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OzeT
MANISA iLi TARIM ALANLARINDAKiI TOPRAKLARDAN iZOLE EDILEN
AKTINOMISETLERIN ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Mustafa OSKAY '
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dall
Tez Ydneticisi: Prof. Dr. A. Usame TAMER
Ocak 2002

Manisa ili tanm alanlanndaki topraklardan 50 aktinomiset kiltiri izole edilmistir. izole
edilen aktinomiset kiltirlerinden 17" sinin antimikrobiyal aktivite gésterdikleri tespit edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite gosterenlerden 8 izolat sadece Gr (+) bakterilere, 3 izolat sadece Gr (-)
bakterilere ve 6 izolat ise hem Gr (-) bakteriler hem de Gr (+) bakteriler tizerine etkili
bulunmuslardir.

Test organizmasi olarak segilen fitopatojen bakterilere kargi en etkili izolatlar 3Ba3 (18
mm ile Agrobacterium tumefaciens, 15 mm ile Erwinia amylovora ve 13 mm ile Pseudomonas
viridiflova’) ile 5C12 (26 mm ile E. amylovora, 18 mm ile Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis ve 11 mm ile P. viridiflova)' dir.

Antimikrobiyal aktivite ve spektrum durumlan degderlendirilerek 50 aktinomiset kultird
arasindan segilen 7 izolattan, izolat 3Ba1 Streptomyces antibioticus; izolat 3Ba3 Streptomyces
rimosus; izolat 5C12 Streptomyces lavendulae; izolat 1B19 Streptomyces lydicus; izolat 9840
Streptomyces phaeochromogenes; izolat 1B49 Streptomyces halstedii ve izolat 10P50
Streptomyces albus olarak tanlanmistir. _

Aynica galigmada tanilamasi yapilan izolatlarin bazi maya ve kiiflere karsi antimikrobiyal
etkileri de tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Streptomyces, izolasyon, identifikasyon, biyolojik kontrol ve antimikrobiyal
aktivite.
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ABSTRACT

DETE_RMiNATiON OF ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF ACTINOMYCETES WHICH
ISOLATED FROM FARMING SOiLS OF MANISA PROVINCE OF TURKEY

OSKAY Mustafa

Msc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. A. Usame Tamer

2002, January

50 Actinomycetes cultures were isolated from farming soils of Manisa Province.
Antimicrobial activity were determined from 17 of 50 isolated cultures. Because of that, 8
isolates produce antimicrobial substances against only on Gr (+) bacteria, 3 isolates only
against Gr (-) bacteria and last 6 isolates against both Gr (-) and Gr (+) bacteria.

The most effective isolates on phytopathogen bacteria that selected as test organisms
are isolate 3Ba3 (18 mm against on Agrobacterium tumefaciens, 15 mm against on Erwinia
amylovora and 13 mm against on Pseudomonas viridiflova’) and isolate 5C12 (26 mm against
on E. amylovora, 18 mm against on Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis and 11
mm against on P. viridiflova’)

According to antimicrobial activity and spectrum broadness, seven isolates were
selected and identified among 50 Actinomycetes cultures; The isolate 3Ba1 as Streptomyces
antibioticus; the isolate 3Ba3 as Streptomyces rimosus; the isolate 5C12 as Streptomyces
lavendulae; the isolate 1B19 as Streptomyces lydicus; the isolate 9B40 as Steptomyces
phaeochromogenes; the isolate 1B49 as Streptomyces halstedii and the isolate 10P50 as
Streptomyces albus.

Also, in this study antimicrobial effects of identified isolates on some yeasts and moulds
were determined.

Key Words: Streptomyces, isolation, identification, biological control and antimicrobial activity.
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1. GIRIS

llag endustrisi aragtirmacilan yeni ilaglar aramada molekal bankalan kurma, yiksek
verimlileri segim, biyo-enformatik ve robot bilimi gibi modern yéntemiere bagvuruyorlar. Yarinin
antibiyotikieri nasil buiunacak? Bunun igin molekUler mikrobiyolojinin ortaya koydugu bakteri
direnci, DNA' nin kendi benzerlerini yapmasi, bakteri bélinmesi, bakteriler arasi iletigim vs. gibi
¢ok Ozel konulara egiliniyor. Bakterilerin yagamasi ya da hastalik yapmasi i¢in hangi genlerin
gerekli oldugu aragtiriliyor.

1970 lerde ilag endustrisi, hastane ortamlarinda ortaya ¢ikan bakteri direnci problemini
kontrol altina alabilecek ilaglarla silahlanmis bulunuyordu. Her biri bir-iki antibiyotik (izerinde
uzmanlagmig firmalar, ellerindeki antibiyotiklerin etki alanini (spektrumunu) genisletmigler ve
yan etkilerini azaltmiglard. Iglerinden bazilari diger bakteri, viris ve mantar aldiriich ilaglara
ybneldiler. Bazilariysa antibakteriyal ilag Gretmekten vazgegtiler. Onlara gére piyasanin
gereksinimleri kargilanmigti. 1980' lerin sonlarina dodru ortaya ¢ikan iki olay bu gérisu
degistirdi; bazi bakterilerin birgok antibiyotije ¢oklu direng kazanmas: ve bakteri direncinin
yalniz hastanelerde degil, toplumda da yayginiagmasi. ilag endustrisi ve mikrobiyologlar bir
yandan yeni antibiyotikler ve asilar ararken, bir yandan da bakterilerde direng yaratmayacak
bilegikier aramaya bagladilar. Bu yeni tip ilaglar, antibiyotikler gibi bakterileri ¢ldlirmek yerine
onlarin hastalik yapma mekanizmalarini bozacak ya da birbirleriyle iletigimine engel olacaktir
(Alsan, 1999). '

Antibiyotikler gunUmuizde, butun dinyada en fazla kullanilan ilaglar arasinda yer
almaktadir. Bu yaygin kullanim hem ekonomik yuki hem de yan etkilerin sik gériimesi gibi
énemli soruniari da beraberinde getirirken; direngli bakterilerin gelismesine neden olmalarindan
dolayi da, toplum saghgini tehdit eder duruma gelmiglerdir.

Son 40 yiida yeni antibiyotiklerin kegfi igin en az 15 milyon organizma izole edilrhig ve
yaklagik on bin farkli antimikrobiyal madde tarumlanmis; her yil bunlarin bir ¢ou karakterize
edilerek 200-300 tanesinin yeni oldufu saptanmigtir. Fakat bu galigmalar coguniukla, en dnemli
antibiyotik Greticileri olarak bilinen funguslar, aktinomisetler ve Bacillus genusu yeleri tizerinde
yogunlagtinimigtir. Son birkag¢ yilda diger genuslar Gzerinde detayl aragtirmalar yapiimasinin
gerekliligi de vurgulanmaktadir.

Aktinomisetlerden en fazla antibiyotik Oreticileri Streptomyces genusuna giren tirlerdir.
Fakat son zamanlarda antibiyotik tarama programlary Micromonospora ve Nocardia genusu
tarleri Gzerinde de yogunlasmigtir.

Insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde, hayvan beslemede kullanilan antibiyotikieri
Urettigi saptanan organizmalar diger taraftan tarimda, toprak kaynakli patojenlerin sebep oldugu
ve gunden gune buylk bir problem haline gelen, bitki hastaliklarina kars: kullanilabilmektedir.
Bitki hastaliklariyla micadelede kullanilan kimyasallar; uygulama zorluklarinin olugu, kisa ve dar



periyotlu etkileri, patojenierin bunlara karg! direng kazanmasi ve ekonomik yUklerinin gbk fazla
olusu gibi nedenlerden dolayi giderek 6nemini kaybetmektedirler. Bunun aksine, bitki
patojenlerinin biyolojik kontrolinde mikroorganizmalarin kullanimi gittikge dnem kazanmaktadir.

Bitki hastaliklarinin biyolojik kontrol galigmalarinda esas materyali mikroorganizma
gruplarindan aktinomisetier olusturur. Gok sayida arastirici (Lacey, 1973; Lechevalier et al.,
1977; Williams, 1976; Turhan 1981; Goodfsllow and Williams, 1983; Turhan and Grossmann
1986; Turhan and Turhan 19889; Sembiring and et al., 2000) in vitroda yaptiklar ¢alismalaria
Streptomyces tlrlerinin toprak kaynakli patojenlerin bydmesini inhibe ettidini saptamig, guglu
antagonistik etkilerini belirledikleri izolatlarin bu patojeniere kargt biyolojik -miicadelede
kultanilabileceklerini belirtmiglerdir. '

Aktinomisetlerden antibiyotik Uretimi konusundaki galismalarin (Lacey, 1973; Oner ve
ark., 1987; Hsieh and Jones, 1995; Denizci, 1996; Pandza et al., 1997; Sheldon et al., 1997, '
Hatano, 1999; Sheldon et al., 1999) daha yodun oldugu gérllmektedir. Bol hammadde
kaynagina sahip oldugumuz halde digaridan satin aldigimiz gesitli antibiyotik aktif maddelerinin
Ulkemizde Uretilememesinin nedeni, konu ile ilgili teknolojilerin yeterli olmayigi ve bu konuda
aragtirma eksikliginin bulunmasidir. Calismamizda izole ettigimiz aktinomiset kllttrlerinin
fitopatojen bakterilere karg! etkileri saptanmaya calisiimig; aktinomisetlerin bu alanda diger
mikroorganizmalara nazaran daha etkili olabileceklerini gdstermek amaci gudUlmustar.
Yukarida da belirttigimiz gibi hem biyolojik micadele de hem de bu konuda Ulkemizde
yapilacak yeni ¢aligmalara bir 6n kaynak olugturmak igin bu tar ‘bir aragtirmay! yapmayl amag¢
edindik.



2. KAYNAKLARIN OZETi
2.1. Aktinomisetlerin izolasyon ve Tanllanmasiyla ligili Caligmalar

Actinomycetes turleri topraklar, kompostlar, tatli su depolari, besin maddeleri ve
atmosfer gibi her tiri0 dogal madde Uzerinde gérairier. Aktinomisetler gogu topraklarda ¢ok bol
olup gramda bir milyonu agkin canli sayimi yapilabilmistir. Onlar igin bazik ve nétral topraklar
asit topraklardan, nétral turbaiar, asit turbalardan daha uygun ortamlardir (Lacey, 1973;
Williams, 1976; Goodfeliow and Board, 1980; Goodfellow and Williams, 1983; Oner, 1989).

