu belirleme yontemi
kullanilmigtir (Gorsel 4.9). Mavi-mor kuyucuklar bakteriyel gelismesinin olmadigini, pembe
kuyucuklar ise gelismenin oldugunu gostermektedir. Ilk pembe kuyucuktan onceki mavi
kuyucuk maddenin MIK degeri olarak kabul edilmektedir. Deney sonucu saptanan MIK
degerleri kloramfenikol ign 78,25 pg/mL, amoksisilin ve amfisilin i¢in ise 4,88 pg/mL
seklinde belirlenmistir. Bakteri izolatinin amoksisilin ve amfisilin antibiyotiklerine

kloramfenikole gosterdiginden daha yliksek hassasiyet gosterdigi saptanmistir.

Gorsel 4.9. Brevibacterium spp. izolatinin MIK sonuglart
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4.5. izolatin Krom Tolerans1 Sonuclari

Brevibacterium spp. izolatinin krom toleransinin saptanmasi i¢in potasyum kromat
(K2CrO4) ve krom klorit (CrCls) tuzlarmin farkli konstrasyonlar1 (100, 75, 50, 25, 12,5
mg/100mL)  denenerek, oOnce agar dilisyon yontemi kullanilmistir.  Farkli
konsantrasyonlardaki krom tuzlar1 eklenerek hazirlanmis PYE agarlar iizerinde olusan
koloniler inkiibasyondan sonra sayilmistir. Krom kloritin 50 mg/100mL’lik Petri Plaginda
150-160 adet koloni sayilirken 25 mg/100mL’lik Petri Plaginda de ise 200-300 adet koloni
sayllmistir. Potasyum kromatin 50mg/100mL’lik Petri Plaginda 50-100 ve 25 mg/100mL’lik
Petri Plaginda ise 100-150 koloni sayilmistir. Ayrica, krom toleranst i¢in kullanilan
mikrodiliisyon yonteminde krom klorit ve potasyum kromatin 25, 12,5 6,25, 3,125, 1,562
mg/100mL’lik konsantrasyonlar1 i¢in deneme yapilmistir. Krom kloritin 3,125mg/100mL’lik
konsantrasyonundan alman &rnekte 1-2  koloni sayilirken, 1,562 mg/100mL’lik
konsantrasyonunda 18 koloni sayilmis fakat potasyum kromat i¢in sonu¢ alinamamistir. Bu
sonuglar, Brevibacterium spp. izolatinin belirli konsantrasyonlarda krom klorite, potasyum

kromattan daha toleransh oldugunu gostermektedir.

4.6. Metabolit Ekstrenin Antimikrobiyal Aktivite Sonuclari

Metabolitin MIK degerleri mikrodiliisyon yontemi ile; Staphylococcus aureus ATCC
29213, Eschericia coli ATCC 35218, Klebsiealla pneumonia ATCC 700603, Bacillus subtilis
NRRL B478, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Streptococcus pyogenes ATCC
13615, Listeria monocytogenes ATCC 19111 Candida albicans ATCC 90028 ve Candida
krusei ATCC 6258 test mikroorganizmalarma karsi test edilmistir. Inkiibasyondan sonra
renklenmis mikroplaka goriintileri Gorsel 4.10°daki gibidir. Mavi-mor kuyucuklar
mikroorganizma gelismesinin olmadigini, pembe-sar1 kuyucuklar ise gelismenin oldugunu
gostermektedir. ik pembe kuyucuktan énceki mavi kuyucuk maddenin MIK degeri olarak
kabul edilmektedir. MIK degerleri Cizelge 4.2.’deki gibidir. Sonuglara gore, biyoaktif
metabolitin MIK degerleri deneyde kullanilan test bakterilerinin tiimiinde 2500 pg/mL,
mayalarin tiimiinde ise 1250 pg/mL’dir. Test edilen maya suglarinin, bakteri suslarina gére
biyoaktif metabolite karsi daha hassas oldugu tespit edilmistir. Ayrica, literatiirdeki MIK
degererleri baz alinarak yapilan kalite kontrol denemesinde de, standart bakterilere karsi
kullanilan kloramfenikol i¢in 100-0,195 pg/mL ve mayalara kars1 kullanilan ketokonazol i¢in
de 50-0,195 pg/mL arasinda degerler saptanmis olup, kontrol grubunda bulunan MIK

degerleriyle benzer sonuglar gostermistir.
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Gorsel 4.10. Sirasiyla, a) Staphylococcus aureus; b) Staphylococcus epidermidis; c) Streptococcus
pyogenes; d) Bacillus subtilis; e) Klebsiella pneumoniae; f) Listeria monocytogenes;
g) Escherichia coli; h) Candida albicans; 1) Candida krusei ve kontrol gruplarmnin

renklenmis plaka goriintiileri

Cizelge 4.2. Biyoaktif metabolitin ve kontrol grubu antibiyotiklerin MIK degerleri*