1888 yilina kadar geriye gidilecek olursa, Globig topraktan termofilik bir form izole etmig
ve aktinomisetlerin toprakta bulunabildigine dikkati cekmigtir. Ayrica gubre ve samandan benzer
kultirier izole edilmigtir.' 1900 yilinda Beijerinck aktinomisetierin toprakta, bahge topradinda bir
metreye kadar, kumsal toprakta 2 metreye kadar ¢ok bol miktarda buiunduklarini ortaya
koymustur. Hiltner ve Stérmer 1903’ de jelatin plak metodunu kullanarak aktinomisetleri ilk defa
saymiglar vé aktinomisetlerin sayisinin mevsime bagdh olarak degistigini bulmuslar; onilarin
toprak mikroflorasinin %13-30" nu olusturdugunu, mevsime bagh olarak ilkkbaharda %20, yazin
%13 ve sonbaharda %30 olarak saptamiglardir. Conn 1916’ da aktinomisetlerin bitki kékierince
zengin topraklarin mikrobiyal populasyonlarinin %40’ ina kadar ¢iktiklarini; halbuki ekimi yapilan
toprakiarda onlarin sayilannin toplam mikrofloranin sadece %21' ini tegkil etti§ini saptamigtir
(Oner, 1989).

Aktinomisetlerin topraktaki bollugunu kontrol eden en 6nemii faktérierin, organik madde
miktari, nisbi rutubet miktari, sicaklik, topragin havalanmasi, pH ve toprak vejetasyonu oldugu
cesitli aragtiricilar tarafindan belirtilmigtir (Lechevalier, 1989; Oner, 1989; Williams., et al., 1989; -
Anderson and Wellington, 2001).

Aktinomisetlerin hlcre c¢eperi kompozisyonunun detayll olarak ¢aligilmast onlarin
yeniden siniflandinimalarini kolaylagtirmigtir. Lechevalier -ve ark.’ nin bulgularina gére
Streptomyceteceae familyasi Gyelerinin peptidoglikan yapisinda LL-diaminopimelik asit, diger
aktinomisét Uyelerinde ise meso-diaminopimelik asit (meso-DAP) bulunmustur (Tablo 2.1.). Bazi
aktinomisetlerde LL-DAP igermesine ragmen bunlar (Arachnia, Pimelobakter, Sporichthya,
Kineosporia, Nocardiodies, Kitasatosporia, Intrasporangium v.b.) biyokimyasal, morfolojik ve
fiziksel dzellikleri ile Streptomyceteceae’'den kolayca ayrilabilirler (Becker and et al., 1965;
Cross, 1989; Goodfellow, 1989; Williams et al., 1989).

DOKDMAN



Tablo 2.1. Aktinomisetierde Hucre Duvar Tipleri (Prescott, Harely and Klein; 1990' dan).

[Hiicre Duvan  DAP Izomeri Glisin (interpeptid  Karakteristik Ornek Genus

Tipi Kbprtlerinde) Seker
| LL + Streptomyces
] Meso + Microminospora:
| Actinoplanes
il Meso - Thermoactinomyces
Actinomadura Frankia
v Meso - Arabinoz, Saccharomonospora,

Galaktoz Nocardia

Streptomycetaceae’ nin siniflandiriimasinda  peptidoglikan tipide 6nemilidir., Bu
familyada peptid ara kdpristnin glisinlerden olustugu AgY tipinde peptidoglikan vardir. Ayrica
hucre geperieri fosfolipidier, menaquinoniar, ya§ asitleri ve asetillenmis muramik asit kalintilar:
igerir. Familya Gyelerinin sarildidi gibi tayinleri kolay yapilamamaktadir. Ornegin; Kitasatosporia’
da havasal miselden sekillenen sporlar LL-DAP igerir, kati ve sivi besiyerinde blayuyen vejetatif
(sUbstrat) miselyumiarda ise meso-DAP vardir. Actinomadura ve Microtetraspora’ da ise meso-
DAP yaninda iz halde LL-DAP bulunmaktadir. Ve de familya Gyelerindeki yag asitleri ve polar
yaglarin miktar! ortam sartlarina bagh olarak degismektedir.

Filogenetik ¢aligmalarla siniflandirma ve tanimlamada morfoloji ve kemotaksonomi
kadar molekuler kriterlerde énemiidir. Streptomycetaceae’ nin GC igerigi %69-78' dir. rRNA-
DNA iligkilerii 16S rRNA ve 5S rRNA oligonukleotid siralarinin  bulunmasi ile
Streptomycetaceae’ nin tanimlanmasi daha da kolaylasacaktir.

Ayrica familyanin karakteristik dzelliklerini' saptamada morfolojik 6zellikler de géz
6énlinde bulundurulur; bunlar, substrat miselyumun fragmentasyonu, spor zincirlerinin olugumu,
havasal miselin olugum tipi ve spor yuzey sus tipleri v.b. olabilir. Sporlar piknidia, sporangia
veya sporangiaya benzer vesikullerde olugturulurlar. Sporlar fungus sporlarina benzerliginden
dolay: konidia veya artrospor olarak isimlendirilirler . Havasal miselyumun dallanmasi, spor
zincir gekilleri ve spor ylzeyleri gibi morfolgjik ézellikieri substrat miselyumdan daha dnemlidir.
Spor ylzey gekilleri; yumusgak, sigilli, spin geklinde veya tuyld; spor zincir gekilleri ise; duz,
fleksiéz veya spiral sekillerinde olabilmektedir. Havasal sporlarin olugsumu ise, havasal hiflerin
spor zincirleri gekline transformasyonu geklinde oldugu varsayiimigtir. Bu olay genustan genusa
farklilik géstermekle beraber, hifin fragmentasyonu ile gubuk seklinde veya kokoid elementier
olugmaktadir. Hareketli sporlar nadir olarak gézukmektedir.

Streptomyces (Waksman ve Henrici 1943), aktinomisetler icerisinde gerek morfolojisi
gerekse toprakta bol bulunan bir cins olmasindan dolayi ¢ok iyi tanimlanmig; antibiyotik't'Jretimi
ve diger sekonder metabolitleri iretmesi yénunden gok énemli bir genustur (Cross, 1989; Locci,




1989; Oner, 1989; Wendisch and Kutzner, 1991; Atalan, 1993; Denizci, 1996; Al-Tai., et
al.,1999),

Streptomyces genusu kimyasal, molekUler ve taksonomik metot ¢alismalan ile
sekillendiriimigtir (Goodfellow et al., 1986; Lechevalier, 1989; Williams et al., 1989, Anderson
and Wellington, 2001). Onlar, Gram pozitif, asit fast olamayan, nadiren pargalanan vejetatif
hiflere (0.5-2 um) sahip ve Gremeleri aerial (Havasal) hiflerin ucundaki hareketsiz sporlarla olan
organizmalardir. [stisna birkag tir substrat miselyumda kisa spor zincirleri olugturur; sclerotium,
piknidium, sporangium ve synnema benzeri yapilar olusturulabilir; bUylmenin baglangicinda
koloniler diz ve yumusak, sonralar sert-siki, pamukumsu, flokkoz, granullt, pudramsi veya
kadifemsi gorulebilir. Ve substrat miselin renginden sorumlu gok sayida pigment Uretilebilir,
ayrica diffise olabilen pigmentierde olugturulabilir. Codu strain tek ya da ¢ok sayida antibiyotik
Uretebilir. Aerob olup, kemo-organotrofik oksidatif bir metabolizmaya sahiptirler. Katalaz
pozitifdir. Genellikle nitratlar nitritlere indirgenir ve adenin, eskulin, kasein, jelatin, hipoksantin,
nigasta, L-tirozin pargalanir. BlUyUme ve eneriji igin gok sayida organik bilegik tek karbon kaynagi
olarak kullanilabilir. Optimum sicaklik 25-35 °C olup bazi turler, psikrofilik ve termofiliktir.
Optimum pH‘ 6.5-8.0' dir. Hucre ceperi peptidoglikan yapisinda buylk miktarda L-
Diaminopimelik asit (L-DAP) igeririer. Mikolik asit icermezier ve doymus izo ve anteizo ya§
asitleri, predominant izoprenolok olarak dokuz izopren birimi ile hekza ve okta dehidrojene
menaquinon; ayrica, difosfatidilethonalamin, fosfatidilgliserol, fosfatidilinositol, difosfotidilinositol
iceren kompleks polar lipid igerirler; bu lipid karakterleri ile Fosfolipid tip 2 grubuna dahildirler.
DNA' da % G+C orani 69-78 arasinda dedisir. Birkag tur insanlara ve hayvaniara patojen olup,
digerleri fitopatojendirler. : '

Goodfellow ve arkadaglan 1992’ da yaptiklan bir ¢alisma ile Actinopycnidium,
Actinosporangium, Chainia, Elyfrosporangium, Kitasatoa ve Microellobospora genuslarinin bazi
dzellikleri bakimindan Streptomyces genusu Gyelerine benzer olduklanini saptamiglar ve bu
genuslarin Streptomyces genusu Uyelerine dahil edilmesi gerekti§ini savunmuslardir, Kriter
olarak da DNA benzerlii, biyokimyasal ve serolojik 6zellikleri, fajlara olan duyarhliklan v. b.
ahnmigtir. Tablo 2.2." de Streptomyces ve iligkili genus!arin bazi morfolojik 6zellikleri verilmigtir.



Tablo 2.2. Streptomyces ve lligkili Genuslarin Bazi Morfolojik Ozellikleri (Lechevalier, 1989;
Locci, 1989 Goodfellow et al., 1992' den).

Substrat miselyum Havasal miselyum
Genus ' Spor Birkag spor Sklerotia | Uzun Birkag spor Hareketli
zingiri ihtiva eden artrospor ihtiva eden sporlar

sporangia zincirleri sporangia

benzeri benzeri

vesikuller vesikiller
Streptomyces +,-° - - + N N
Actinopycnidium - - - + - -
Actinosporangium - - - + - -
Chainia - - + + . _
Elytrosporangium - + - + - -
Kitasatoa - + - + + ?
Microellobosporia - + - - + -
Streptoverticillum - - - + - -

a, semboller; +, pozitif; -, negatif; +,-, bazi tirler pozitif; 7, kesin belirli degil.

Genus Chainia koloni ylzeylerinde buUylk miselyum topluluklar igersinde sferik
skleroitik granilier olustururlar. Havasal hif ve spor zincirleri Streptomyces ile hemen hemen
aynidir. Laboratuvarda blyUtalmusg olantarda sklerotia olugumu kaybolmasina ragmen havasal
misel Gretimi artmaktadir. Streptomyces’ de gézlenen sklerotia benzeri yapilar orijin ve yapi
bakimindan Chainia’ daki sklerotiumdan farklidir,  Bu grantllerin biokimyasal analizieri
yapilamamaktadir. ,

Chainia’ daki sklerotia (20- 75 um yarigapinda veya daha buyUk)' nin detayl ¢aligilmasi,
bunlarin orijininin genis dallanmig yag§ damlalan igeren hifsel bélgeler oldugunu géstermistir. Bu
cok lokuslu yapilarin bireysel hucreleri L-2-3 diaminopropionik asit igeren hifierle gevriimis ve
hep birlikte ¢imento seklinde siki bir yapt olugturmustur. Zamanla sklerotianin yag igerigi
yaklagik kuru agirliginin %50 sine ulagir. Sklerotia ezilirse yag damlalar ortalia yayilr.
Chainia’ nin yasam sikiusinde sklerotianin gérevi tam anlasiimamig olup, yapilan kaltar
caligmalarinda skierotia’'nin kuruluga olaganustu bir direng gosterdigi anlagiimig, fonksiyonunda
kuru gevrelerde organizmanin yagamasini sadlamak oldugu agiklanmistir.

Genus Elytrosporangium ve Microellobosponia eskiden burgu seklindeki vesikullerin
olusumu nedeniyle Streptomyces‘den ayri olarak siniflandiniiyordu. ‘Merosporangia * ismi
verilen yapida, 7 tane hareketsiz spor bulunmaktadir; bu yapi, Elytrosporangium’ da substrat
miselyumu 0zerinde Microellobosporia’ da ise ya substrat ya da havasal misel Uzerinde
olugturulur. Spor olugum tarzi diger Streptomyces artrospor zincirleriyle ayni olup, biraz daha




buylk olabilir. Vesikl duvan zayif burusuk membranli olup, diger aktinomiset genuslarinda
bulunan spor zincirlerini gevreleyen fibroz kina denk g'eldigi dusUunulayor.

Streptomyces’ in izolasyon ve karakterizasyon metodlari Kitasatoa iginde ayni olup,
Streptormnyces havasal miselyumu Uzerinde goérilen artrospor uzun zincirleri bu genusla ayridir.
Ama filogenetik olarak bu genus sporangia-olusturan aktinomisetlerden uzaktir. DNA homologjisi,
hicre duvar tipi, lipid sekilleri, faj- hiicre iligkileri gibi benzerliklerinden dolay! Streptomyces’ e
aktanimigtir. Tablo 2.3.' de hiicre geperi kemotip 1 olan difer Actinomycetes ile Streptomyces
genusu ayriminda kullanilan karakterler veriimistir.

Tablo 2.3. Hicre Ceperi Kemotip | olan Diger Actinomycetes ile Streptomyces Genusu Ayriminda
Kullanilan Karakterler (Bergey' s Manual of Systematic Bacteriology ; Locci, 1989’ dan).

Karakterler Streptomyces  Intrasporangi  Streptoverticillum  Kineosporia  Nocardioides Sporichthya
um
Koloni baytkloga Goratar ND Gorolor Kagok ND Mikroskobik
Substrat miselyum +* + + + + -
Sporlar ’ +/- - - - - -
Sporangia - - - + - -
Hareketli sporiar - - - + - -
Fragmentasyon o - - - +
Havasal miselyum + - + - ?
Artrospor zinciri + +
Vertisil artrosporlar +- + - +
Spor yizeyi ’
Daz + + - +
Spor ylzeyi sagst,
kivrik ya da dikenli *,- +,- - -
Hareketli sporiar - +
Hucre gepeni
hidrolizati
sekerleri;arabinoz, - - - + - -
galaktoz, ksiloz '
Lipid karakterleri
Fosfolipid tip Pil PIV Pil Pl Pl ND
Predominant ' ‘
menaquinon ' MK-9(H6) MK-8 MK-9(H6) MK-9(H4) MK-8(H,) MK-9(H6)
Ya da Ya da Yada
MK-8(H8) MK-9(H8) MK-9(H8)
Yag asitleri
Doygun daz zincirli + + + ND + +
|zo-/anteizo- dalli + - + ND + +
Doymamig - + - ND + +
10-metil dallanmig - - - ND + +
Mol % G+C 69-78 71 69-73 ND 66-72 ND

a; Sembol, +, pozitf; -, negatif; +,-, bazi tirler pozitif; ND, not determined; ?, kesin belli degil.



Staneck ve Roberts (1974) basit ince-tabaka kromatografi islemini ile' klinik
materyallerden elde ettikleri 35 izolati tanilamig ve gruplamislar, ayrica sonuglarini 18 referans
susla kargilastirmislardir. Sonugta ince-tabaka kromatografisi ile aktinomisetlerin batin hicre
diaminopimelik asit ve karbonhidratiarinin kolayca saptanabildigini, bu metodun rutin klinik
laboratuvarlarinda ¢ok daha hizli sonug verdigini ve daha uygun oldugunu agiklamiglardir. |
Athalye ve arkadaglari (1981) aktinomisetlerin izolasyonunda gok sayida besiyerine Rifampisin
(5 ng/ml) ilave etmigler, topraktan Actinomadura strainlerini, organik maddeden ve samandan
Thermomonospora chrogena ve Streptomyces albus' u daha kolay izole edebilmiglerdir.
Calismalarinda bu antibiyotife (2-5 ug/ml oranlarda) karg: bazi Streptomyces tﬂ‘rlerinin duyarl
oldugunu gérmUslerdir. Toprak orneklerinin 100 °C' de 15 dakika muameleye tabi tutulmasinin
cok sayida istenmeyen bakteriyi imha ettigini ¢alismalarinda belirtmiglerdir.

Aktinomisetler arasinda hem antibiyotik Ureticileri hem de énemli dijer sekonder
metabolitleri Uretmelerinden dolayl Streptomyces genusuna giren tlrler yogun bir gekilde
calisiimistir. Goodfellow ve arkadaslarn (1992) 252 Streptomyces tur ve tUr gruplarnnt 273
karakter bakimindan numerik olarak belirlemigler ve elde ettikleri sonuglari eski ¢aligmalaria
karsilagtirmiglardir. Bu galismalarinda 7-amino-4-metilcoumarin ve 4-metilumbeliiferon’' a dayah
hizli enzim testlerinin Streptomycetes sistematiginde yararh bilgiler verdigini agiklamiglardir.
Ruiz ve arkadaglari (1995) samandan Ksilan' 1 pargalayan bir aktinomiseti Streptomyces
halstedii olarak tanilamiglar, bu organizmanin endustride kullanilabilecegine igaret etmigierdir.
Hatano ve arkadaglari (1997) Streptomyces spitsbergensis Wieczorek et al. 1993' 4 morfolojik,
kulturel ve fiziksel ozellikleri agisindan yeniden incelemigler bu turln vertisil olugturan
Streptomisetier den oldugunu, DNA-DNA hibridizasyon verileriyle Streptomyces baldaccii
(Farina and Locci 1966) Witt and Stackebrandt 1991 ile sinonim oldugunu belirlemiglerdir. Li
(1997) topraktan selllozu pargalayan bir aktinomiset izole etmig, morfolojik karakterleri ve hlicre
duvari tipine gdre bu izolatini Streptomyces cellulolyticus olarak tarmilamigtir.

Sembiring ve arkadaglari (2000) tropik bir angiosperm olan Paraserianthes faloataria
nin kék g¢evresinden ve yetistigi alanlardaki topraklardan aldiklari 6rneklerden ¢ok sayida
Streptomycetes izole etmiglerdir. Izolatlarin renk gruplamasini Oat Meal Agar ve Pepton Yeast
Ekstrakt Iron Agar' i besiyerinde belirlemisler, pigment olugturabilme kabiliyetlerini referans
suglarla kargilagtirmiglardir. Renk gruplamasi ve morfolojik ¢zellikleri bakimindan 94 sugla
uyusan kendi izolatlarimin Streptomyces violaceusniger oldugunu ‘saptamuslardlr. Ayrica 12
izolati bugin igin gegerli olan tanimlanmig S. violaceusniger sinifina giren turlerle
kargilagtirmiglar, 6 izolatin genotipik ve fenotipik 6zellikleri agisindan bu sinif Gyelerinden ve
kullanilan referans strainlarden farkli olduklarini belirlemiglerdir. Ayni aragtincilar izole ettikleri
S. violaceusniger' in patojen funguslara kargi antogonist oldugunu galigmalarinda belirtmiglerdir. -

L}

¢C. YOKSEXOGRETIM KURULY
DOKUMANTASYON MERKEZ



2.2, Aktinomisetlerden Antibiyotik Uretimi lie ligili Galigmalar
2.2.1. Antibiyotikler Hakkinda Genel Bilgiler

Antibiyotikler, prokaryotik ve ékaryotik organizmalarin belli bélgelerine olumsuz yénde
etki gosteren, dusuk molekiler agirlikta, mikrobiyal kékenli sekonder metabolitlerdir. Molekuler
agirliklari 150-5000 dalton arasinda degigir. Molekulleri karbon, hidrojen, oksijen ve azot, hatta
diger bir kismi kikurt, fosfor veya halojen atomlarini igerir. (Oner, 1989; Anonim, 1896; Denizci,
1996; Anonim, 2001b).

Antibiyotikler sidal ya da statik etkili olabilirler. Antibiyotikler kimyasal yapilarina, tretici
organizmaya, etki spektrumlarina ve hiicrede etkin olduklari hedef bdlgelere gore farkii gruplara
ayrilabilirler. Tablo 2.4' de antibiyotiklerin kimyasal yapilarina gére smiflandinimig ekl
verilmigtir.

Tablo 2.4. Antibiyotiklerin Kimyasal Yapilarina Gére Siniflandiriimasi (Oner, 1989;

Schlegel, 1995; Anonim, 2001¢’ den modifiye).