MiK Degerleri (ng/mL)
Mikroorganizmalar Biyoaktif Metabolit Kontrol*

Escherichia coli ATCC 35218 2500 78,125
Staphylococcus aureus ATCC29213 2500 4,882
Listeria monocytogenes ATCC 19111 2500 9,765
Klebsiella pneumonia ATCC 700603 2500 19,531
Bacillus subtilis NRRL B478 2500 2,441
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 2500 9,765
Streptococcus pyogenes ATCC 13615 2500 39,0625
Candida albicans ATCC 90028 1250 19,531
Candida krusei ATCC 6258 1250 39,0925

* Bakteriler i¢in, kloramfenikol ve mayalar i¢in ise ketokonazol standart antibiyotikleri kullanilmistir.
4.7. Metabolit Ekstrenin Antibiyofilm Aktivitesi Sonuclari

Metabolit ekstrenin antibiyofilm aktivitesi MBEK degerleri ile tespit edilmistir.
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 ve Candida
albicans ATCC 90028 mikroorganizma suslart i¢in test yapilmistir. Biyoaktif metabolit
ekstrenin MBEK degeri tiim test mikroorganizmalari i¢in 1250 pg/mL olarak belirlenmistir.

(Cizelge 4.3). Test mikroorganizmalarina ayni dozda etki ettigi gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.3. Antibiyofilm aktivite testi sonuglar

Mikroorganizmalar Biyoaktif metabolit konsantrasyonlar1 (ng/mL)
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 1250
Staphylococcus aureus ATCC 29213 1250
Candida albicans ATCC 90028 1250

4.8. Metabolit Ekstrenin Brine Shrimp Sitotoksisite Sonuglari

Metabolit ekstrenin Brine Shrimp (Artemia salina) larvalari iizerindeki akut toksisitesini
belirleyebilmek i¢in, toksisite verileri her kosantrasyon kuyucuguna aktarilan 10 larvadan
kalan canli larvalar sayilmistir. Biyoaktif metabolit ekstrenin 2500, 1250, 625, 312 ve 156
pg/mL  konsantrasyonlart ile yapilan denemede doza baglh aktivite gozlemlenmistir.
Sitotoksisite degerleri Cizelge 4.4’de verilmistir. 2500 ve 1250 pg/mL konsantrasyonlari

%2100 ve %80 etkinlikleriyle larvalar tizerindeki en etkili dozlar olarak gézlemlenmislerdir.

Cizelge 4.4. Brine Shrimp Sitotoksisite Testi sonuglart

Biyoaktif Metabolit Canh Artemia salina Larva Biyoaktif Metabolitin %’lik Etkisi
Konsantrasyonlar1 (ng/mL) Miktari (10 larva iizerinden)

2500 0 %100

1250 2 %80

625 3+1 %60-70

312 3+1 %60-70

156 4+1 %50-60
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismast kapsaminda, Tiirkiye’nin Canakkale—Gelibolu ilindeki ormanlik
alanlardan toplanan toprak orneklerinden Aktinomiset grubu bakteri izolasyonu yapilmis,
tanimlanmis, izole edilen bakteriden metabolit liretilmis ve biyoaktif metabolit ekstrenin bazi
biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Izole edilen bakterilerin detayli tanimlanmasi igin
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler olmak tizere ii¢ farkli analiz yontemi kullanilmistir.
Analiz islemleri tamamlandiktan sonra bakteri izolatinin antibiyotik direngliligi ve krom
tolerans1 belirlenmistir. Bakteri izolatindan metabolit ekstraksiyonu yapilip, elde edilen ekstre
antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik ozellikleri bakimindan detayli bir sekilde
arastirilmistir. Konu ile ilgili yapilan literatiir ¢alismalarinda 6zellikle yerli tezler, bildiriler,
makaleler ve uluslararasi c¢aligmalar incelendiginde orman topraklarindan izole edilen
Brevibacterium spp. ve biyoaktif metabolit ekstreleriyle ile ilgili bu tez kapsaminda yapilan
caligmalar kadar detayli bir calismaya rastlanilmamistir. Bu ¢aligma kapsaminda izole edilen
sus ile yapilan arastirma literatlirde benzerine rastlanilmadig i¢in orjinallik arz etmektedir.