_ Antibiyotik gruplan

Antibiyotikler

R-laktam antibiyotikleri:
Penisilinler

Sefalosporinler
Karbapenemier
Aminoglikosidler
Glikopeptidler
Makrolidier:
14-Gyeli halkalar
15- Gyeli halkaiar
16- Uyeli halkalar
Linkosamidler
Streptograminler:
Streptogramin A’ lar
Streptogramin B' ler

Tetrasiklinler

Folik asit sentezi inhibitérieri
Quinolonlar

Diger

benzilpenisilin, ampisilin, ureidopenisilin,
amoksilin, piperasilin, metisilin

sefalotin, sefalordin, sefagisin

imipenem

Streptomisin, kanamisin, gentamisin
Vankomisin, avoparsin, teikoplanin

aritromisin, roxithromisin, oleandomisin
azithromisin

spiramisin, tilosin, karbomisin, klarithromisin
Linkomisin, klindamisin

streptogramin A, pristinamisin IlA,
virginiamisin M, mikamisin A, sinergistin A
streptogramin B, virginiamisin S, pristinamisin IB,
mikamisin B, sinergistin B
dalfopristin/quinupristin, virginiamisin
minosiklin, tetrasiklin, kiortetrasiklin
sulfamethoxazol, trimethoprim

nalidiksik asit, ciprofloxasin, enrofloxasin
Nitrofurantoin, stlfonamid,
2,2-diamino-pirimidin; Zn-basitrasin
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Antibiyotikler  mikroorganizmalarin  farkh  bélgelerine  etkin olabilmektedirler.
Antibiyotiklerin bir bakteri hiuicresinde hedef aldidi bélgeler Sekil 2.1.' de gésterilmigtir. Bu
farkithk  antibiyoti§in  kimyasal . yapisina, mikroorganizma cinsine, antibiyotigin
konsantrasyonuna, ortam gartlarina ya da mikroorganizmanin metabolik yolunun degigkenligine
baglh olabilmektedir.

Hucre Geperi Hucre Membrani
< yd
\\
Nukleik Asit Protein Sentezi ‘ Hucre Metabolizmasi

Replikasyonu
Sekil 2.1. Antibiyotiklerin Bakteri Hucresinde Hedef Aldigi Bélgeler.

Antibiyotikler insanlar ve de hayvaniardaki g¢egitli enfeksiyonlarin tedavisinde
kullaniimaktadir. Terapttik ya da koruyucu amacinin yaninda, hayvanin gunlok besinine
antibiyotik karigtirilarak hayvan beslenmesinde de kullanilir. Bu olay antifnikrobiyallarm hayvan
blyUmesini tesvik etmesi ve dolayisiyla hayvanin yeterli agiria sahip olmasi igin
uygulanmaktadir. Ayrica antibiyotikler besinlerin muhafazasinda, biyokimyasal ve . kuUltur
ortamlarinda segiciligi saglamak amaciyla, aragtirma materyali olarak, ziraatta koruyucu olarak
ya da buyumeyi tegvik amaciyla kullaniimaktadir (Oner, 1989; Denizci, 1996; Anonim, 2001c).

2.2.2. Antibiyotik Ureticisi Aktinomisetlerie ligili Galigmalar

1943 yilinda streptomisinin Streptomyces griseus' dan izole edilmesinden sonra
ozellikle toprak kékenli antibiyotik-Ureticisi mikroorganizma aragtirma ¢aligmalar yogunlagmgtir.
Gunimuzde klinikte kullanilan antibiyotiklerin gogunlugunun aktinomisetier tarafindan Gretildigi
bir gergektir. Aktinomiset antibiyotiklerinin % 75' e yakini ise Streptomyces genusuna giren
tarler tarafindan Gretilmektedir (Tablo 2.5.).
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Tablo 2.5. Streptomyces Genusu Uyeleri Tarafindan Uretilen Baz1 Antibiyotikler (Wendisch and Kutzner, 1991° den).

Etki Tarzi Antibiyotik Yapisal Sinif Ureticiler

Antibakteriyal  Streptomisin Aminoglikozid S. griseus
Kanamisin A, B Aminoglikozid S. kanamyceticus
Higromisin B Aminoglikozid S. hygroscopicus
-Sefamisin A, B Beta-laktam S. chartreusis
Tienamisin Beta-laktam S. caitleya
Klavularik asit Beta-laktam S. claviigerus
Oleandomisin Makrolid S. antibioticus
Lankasidin Makrolid S. violaceoniger
Pristinamisin Peptolipid S. pristinaespiralis
Oksitetrasiklin Tetrasiklin S. rimosus
Linkomisin Tanimlanmamig  S. lincolnensis
Kloramfenikol Tanimlanmamis  S. venezuelae

Antifungal 2-OH-imetilklavam  Beta-laktam S. clavuligerus
Nistatin Polien (tetraen) S. noursei
Amfoterisin B Polien (heptaen) S. nodosus
Candisin/Levorin Polien (heptaen) S. griseus

Antiviral Ara-A Nukleosid S. antibioticus
Tunikamisin Nukleosid S. chartreusis

Antitimoral Daunorubisin Antrasiklin S. peuceticus, S. coeruleorubidus
‘Doxorubisin Antrasiklin S. peuceticus var. Caesius
Ditrisarubisin Antrasiklin S. cyaneus
Mitomisin C Kinon S. caespitosus
Aktinomisin Kromopeptid S. antibioticus
Sarkomisin Tanimlanmamis  S. erythrochromogenes

Antiparazitk  Higromisin B Aminoglikozid S. hygroscopicus
Avermektin Makrolid S. avermitilis
Milbemisin Makrolid S. hygroscopicus ssp.

aureolacrimosus

Monensin Polieter S. cinnamomensis
Salinomisin Palieter S. albus

Insektisidal Avermektin Makrolid S. avermitilis
Milbemisin Makrolid S. hygroscopicus ssp.

aureolacrimosus |
Herbi\sidal Bialafos Tanimlanmamis  S. hygrocopicus

Fosfinotirisin

Tanimlanmamis

S. viridochromogenes
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Gunumuzde Streptomyces Uyelerinin  antibiyotik Uretiminden sorumlu genler
saptanmakta, genin promotor bélgesine etki edilerek antibiyotidin ekspresyonu artirimaktadir.
Ayrica antibiyotik lretiminden sorumlu genlerin daha hizh ¢odalan organizmalara aktarim
yapilarak antibiyotigin ucuz yoldan hizli bir sekilde Gretimi yapilmaktadir. Sheldon et al. (1997,
1999) mitomisin lretiminden sorumlu Strepfomyces lavendulae’ nin gen haritasim gikarmiglar,
antibiyotik lretiminden sorumlu geni saptamislardir. Ayni sekilde Pandza et al. (1997)
Streptomyces rimosus’ dan oksitetrasiklin Gretimiyle ilgili geni belirleyerek, ayni antibiyotigi
Ureten ve bu organizmayla iligkili olmayan S. coelicolor’ un antibiyotk Uretiminden sorumlu
génleri ile kargitastirmiglardir. Benzer caligmalar aktinomisin Ureticisi S. antibjoticus (Hsieh and
Jones, 1995) ve streptomisin Ureticisi S. rameus (Hatano, 1999) Uzerinde yapilmigtir.

1987’ de Oner ve ark. Streptomyces medilerranei’ den; fermentasyon ydntemiyle
sentetik ortam kullanarak laboratuvar gapinda rifamisin kompleksini Uretmislerdir. Denizci
(1996), Ege ve Dogu Karadeniz Bdlgesi topraklanindan izole etti§i 356 aktinomiset susunun
antibiyotik aktivitelerini saptarmig, etkin buldudu 4 izolattan Uretilen antibiyotiklerden tciinu
preparatif ince tabaka kromatografisi (TLC) ile saflagtirmustir. Uretilen antibiyotiklerin peptit
yapida olmadiklar; ikisinin kuvvetli polar diger ikisinin apolar olduklarini belirlemistir.

Yapilan arastirmalar (Lacey, 1973, Goodfellow and Board, 1980; Goodfellow and
Williams, 1983; Lechevalier, 1989; Locci, 1989; Oner, 1989; McCarthy and Williams, 1990)
Streptomyces genusu diginda dijer aktinomisetlerinde antibiyotik Urettiklerini gostermistir.
Actinomadura, Actinoplanes, Nocardia, Thermoactinomyces, Streptoverticillum,
Microtetraspora, Kilasatoa, Kitasatosporia, Chainia, Ampullariella, Saccharopolyspora gibi
toprak kdkenli aktinomiset genusiar antibiyotik Uiretebilme kabiliyetine sahiptirler.

2.3. Aktinomisstlerin ve Uriinlerinin Toprak Kékenli Patojenlerin Biyokontroliinde Kullanimi

Streptomyces genusu Uyelerinin kaltar filtratlanmin bitki hastaliklanina karsi kullaniimasi
Pridham ve arkadaslan tarafindan 1950' li yilarda baslatiimigtir. Onlar, sera denemelerinde 10
Streptomyces kx‘JIti]rfiltratmdan 9" unun antagonistik etkilerinin yiuksek oldugunu géstermiglerdir.
Reddi ve Rac Streptomyces ambofaciens’'in domates bitkilerinin kurumasina yol agan Pythium
sp. ve pamuklarda patojen Fusearium sp.' ye karsi etkili oldugunu laboratuvar denemeleriyle
kanmitlarmuglardir, Kék hastaliklarina karsi Streptomyces tirlerinin metabolit, spor, misel ya da
buniann kombinasyonu kullanilabilmektedir. Rothroch ve Gottlieb fasulyelerde koék glurikiagune
neden olan Rhizoctonia sp.' nin Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ile kontrol
edilebilecedini kanitlamislardir. Steril topradi Rhizoctonia sp. ile asilamislar ve S. hygroscopicus
var. geldanus’ dan elde edilen geldanamisin antibiyotigini 1 gram toprak bagina yaklasik olarak
20 pg vermigler ve sonucun bu patojene kars: etkili oldugunu gérmuslerdir. Benzer ¢alismalar

Streptomyces (yelerinin rizosferde hem nicel hem de nitel agidan énemli; bitki kék cevresinde
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iyi kolonize olup, bitki buylme hormonlarn gibi gérev yaptiklarini ispatlamislardir. Diger taraftan
Milus ve Rothrock spesifik Streptomyces strainlerinin rizosfer (bugdayla ekili araziler)' de
sayllarinin diger bakterilere oranla daha az (1 0%-10° cfu/g) oldugunu agiklamiglardir (Walter and
Crawford, 1995).

Streptomyces turlerinin antifungal etkileri laboratuvar kosullarinda yodun bir sekilde
calisiimasina ragmen, toprakta ya da rizosfer gevrelerinde yapilan ¢ok az galigma vardir.
Yapilan calismalar bu genus Uyelerinin rizosferde dagiligina fungal ve bakteriyal patojenlerle
ilgisine dayanmamistir. Crawford ve arkadaglar bitki kékierince zengin toprak érneklerinden
izole ettikleri 83 aktinomiset izolatinin antifungal etki'lerini saptamigiar, bu izolatlardan bir
tanesinin Pythium ultimum' a karst kuwvetli antagonizm gésterdidini, daha sonra bunun
Streptomyces lydicus oldugunu saptamislardir (Walter and Crawford, 1995).