Toprak kaynakli Aktinomiset iiyeleri yillardir bakteri izolasyonu ve biyoaktif metabolit
eldesinde kullanilmaktadir. Bu nedenle tez kapsaminda farkli toprak habitatlarindan izolasyon
yapilmistir. Orman topraklarindan elde edilen 60 saf bakteri izolatinin tanimlanmasi i¢in
morfolojik ve biyokimysal tanimlamalar yapilmis ve toplam 60 izolattan, 25 tanesinin
Aktinomiset benzeri 6zellikler verdigi gézlemlenmistir. 25 saf Aktinomiset izolat igerisinden
segilerek molekiiler tanimlama yontemleri ile detayl: tiir tayini caligmasi yapilmistir. Yapilan
molekiiler ¢alismalar sonucunda izolatlarin ¢ogu Brevibacterium spp. oldugu belirlenmistir.
Brevibacterium tiirleri, Aktinomiset {iyesi olup organik madde agisindan zengin ve tuzlu
orman topraklarinda yaygin olarak bulunmaktadir. Baskaya’nin 2015 yilinda yaptig
calismada 60 mikroorganizma izole edilmis bunlarin i¢inden aktif antimikrobiyal etkiye sahip
9 bakteri ve 6 kiif teste alinmistir. Brevibacterium spp. izolatinin antibiyotik diregliliklerinin
belirlenmesi igin standart antibiyotik AmC-30 (amoksilin+klavulanik asit 30/10 pg), SAM-20
(amfisillin+siilbaktam 10/10 pg), IPM-10 (imipenem 10 ug), TEC-30 (teiokoplanin 30 pug), B
(basitrasin-0,04 ng) ve OFX-10 (tarivid+ofloksasin 10 pg) diskleriyle yapilan denemede en
etkili antibiyotigin 20 mm’lik inhibisyon zon ¢ap1 olusturmasi ile [IPM-10 (imipenem 10 pg)
oldugu ayrica, B (basitrasin-0,04 pg) standart antibiyotiginin de hi¢ etki etmedigi tespit

edilmistir.
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Cevre kirliligi sonucu topraklarda biriken agir metal ve kanserojen madde olan krom
tuzlarina kars1 izolatin toleransi olup olmadigi belirlenmistir. Das ve Mishra’nin 2008 yilinda
yaptigi ¢aligmada Brevibacterium spp.’nin potasyum kromata tolere edebildigini
gbzlemlemistir. Krom klorit ve potasyum kromat ile yapilan denemede izolatin, krom klorite,
potasyum kromattan daha toleranshi oldugu goézlemlenmistir. Yeni dogal farmasotiklerin
kesfedilmesinde kaynak olarak toprak kaynakli mikroorganizmalarinin kullanilmasinin biiyiik
avantajlar1 vardir. Temelde bir bakteri hiicresi, bakterilerin iiretilmesi i¢in yeterlidir ve
fermantasyon, mevsim ve iklimden bagimsiz olarak gerceklestirilebilir (Yavuz, 2010). izole
edilen Brevibacterium spp. bakterisinden biyoaktif metabolit tiretimi i¢in bakterinin karbon,
azot ve tuz gereksinimleri degerlendirilerek hazirlanan fermantasyon ortaminda {iretim
yapilarak, etil asetat kullanilarak biyoaktif metabolit ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Elde
edilen biyoaktif metabolit ekstre antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik Ozellikleri

bakimindan arastirilmistir ve dnemli sonuglar elde edilmistir.