Turhan (1981a) izmir ve civarindaki toprakiardan izole ettigi, Steptomyces
ochraceiscleroticus olarak tanimlanan aktinomiset susunun in vitroda; kék hastaligina sebep
olan toprak kaynakl patojenlere karsi etkisini incelemistir. Turhan bu ¢ailismasinda énce streak
plak metodunu kullanmig ve antagonistin teste tabi tutulan patojenlerin biyiimesini ortalama
olarak 10.8-18.2 mm engelledidini géstermistir. S. ochraceiscleroticus’ tan salinan metaboliti
PDA (Potato Dextrose Agar) i(;iné aktardiJinda ise, bu ortama ekimi yapilan bitiin patojenlerin
biylimesini tamamen durdugunu saptamistir.

Turhan (1981b)' In yaptidi ikinci bir calisma ile Streptomyces ochraceiscleroticus (C/2-
9)' u dnce in vitroda fungal patojenlere karsi, daha sonra in vivo caligmasiyla bazi 6nemli toprak
kaynakh patojenlere karsi etkisini incelemistir. C/2-9' un yapay yolla patojenlerin inokule edildigi
toprakta buytyen bitkileri butliin hastalikiara karsi etkili bir sekilde korudugunu géstermistir. Bazi
bitki tohum (pémuk, karpuz, kavun, salatalik, domates, biber)' lanni ekimden énce C/2-9 filtrati
ile kangtirmig, sonugta bu bitkilerin hastalikiardan korundugunu belirlemistir ve C/2-9' un toprak
kaynakl patojenlerin biyolojik miicadelesinde kullanilabilecegine isaret etmistir.

Turhan ve Grossmann (1986) Turkiye' nin farkli bélgelerinden izole ettikleri 300
aktinomiset izolatinin sekiz farkh fungal kékenli patojenlere karsi etkilerini incelemiglerdir. Teste
tabi tutulan aktinomiset izolatlannin %90' inin Scle_rotinia sclerotiorum’ un, %17' sinin
Rhizoctonia solani’ nin ve %14’ Ununde Afternaria afternata’ min buylmesini inhibe ettigini
saptam|$lér; Rhizoctonia solani ve Alternaria alternata’ ya karsi gugll antagonistik etki gdsteren
aktinomiset izolatlannin, teste tabi tutulan diger fungal patojenlere karg: da etkili olduklanni
saptamiglardir.

Turhan ve Turhan (1989) Streptomyces nobilis ve Streptomyces scleroticus’ u biyolojik
mucadelede guglil bir antagonist olarak kullanilan Trichoderma harzianum ile beraber Pythium
ultimum ve Rhizoctonia solani ye karsi etkilerini in vitroda saksl denemeleriyle
karsilagtirmiglardir. Sonugta kullanilan Streptomyces turlerinin patojenlere kargt antagonistik
etkilerinin Trichoderma harzianum’dan gok daha yiksek oldugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1 Arastirma igin Segilen istasyonlar

Arastirmada kullanilan toprak 6rnekleri 2-11 aralik 1999 tarihleri arasinda Maniéa ili ve
cevresindeki ekim yapilan arazilerden alinmistir (Tablo 3.1.).

Ornekleme aktinomisetierin cevresel istekleri gbz énine alinarak organik maddece
zengin, nemli ve nodtral pH' daki arazilerden yapiimistir. Polietilen torbalar iginde laboratuvara
getirilen drnekler hemen dn incelemeye alinmistir.

3.1.2. Test Organizmalari

izole edilen aktinomisetierin antimikrobiyal aktivitelerinin tespiti i¢in kullanilan fitopatojen
bakteriler (Erwinia amylovora, Pseudomonas viridiflova, Agrobacterium tumefaciens ve
Clavibacter michiganensis subs. michiganensis) Zirai Miicadele Enstitiist (Bornova/lzmir) den,
digerleri ise (Bacillus subtilis ATTC 6633, Klebsiella pneumoniae ATTC 10031, Enterococcus
feacalis ATCC 10541, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Esherichia coli ATCC 29998 ve
Sarcina lutea ATCC 9341) Ege Universitesi, Fen Fakilltesi, Temel ve Endustriyel Mikrobiyoloji
Anabilim Dall (Bornova/lzmir)' den temin edilmistir. Ayrica test organizmasi olarak segilen kufler
(Aspergilius 'fdetidus var. pallidus, Penicillium herquei, Trichoderma viride ve Fusarium
oxysporum) ve mayalar (Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces sp., Williopsis californica
ve Geotrichum penicillaum) CBU. Fen-Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bélumu (Muradiye/Manisa)’

dan temin edilmistir.

Tablo 3.1. Toprak Omeklerinin Alindig Istasyonlar (Butan émekier 1999 yili Aralik ayinda Manisa lii ve
cevresinden alinmistir).

[Tstasyon Numarasi Alindig1 Yer Toprak Tipi
1 Tzmir yolu (5. Km.) bugday tarias! . Humusiu
2 CBUfiktisat fak. yani misir tarlas Humuslu/Kumiu
3 Muradiye jandarma karakolu yani bag topragi Killi
4 Horozkdéy-Muradiye aras! meyvalik toprag Kumiu/Kiregli
5 Manisa-Turgutiu yolu 6. km. cavdar tariasi Humuslu
6 Manisa belediyesi hayvan pazari kargist sebze tarlasi Humuslu
7 Spil dagi ¢ikist 8. km. meyvalik toprag Kumiw/Tinh
8 Ugpinar arpa tarlasi Humuslu
9 Turgutiu budday tarlasi Killi
10 Kampus yani pamuk tarlasi Humuslu/Kumiu
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3.1.3. Besiyerleri

Besiyeri 1. Gliserol-Yeast Ekstrakt Agar

Glisero! (Birpa) 1 g
Yeast Ekstrakt (Difco) 04 ¢
K;HPO, (Merck) 0.02 ¢
Pepton (Difco) 50 g »
Agar (Oxoid) 3 g
Distile su ' 200 mi

Besiyeri icerikieri distile suda cézilerek 1.1 atmosfer basing altinda 121 °C' de 15
dakika sure ile sterilize edilmigtir. Sterilizasyondan sonra besiyeri 55 °C' ye kadar sogutulmus,
Uzerine 50 ug/ml oraninda steril siklohekzimid ve nistatin antibiyotigi ilave edilmistir. Ortam

galismamizda. aktinomisetlerin izolasyonunda blylime ortami olarak kultaniimigtir,

Besiyeri 2: Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Agar (ISP 2)

Yeast Ekstrakt (Difco) 4 g
Malt Ekstrakt (Difco) 10 g
Glukoz (Merck) 4 g
Agar (Oxoid) 20 ¢
Distile su 1000 ml
pH 7.3

Besiyeri igerikleri distile suda tamamen g6zllmus ve 1.1 atmosfer basing altinda 121 °c
de 15 dakika sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Ortam galigmamizda hem stok, hem de
izolatlanmizin kultirel ézelliklerinin incelenmesinde kullamimistir.

Besiyeri 3: Oat Meal Agar (ISP 3)

Qat Meal (yulaf unu) 20 g
Agar (Oxoid) 15 g
*Shirling and Gottlieb iz tuzlar solusyonu 1ml

Distile su 1000 ml
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iz Tuzlar Sollisyonu (Shirling and Gottlieb, 1966)

FeS0,.7H,0 (Merck) 01 g
MnCl,.4H,0 (Horasan Kimya) 01 g
ZnS0,4.7H,0 (Horasan Kimya) 01 g
Distile su 100 ml

Ortam su sekilde hazirlanmigtir: 20 gram yulaf unu 15-20 dakika 1 litre distile suda
kaynatilmis ve blylk partikillerin eliminasyonu igin tilbent beziyle sizilmustar. Filtrata 1 mi iz
tuzlar solisyonu ilave edilerek pH NaOH ile 7.2' ye ayarlanarak, 121 °C' de 1.1 atmosfer basing
altinda 15 dakika sterilize edilmistir. Ortam ¢alismamizda izolatlarimizin kilturel dzelliklerinin

incelenmesinde kullaniimistir.

Besiyeri 4 : Bennet' s Agar

Gliserol (Birpa) 20 g
L-Alanin (Merck) 25 ¢
NaCl (Atabay) 1 g
CaCO;, (Atabay) 01 g
FeS0,.7H,0 (Merck) 01 ¢
MgS0,.7H,0 (Horasan Kimya) 01 g
Agar (Oxoid) 15 g
Distile su 1 litre
pH 7.2

Otoklavda 1.1 atmosferde, 121 °C’' de 15 dakika sterilize edilen ortam, izolatlanmizin

blylme ve bazi kimyasal inhibitériere tolerans testleri’” nde kullaniimistir.

'Kimyasal inhibitdriere Tolerans Testleri igin Kullanilan Kimyasaliar:

“Her bir test maddesi Bennet' s Agar (pH: 7.2)" a asadidaki oranlarda steril solusyonlari

‘halinde ilave edilmigtir."

NaCl (Atabay) | %7 WiV
NaCl (Atabay) %10 wiv
NaCl (Atabay) , %13 whv
Na Azid (Merck) %0.01  wh

Na Azid (Merck) %0.02  whv
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Fenol (Birpa) %0.1 wh
Potasyum tellurit (Merck) %0.001 wiv
Kristal violet (Merck) %0.0001 wiv

Kimyasal inhibitérierin sterilizasyonu:

Kristai violet, sodyum azid ve sodyum kiorliriin %10' luk stok soliisyonlar distile suyla
hazirlanmis ve  uygun miktarlan modifiye Bennet s agara (otoklaviamadan once) ilave
edilmislerdir. Fenolln stok solusyonu distile suda hazirlanmig ve filtrasyon ile sterilize edilmistir.
Sonra otoklavlanmig Bennet' s Agar' a ilave edilmistir. Potasyum tellliritin 0.2 g' 1 20 mi steril
distile suda hazirlanmis ve sonra uygun miktan otokiaviamadan sonra Bennet' s Agar a ilave

edilmistir.

Besiyeri 5 :inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4)

Cozunur Nisasta (Horasan Kimya) 10 ¢
K,HPO, (Merck) 1 g
MgSQ,.7H,0 (Horasan Kimya) 1 g
NaCl (Atabay) 1 9
{(NH4)H,S0, (Atabay) 2 g
Shirling and Gottlieb iz Tuzlar Soliisyonu 1 mi
Bakteriyolojik Agar (Oxoid) 20 g
Distile Su 1 litre
pH ‘ 7.2

Bir miktar soduk su ile pasta haline getirilen nisasta distile su ile 1 litreye tamamianir,
uzerine diger besiyeri icerikleri ilave edilerek pH 7.2' ye ayarlanir. Ortam otoklavda 1.1 atmosfer
altinda 121 °C' de 15 dakika sterilize edilir. Cahgmamizda izolatlanmizin kiltirel

karakteristiklerinin belirlenmesinde kullaniimistir,
Besiyeri 6 : DNaz Agar
DNaz Agar (Oxoid) 3 g

Distile su 1 litre
pH 7.3
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Distile suda tamamen ¢dzinen hazir ortam 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmistir.
Mikrobiyal inokillasyondan sonra 7 gunltk inkibasyona tabi killtirel M HCI ilavesi sonucu
olusan agik zon DNaz Uretimi igin pozitif kabul edilmistir.

Besiyeri 7 . Jelatin Hidroliz Ortami

Nutrient broth (Difco) 13 g
Jelatin (Difco) 4 ¢
Distile su 100 mi

Tum besiyeri igerikleri distile suda ¢dzilerek 1.1 atmosfer basing altinda 121 °C’ de 15
dakika sterilize edilmis, izolatianmizin fizyolojik dzelliklerinin belirlenmesinde kullanilmigtir.

Besiyeri B : Egg Yolk Agar

Bakteriyolojik pepton (Difco) 10 ¢
Glukoz (Merck) 1 g
NaCl (Atabay) 10 ¢
Yeast Ekstrakt (Difco) 5 g
Agar (Oxoid) 15 ¢
Egg Yolk Emiilsiyon %5 (Vi)

Egg —Yolk digindaki tum besiyeri icerikleri homojen bir sekilde gézilerek 121 °C' de, 1.1
atmosfer basingta 20 dakika otoklavilanmis ve pH 7.2 ' ye ayarlanmistir. Uzerine %5 viv
oraninda egg-yolk ilavesi yaptlan ortam calismamizda izolatlanmizin lesitinaz, proteolizis ve
lipolizis reaksiyonlarinin belirlenmesinde kullaniimigtir. '

Besiyeri 9 : Oksalat Kullanim Ortami

Potasyum oksalat (Merck) 1 g
(NH,);S0, (Atabay) 1 9
KH,PO4; (Merck) 05 g
MgS0.4.7H,0 (Horasan Kimya) 02 g
NaCl (Atabay) 1 g
Agar (Oxoid) | 15 g
Distile su 820 ml

pH 7.2
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Ortam 1.,1 atmosfer basing altinda 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmis ve Gzerine 80
ml 0.1 M CaCl, ilave edilmistir. 7-14 gin inkibasyon sonucunda olusan agik zon olusumu

oksalat kullanimi igin pozitif sonug olarak kabul edilmistir.

Besiyeri 10 :Nitrat agar

KNO; (Uparc) 2 g
Nutrient broth (Difco) 1 litre
Bakteriyolojik agar (Oxoid) 6 ¢

121 °C' de otoklavlanmis ve pH 7.2' ye ayarlanmistir. Hidrojen Salfur Gretimi steril
kursun asetat filtre kagitlannin deney tiiplerine daldinimasiyla belirlenmistir. Nitrat reduksiyonu
7-14 gin inkibasyon sonunda ortama 0.2 ml Griess-llosvay 1 ve 2* ajanlannin ilavesi sonucu

olusan kirmizi renk pozitif sonug olarak ahinmigtir.
*Griess —llosvay 1 ve 2

1) 0.8ml sUlfanilik asit 5 M asetik asitin 100 ml' sinde ¢ozilerek hazirfanmistir,
2) 0.6 ml dimetiinaftilamin § m asetik asitin 100 ml’ sinde ¢ézllerek hazirlanmistir.

Besiyeri 11 . Glukoz-Nitrat Agar

Glukoz (Merck) 30 g
NaNO; (Horasan Kimya) 2 g
K,HPO, (Merck) 1 g
MgSO0,.7H,0 (Horasan Kimya) 05 g
KCI (Atabay) 05 g¢
FeSO, (Merck) 001 g
Agar (Oxoid) 15 g
Distile su | 1 litre

Tim beSiyeri igerikleri distile suda tamamen ¢ozinmus ve sterilize ediimistir. Caligmada

izolatlarnimizin kiltirel ézelliklerinin belirlenmesinde kullanilmgtir.
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Besiyeri 12: Glukoz-Asparagin Agar

Glukoz (Merck) 10 g
Asparagin (Merck) 035 ¢
K;HPO,4 (Merck) 05 g
Agar (Oxoid) » ’ 15 ¢
Distile su ‘ 1 litre

121 °C' de 15 dakika sterilize edilen ortam galigmamizda izolatlann kultirel dzelliklerinin

belirlenmesinde kullaniimistir.

Besiyeri 13 :Azot Kaynag* Kullanim Ortami

Glukoz (Merck) 10 g
MgS0,.7H,0 (Horasan Kimya) 05 ¢
FeSO,.7H,0 (Horasan Kimya) 0.01g
K,HPO, (Merck) 1 g
NaCl (Atabay) 05 g
Agar (Oxoid) 3 g
Distile su 200 mi

Ortam 1.1 atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmis ve pH 7.2' ye

ayarianmigtir.
*Azot kaynaklari: Azot kaynaklan (L-Arginin, L-Sistein, L-Histidin, L-Fenilalanin, L-

Valin, KNO;, L-Asparagin, L-Hidroksiprolin, L-Lizin, L-Tirozin ve DL-a-n-Bitirik asit)' na ait her
bir sollisyon tindalizasyon ile sterilize edilmistir ve sonra aseptik sartlarda steril basal ortama

son konsantrasyon 1.0 g/lt olacak sekilde ilave edilmistir.

Besiyeri 14 : Gliserol Asparagih Agar (ISP 5)

L-Asparagin (Merck) 1 4
Gliserol (Birpa) 10 g
KoHPO, (Merck) 1 g
Shirling and Gottlieb iz tuzlar solisyonu 1 ml
Agar (Oxoid) 20 ¢

Distile su 1 litre

YUKSEKOGRETIM KURULG
iC oN MERKEZE
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121 °C' de 20 dakika otoklavianmis ve pH 7.2' ye ayarlanmistir. Ortam galismamizda

izolasyon ve kultlrel dzelliklerinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 15 : Nisasta-Asparagin Agar

Cozundr hisasta (Horasan Kimya) 10 g
L-Asparagin (Merck) 0.06 g
NaNOQO; (Horasan Kimya) 02 ¢
KoHPO, (Merck) 0.06 ¢
NaCl (Atabay) 01 g
MgCO; (Merck) 02 g
Agar (Oxoid) . 3 g
Distile su 200 ml

Ortam 121 °C' de 1.1. atmosfer basing altinda 15 dakika sterilize edilerek pH 7.3 e
ayarlanmistir. Calismamizda izolatlanmizin kaltirel ézelliklerinin belilenmesi ve bazi fizyolojik

ozelliklerinin tespitinde kullanitmistir.

Besiyeri 16 : Pepton Yeast Ekstrakt iron Agar (ISP 6)

Bakto-pepton (Difco) 15 ¢
Proteoz pepton (Difco) 5 ¢
Yeast ekstrakt (Difco) 1 ¢
Ferrik amonyum sitrat (Merck) : 05 ¢
K,HPO, (Merck) 1 g
Sodyum tiyosuifat (Merck) 0.08 g
Agar (Oxoid) 15 ¢
Distlesu 1 litre
pH 7.2

Ortam 121 °C' de 1.1. atmosfer basing altinda 15 dakika sterilize edilerek pH 7.3' e
ayarlanrmigtir. Calismamizda izolatlanmizin kiltirel dzellikierinin ve melanin olusturabilme

kabiliyetlerinin belirlenmesinde kullaniimistir.

Besiyeri 17 ;: Melanin Formasyon Ortami
Yeast ekstrakt (Difco) 1
L-Tirozin (Merck) ’ 1 g



NaCl (Atabay) 85 ¢
Agar (Oxoid) 15 g
Distile su 4 1 litre
pH 7.2

Besiyeri igerikleri distile suda tamamen ¢ézinlnceye kadar karstinimig, 1.1 atmosferde
121 °C’ de 15 dakika sterilize edilerek, izolatlanmizin melanin olusturabilme kabiliyetlerinin

belirlenmesinde kullaniimistir.

Besiyeri 18: Muller-Hinton Broth

Muller-Hinton Broth (Oxoid) 21 g
ya da

Beef inflzyon (Merck) 300 g

Kazein asit hidrolizat (Merck) 175 ¢

Coézinlr nisasta (Horasan Kimya) 15 g

Distile su 1 litre

pH . 7.4

1.1 atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilen ortam ¢alismamizda test

organizmalarnnin aktiflegtiriimesinde kullaniimigtir.
Besiyeri 19: Mulier-Hinton Agar

Besiyeri 18.' @ 17 gram agar ilave edilerek hazirlanan ortam, 1.1 atmosfer baémgta 121
°C' de 15 dakika sterilize edilmis, izolatlanmizin antimikrobiyal etkinliklerinin saptanmasinda

kullaniimistir.

Besiyeri 20: Patates Dekstroz Agar

Potato Dekstroz Agar (Merck) 23 ¢

‘ ya da
Patates infizyon (Merck) . 200 ml
Glukoz (Merck) 20 g
Agar (Oxoid) 20 g

pH 56
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Besiyeri icerikleri tamamen karistirldiktan sonra toplam hacim distile su ile 1 litreye
tamamlanir ve 121 °C' de 15 dakika sterilize edilir. Ortam calismamizda izolattarin funguslara
karsi antimikrobiyal etkilerinin belifenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 21: Nutrient Broth

Nutrient broth (Difco) ' 8 ¢
ya da

Pepton (Difco) 5 g
NaCl (Atabay) S g
Beef Ekstrakt (Difco) 15 ¢
Yeast Ekstrakt (Difco) 15 g
Distile su 1 litre
pH 7.4

Ortam sterilize edildikten sonra izolatlanmizin aktive edilmesinde kullaniimistir.