Yapilan bir ¢calismada elde edilen Aktinomiset kaynakli aktif metabolitin, farkli zaman
dilimlerinde  Staphylococcus aureus, Eschericia coli ve Candida albicans
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etkinliklerini tespit etmistir (Oskay, 2006). Baska
bir ¢alismada ise, yine Aktinomiset kaynakli metabolitin Staphylococcus aureus, Salmonella
enteritidis, Klebsiella pneumoniae, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Proteus vulgaris ve Enterecoccus faecalis bakteri bakterilerine karsi
antimikrobiyal etkinlikleri oldugu mikrodiliisyon yontemi kullanilarak goézlemlenmistir
(Baskaya, 2005). Bu tez calismasinda, elde edilen biyoaktif metabolit ekstrenin
antimikrobiyal  aktivitesi 0-2500 pg/mL  arasindaki  kosantrasyonlarda  standart  test
mikroorganizmalarma karst denenmistir. MIK degerleri, Staphylococcus aureus ATCC29213,
Eschericia coli ATCC 35218, Klebsiealla pneumonia ATCC 700603, Bacillus subtilis NRRL
B478, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Streptococcus pyogenes ATCC 13615,
Listeria monocytogenes ATCC 19111 bakteri gruplarinda 2500 pg/mL ve Candida albicans
ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258 maya tiirlerinde ise 1250 pg/mL olarak tespit
edilmistir. Cikan MIK degerlerinde, maya grubu mikroorganizma suslarinin, bakteri suslarma gore
metabolite kars1 daha diisiik dozda etkilendigi ve hassas oldugu goézlemlenmistir. Metabolit
ekstrenin  antibiyofilm  aktivitesi 78-1250 pg/mL  arasindaki konsantrasyonlarinda
Staphylococcus aureus ATCC29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, ve Candida
albicans ATCC 90028 test mikroorganizmalarina karsi denenmistir ve MBEK degeri 1250

png/mL olarak tespit edilmistir. Bu sonug, hem bakteri hem de maya grubu mikroorganizmalarina
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karst aym1 konsantrasyonda biyoaktif metabolit ekstrenin etki ettigini gostermektedir. Cesitli
arastirmalar, toprak bakterileri tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin, mikrobiyal savagsta
silah gorevi gorerek, ayni ekolojik nis icinde diger mikrobik rakiplere karsi bir avantaj
sagladigini gostermistir (Foster ve Bell, 2012).

Tez kapsaminda yapilan sitotoksik ¢alismada ise, Artemia salina larvalar1 tizerinde
biyoaktif metabolit ekstrenin 156-2500 pg/mL konsantrasyonlari i¢in deneme yapilmistir. 2500,
1250 pg/mL konsantrasyonlart %100 ve %80 oranlarinda sitotoksik aktivite sergiledigi
gozlemlenmistir. Uretilen biyoaktif metabolitin antikanser madde olarak kullanilma
potansiyeli tasidigi yorumu yapilabilir. Yapilan c¢alismalarda Aktinomiset kaynakli aktif
metabolitinin 0,1-10 pg/mL arasindaki konsantrasyonlarinda %100’liik sitotoksik aktivite
saptanmistir  (Yavuz, 2010). Bu sonuglar, firetilen Aktinomiset kaynakli biyoaktif
metabolitlerin suda yasayan canlilara kars1 yiiksek derecede toksik etkiye sahip olmasi, giicli
bir antitimoér madde olabilecegini isaret eden litaratiir caligmalarini desteklemektedir
(Takashima ve Sakai, 1960).

Doga ozellikle toprak habitatlar1 c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip yeni
mikroorganizmalarin izole edilmesi i¢in en Onemli kaynaklardan biridir. Yapilan tez
calismasinda, izole edilen Brevibacterium spp. bakterisi orman topraklarindan farkli
ozelliklerdeki ve yaygin olmayan mikroorganizmalarin izole edilip, arastirilabileceginin
gostergesi olmustur. Yeni etkilere sahip farmasotiklerin kesfi i¢cin yeni mikrobiyal kaynaklarin
arastirtlmas1 gilinlimiiz biyoteknolojisinin en ©Onemli arastirma konularindan biridir. Tez
kapsaminda izole edilen bakteriden biyoaktif metabolit {iretilmis ve in vitro ¢alismalarla
ozellikleri tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, toprak kaynakli Aktinomiset grubu bakteri
izolatinin standart antibiyotiklere direng gostermesi, toprak kirliligine sebep olan kanserojen
maddelerden krom tuzlarina tolere edebilmesi ayrica uygun fermantasyon ortaminda
antimikrobiyal, antibiyofilm, sitotoksik etkilere sahip biyoaktif metabolit {iretmesi izole edilen
sus icin &nemli bir potansiyeldir. Ileride bu ¢alismaya yapilacak ilave arastirmalarla
endiistriyel ve farmakolojik potansiyelin farkli yonlerden arastirilmasi, mikroorganizma ve
biyoaktif metabolitlerinin faydali farmasdtiklerin gelistirilmesi konusunda énemli bir adim

olacag diisiiniilmektedir.
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