Besiyeri 22: Tirozin Agar (ISP 7)

Gliserol (Birpa) 15 g

L-Tirozin (Merck) 05 g¢

L-Asparagin (Merck) 1 g

K;HPO, (Merck) 05 ¢
MgSQ,4.7H,0 (Horasan Kimya) 05 g¢
FeS0,4.7H,0 (Horasan Kimya) 001 ¢
NaCl (Atabay) 05 g
*Pridham and Gottlieb iz Tuzlar solisyonu 1 ml
Agar (Oxoid) . 20 g
Distle su 1 litre
pH 7.2

*Pridham and Gottlieb iz Tuzlar Soliisyonu

CuS04.5H,0 (Horasan Kimya) 064 g
FeS04.7H,0 (Horasan Kimya) 011 g
MnCl,. 4H,0 (Horasan Kimya) 0.79 ¢

ZnS0,4.7H,0 (Horasan Kimya) 015 g
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Distile su 100 ml

Besiyeri igerikleri distile suda tamamen ¢ézulerek sterilize edilmistir. Ortam
gcahsmamizda izolatlanmizin melanin oclusum kabiliyetlerinin tespitinde kullanilmistir.

Besiyeri 23: Ure Rediiksiyonu Ortami

K;HPO, (Merck) 91 ¢
Na,HPQO, (Atabay) 95 ¢
Fenol-red (Merck) 001¢g
Yeast ekstrakt (Difco) 01 ¢
Distile su 1 litre
*Ure solusyonu (%15) 13.3 ml
pH ' 7.2

«Ure sollisyonu (%15’ lik) membran filtre ile sterilize edilmistir.

Butin besiyeri icerikleri tamamen ¢dzlntinceye kadar kaynatiimis ve 1.1 atms. basing
altinda 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmisgtir. Otoklaviamadan sonra Ure soliisyonu (%15, wh)
sterii ortama ilave edilmisti. Ortam g¢alismamizda izolatlarin fizyolojik &zelliklerinin

belirlenmesinde kullaniimistir.

Besiyeri 24: Karbon Kaynadi* Yararlanma Ortam) (ISP 9)

Amonyum sllfat (Atabay) 2649
KH,PO4 (Merck) 238 g
MgS04 (Merck) 1 g
K;HPO, (Merck) 565 g
Pridham and Gottlieb iz tuzlar soliisyonu 1 mi
Agar (Oxoid) . 18 g
Distile su 1 litre

Ortam 1.1. atmosfer basing altinda 121 °C' de 20 dakika otoklavianmis ve pH 7"2' ye
ayarlanmigtir.

*Karbon Kaynaklar: Karbon kaynaklan (Adonitol, Laktoz, Ksilito!, Sakkaroz, Galaktoz,
Mannitol, inozitol, Ksiloz, Dekstran, Ramnoz, Maltoz, Na Sitrat, Glukoz ve Sorbitol )' na ait her
bir sollsyon tindalizasyon ile sterilize edilerek aseptik sartlarda, steril ortama son konsantrasyon
1.0 g/it ya da 10.0 g/It olacak sekilde ilave edilmistir.
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3.2. METOTLAR
3.2.1. Topraktan Aktinomiset izolasyonu

Calismamizda aktinomiset izolasyonunda kullanilan toprak érnekleri ekim (Arpa,
bugday, misir, pamuk, sebze, bad, meyva) yapilan arazilerden alinmistir. izolasyon igin toprad
sulandirma yontemi (The Soil Dilution Method) kullanilmistir. Toprak érnekleri Manisa ili ve
civanndan toplam 10 istasyondan alinmistir. Orneklerin alinmasinda ekimi yapilan arazilerde
organik maddece zengin yerlerden kompozit érnek alinmistir. Toprak érneklerinin alinmas ve
topfaktan aktinomiset izolasyonu sirasiyla asagida anlatildigi gibi yapiimistir (Oner, 1989).

1. Toprak 6rnekleri alkolle temizlenmis bir ¢apa ile agilan toprak profilinden, toprak
alinan yizey alkolle temizlenmig bir spatil ile hafifce kazindiktan sonra yine alkolle
temizlenmis bir kasikla, 10-15 cm arasindaki derinliklerden alinmistir. Her
istasyondan bes profil agilarak kompozit toprak érnedi ahinmigtir.

2. Laboratuvanmiza getirilen her bir 6rnekten aseptik kosullarda 10 gr alinarak 500 ml'
lik erlenlere konmus Uzerine %1 oraninda CaCQs ilave edilerek kanstinimig; 30 °C'
de 25 saat inklbe edilerek 6n igiemden gegiriimistir.

3. 2' deki islemden sonra, yukanda alinan erlenierde bulunan 10 gr toprak érhegi
Uzerine 90 mi steril distile su ilave edilmis ve 30 dakika kanstinimistir. Bu sekilde
elde edilen 1/10 oraninda sulandinlmig toprak érnegi slspansiyonundan steril bir
pipet yardimiyla 1 ml alinarak, icinde 9 mi steril distile su bulunan tipe aktanimis,
Vortex yardimiyla homojen sekilde kanstinimis ve boéylece 1/100 ' ik toprak
sUspansiyonu elde edilmistir. Ayni islem 1/1000, 1/10000, 1/100000 ve 1/1000000'
lik siispansiyoniar eide etmek igin tekrarlanmigtir.

4. Hazirlanan 1710000, 1/100000 ve 1/1000000 ' lik sUspansiyonlardan 1' er mi steril
p‘ipet ile alinarak steril petri kabina aktanimis; Uzerine 50 °C' ye kadar sogutulmus
besiyeri 1. ilave edilerek her toprak 6rnegi sispansiyonundan yukandaki farkii ug
sulandirma igin top'lam 30 petri kabt hazirlanmistir. Besiyeri ile toprak
sUspansiyonunun homojen kansiminin saglanmasi igin rotasyon hareketi
yapiimigtir.

Hazirlanan petriler 27 °C' de 7-14-21 gun inkibasyona birakilmistir.

Tum petri kaplan inkQbasyonun ikinci guninden itibaren teker teker giplak gozie ve
mikroskobun 10X objektifi altinda Aktinomiset kolonilerinin var ofup-oimadigini
saptamak igin gﬁzlenmistir.’

T F IS EROCRETIM KURE
W) s
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7. Aktinomiset kolonileri izolasyon ortamlarinda gézlendiginde, bu kolonilere numara
verilerek besiyeri 1. ve besiyeri 2. ortamlannda gizgi ekim teknidi ile tekrardan bir
saflastirma yapilmistir.

8. Saflagtinlan aktinomiset kolonileri yatik besiyeri 2. bulunan tuplere ¢ekilerek, 27 °C’
de bir hafta inkiibe edilerek buyutuimuUsler, inklibasyon sonrasinda buzdolabmdé +4
°C' de stok olarak saklanmislardir.

3.2.2. izole Edilen Aktinomiset' lerin Antimikrobiyal Spektrumlarinin ve Etkinlik
Derecelerinin Saptanmasi

izole edilen aktinomisetlerin antibakteriyal etkileri Spektrum-Plak Metodu kullaniiarak
asadida agiklandigi gibi saptanmstir.

1. Oncelikle stoktaki aktinomiset izolatlanmiz ve kontrol mikroorganizmalannin
aktivasyonu saglanmistir (Test mikroorganizmalan Nutrient Broth bulunan tiplere
aktarilarak 24 saat inkUbasyona birakiimis, stoktaki aktinomisetler ise 27 °C' de 24
saat inkibe edilmislerdir). .

2. Onceden hazirlanmis Muller-Hinton Agarli petrilerin bir kosesine aktive edilen
aktinomisetlerden ekim yapiimistir. Bu sekilde ekimi yapilan Muller-Hinton Agarh
petnlerlmlz 27 °C' de 5 gun inkube ediimistir.

3. inkibasyon isiemi sonunda antibakteriyal etkiyi saptamak igin test organizmasi
olarak kullanilacak bakterilerin aktive edilen Nutrient Broth kilturlerinden alinarak
aktinomiset kolonisi ile 90° lik agi yapacak sekilde aktinomiset kolonisinden
baslayarak (Aktinomiset kolonisine temas ettirmeden) petrinin diger kenanna dogru
tek gizgi halinde ekiimislerdir.

4. Test organizmalarindan, fitopatojen bakteriler igin 27 °C, diger bakterilerin buylimesi
igin petriler 37 °C' de inkiibe edilmiglerdir. '

5. Inkibasyon sonunda test organizmalannin inhibisyon zohlarn milimetre cinsinden

olgalmustar.

Tanilamasi yapilan izolatlann kifler (Aspergillus foetidus var. pallidus, Penicillium
herqdei, Fusarium oxysporum ve Trichoderma viride')' e ve mayalar (Saccharomyces
cerevisiae, Kluyveromyces sp., Geotricum penicillaum ve Williopsis californica)' a ka'r$|
antimikrobiyal etkileri asadida agiklandigi gibi yapilmigtir.

1. Stoktaki taniamasi yapilan izolatlarimiz Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Agarls
besiyerinde 5 giin 27 °C' de, mayalar Nutrient Broth' lu tuplerde 24 saat 27 °C' de,



kufler ise PDA (Patates Dekstroz Agar)' || besiyerinde 48 saat 27 °C' de buyiitilerek
aktiflestiriimislerdir.

izolatlarin mayalara karsi antimikrobiyal etkisi yukarda agiklanan Spektrum-Plak
yéntemiyle saptanmistir.

Kiflere karsi antimikrobiyal etkinin belirlenmesi igin oncelikie aktive edilen
aktinomiset izotattanimiz PDA' I besiyerinde gorinir koloni olusturuncaya kadar
(yaklasik 2 gin) buyutdimuslerdir.

Daha sonra aktive edilen kifier énceden hazirlanmis PDA' It besiyeri buluhan
petrinin tamamina ekilmisler, buyltilen aktinomiset kolonileri steril olarak PDA' li
besiyerinden alinarak test organizmasinin ekildigi petriye steril olarak koloni
uzerinden hafif bastinlarak aktanimislar ve 2 giin 27 °C' de inklbe edilmislerdir.
inkiibasyon sonunda aktinomiset kolonilerinin bulundugu kisimdan baslanarak

inhibisyon zonlarn milimetrik olarak él¢liimustir.



3.3. izolatiarin Tanilanmasi

Antimikrobiyal aktivitelerinin yiksek olusu nedeniyle segilen izolatlann identifikasyonu
yapiimistir.

3.3.1. Renk Grupiamasi

Segilen 7 izolatimiz, iginde ISP 3, ISP 4, ISP 6 ve ISP § besiyerleri bulunan petﬁlere
ekildi; 25 °C' de 3 hafta inkiibe edildi (Shirling and Gottlieb, 1966) ISP 3 ve ISP 4 ortamlannda
inkibe edilen izolatlanmiz havasal spor yidini rengi, substrat misel rengi agisindan ve ISP 5
ortaminda inklibe edilen izolatlanmiz ise diffize pigment agisindan giplak géz ile incelendi.
Renkler referans olarak Stamp Color Key (Stanley Gibbons Publication Ltd., 1986) kartlan
kullanilarak saptandi. ISP 6 petrileri karakteristik koyu renkli melanin pigmenti Uretimi agisindan
incelendi.

3.3.2. Kiiltiirel ve Morfolojik incelemeler

izolatlanmiz Oat Meal Agar (ISP 3, Shirling and Géttlieb, 1966), ve Pepton' Yeast
Ekstrakt Iron Agar da (ISP 6, Shirling and Goéttlieb, 1966) spor zinciri morfolojisi, havasal,
substrat misel rengi ve ¢ézunur pigment ve melanin Uretim kabiliyetleri agilanndan incelendi.
Ayrica izolatlar Yeast Ekstrakt Malt Ekstrakt Agar (ISP 2, Shirling and Géttlieb, 1966), Gliseroi-
Asparagin Agar (Tamer ve ark., 1989), Inorganik Tuz-Nigasta Agar (ISP 4, Shirling and Géttlieb,
1966), Tirozin Agar (ISP 7, Shirling and Géttlieb, 1966), Glukoz Nitrat Agar (Oner, 1989),
Gliserol Nitrat Agar (Oner, 1989) ve Glukoz Asparagin Agar (Oner, 1989) ortamlarinda diger
morfolojik &zellikierinin incelenmesi amaci ile 27 °C' de 7-14 gin boyunca buyutuldﬁler.
incelemeler, ¢iplak gozle ve Jena mikroskop yardimi ile X640 buyutme altinda yapildi.

Spor zinciri morfolojileri igin izolatlanmizin ISP 4 besiyeriyle slide kulturleri (Onceden
sterilize edilmis lam lzerine 50 °C' ye kadar sojutulmus ISP 4 besiyerinden 1 damla
damlatiimis ve Uzerine steril lamel kapatilmistir. Sonra uygun izolattan igne yardimiyla drnek
alinarak lamelin kenarlarindaki besiyerinin dort bir kosesine aktarma yapiimistir. Bu sekilde
hazirlanan preparat nemli steril kaplar iginde 27 °C' de 14 gin inkibe edilmistir.) hazirlanarak
1g1k mikroskobu ile (Nikon, 400X ve 1000X biyutme altinda) incelenmis, Shirling and Géttlieb
(1966) tarafindan terminolojisi uygulanan kategorilere ayrilmistir.
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3.3.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Lesitinaz, proteoiizis ve lipolizis aktivitesi besiyeri 8.' de 2, 4 ve 6. glinlerde 25 °C' de
inkibasyon sonucu tespit edildi. Nitrat rediksiyonu, besiyeri 10." da 25 °C' de 2 hafta
inkibasyon sonunda saptandi. Hidrojen siifir retimi igin, icinde besiyeri 10. bulunan test
tuplerine kursun asetat ile spreylenmis Watman filtre kagitlannda siyah rengin gértimesi pozitif
sohug olarak degeriendirildi. Oksalat kullamm: besiyeri 9.' da 25 °C' de 4. gln inkibasyon
sonunda saptandi (Wendish and Kutzner, 1991). Tirozinaz Uretimi besiyeri 17.' de 25 °C' de 4.
gun inkibasyon sonunda, jelatin hidrolizi besiyeri 7. ve nisasta hidrolizi besiyeri 15.' de
saptandi. Tirozin pargalanmasi, besiyeri 4.' e %0,5 oraninda tirozin ilavesi ile 7, 14, 21 ginlerde
agik zon olugumunun gézlenmesi ile pozitif sonug olarak dederlendiriidi. DNaz besiyeri 6., Ureaz
besiyeri 23., melanin Uretimi besiyeri 16., 17. ve 22." de belirlendi. '

Karbon kaynaklannin kullanimi besiyeri 24.' de 7, 14, 21 gin sonunda, glukoz igeren
pozitif kontrol ortami ile karsilastinlarak ve azot kaynaklaninin kullanimi besiyeri 13.' de 15 giin
sonunda L-Asparagin ile ayrica L-Prolin igeren pozitif kontrol ortami ile karsilastinlarak saptandi.
Antibiyotiklere direnglilik, énceden hazirlanmis besiyeri 4.' de inokule edilmis petrilere hazir,
antibiyotik emdirilmis diskler (Oxoid)' in yerlestiriimesiyle 1,2,3 ve 7. gunierde inhibisyon zonu
gdzlenerek saptandi. Organizmalann g¢esitli kimyasal inhibitoérlere ve sicakliga toleransiar
besiyeri 4.' de, 7-14-21 giin inkibasyon sonunda, 4 °C' de yapilan testierde, 2-4 hafta sonunda

saptandi.



4. BULGULAR
4.1, izolasyon Sonuglar

Manisa ili ve gevresindeki tarim yapilan arazilerdeki toprak érneklerinden 50 aktinomiset
izole edilmistir. Ornekliemenin yapildig! istasyonlar ve bu istasyonlardan izole edilen aktinomiset
sayllan Tablo 4.1° de veriimigtir. Tanilamasi yapilan 3Ba1 (soldan safa sirasiyla 3; istasyon
numarasi, Ba; bag topradi ve 1; segilen izolat numarasi) ve 3Ba3' nolu izolatlar 3. istasyondan,
5C12' nolu izolatmiz 5. istasyondan, 1B19 ve 1B49' nolu izolatlar 1. istasyondan, 9B40' nolu
izolat 9. istasyondan ve son olarak 10P50' nolu izolat 10. istasyondan izole edilmistir.

Tablo 4.1. izole Edilen Aktinomiset Kulturu Sayilannin istasyonlara Gére Dagilimi,

Istasyon | Arazideki Ekimi Arazi Toprak Elde Edilen Tanisi Yapilan T
Numarasi |  Yapilan Urlin Tipi Aktinomiset izolatlar
izolati Sayisi
1 Bugday Humuslu 5 1819 ve 1B49
2 |Msr Humuslu/Kumlu 5
3 Bag Kiili 4 3Bal ve 3Ba3
4 Meyvahk Kumiu/Kiregli 4
5 Cavdar Humuslu 9 5C12
6 Sebze Humuslu 7 )
' ( 7 Meyvalik Kumiu/Tinl 5
.8 Arpa Humuslu 3
) Bugday Killi 2 9B40
10 Pamuk ~ | Humuslu/Kumiu 6 10PS0

4.2. izolatlarin Antimikrobiyal Aktivitesi

izole ettigimiz aktinomisetlerin antibakteriyal aktiviteleri bélum 3.2.2.' de anlatlldlgu
sekilde belirlenmis ve sonuglar Tablo 4.2' de verilmistir. Bunlara ilaveten Tablo 4.3 de
inhibisyon zonuna bagl olarak test organizmalarina karsi etki gosteren aktif izolatlarin sayilan
ve % oranlan, Sekil 41,42,43., 44, 45 ve 46 da tanilamalan yapilan izolatlarimizin test

bakterilerine karsi etki spektrumian veriimistir.
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Tablo 4.2. izolatlarin Antibakteriyal Etkileri (mm).

{zolat no: E. P. A C. B. K E S. E coli  Sarcina
amylovora  viridiflova tumefaciens michiganensis  sublilis  pneumonia®  feacalis aureus ATCC jutea

subsp. ATCC ATCC 10031 ATCC ATCC 29998 ATCC

michiganensis 6633 10541 6538 9341

3Bat’ - 11 - - - .32 - . - 18
3Ba2 - - - - - - - - - -
3Ba3 15 13 18 . 12 8 - - 26 13
2M4 - - - - - - - - . .
2M5 - -
2M6 . 9 :
5C7 - 2 - - - 3 - - - -
5C8 12 - :

5C9 . - - - - - B - - -
5C10 - - - - - - - - - -
5C11 . - - - - - . - - -
5C12 26 11 - 18 11 - - 8 - 5
5C13 - : - - - - - - - -
5C14 - - - - - - . - - -
5C15 - - - - - - . - - -
1B16 - - - - - - 10 - . .
1B17 - - - - - - - - - -
1B18 - - - - - - - - - -
1B19 - - - - 11 - - 9 - -
4Me20 - - - - - - - - - -
4Me21 - " . - - - - - - -
4Me22 - = = - - - - = - -
4Me23 - . - c = = . = - -
6S24 - - - = - = - - - -
6525 - - - - - - - . - -
6526 - - < r . < = - - -
6827 - - 2 4 4 - . - - -
6528 - - = = - E - - - -
6529 - - = = = = - - - -
6S30 - - = - 12 - - - - -
7Me31 - - < - - = - - - -
7Me32 - . - - - - - - - -
7Me33 - . - - - - - - - -
7Me34 - . - - 9 - 3 - - -
7Me35 - - 13 10 - - - - - -
8A36 - - - - - - - - - -
8A37 . . - - - - - - - -
8A38 - - - - - - - - - -
9839 - - - - - - - - - -
9B40 - - - 16 18 - - - - -
10P41 - - - - - - - - - -
10P42 - - - - - - . : . -
10P43 - . - - - - - - - -
10P44 - . . - - - - - - -
10P45 - - - 13 - - - 13 15 -
3Bad6 - - - - - - - - - -
2M47 - - - - 4 - - - - -
2M48 - - - - -
1B49 - - - - 19 - . 16 - -
10P50 - - - 9 7 . - 9 - 13

T3 istasyon numaras!, Ba; bag topragi, 1; izolat numarasi.
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Tablo 4.3. Test Organizmalarina karsi Etki Gésteren izolatlarin Sayilart ve % Oranlari.

Test Organizmalan ++++  +++ ++  +  Pasif Total aktif % Aktif
E. amylovora 0 1 2 0 47 3 %6
P. viridifiova 0 0 3 2 45 5 %10
A. tumefaciens 0 0 3 1 46 4 %8
C. michiganensis subsp. 0 0 4 9 45 5 %10
michiganensis

B. subtilis ATCC 6633 0 0 7 3 40 10 %20
Kiebsiella pneumoniae ATCC 1 0O 0 2 47 3 %6
10031

Enterococcus feacalis ATCC 0 0 1 1 48 2 %4
10541

S. aureus ATCC 6538 0 0 2 3 45 5 %10
E. coli ATCC 29998 0 1 1 0 48 2 %4
Sarcina tutea ATCC 9341 0 0 3 1 46 4 %38

++++, Inhibisyon zonu 30 mm ve daha blyiik; +++, 20-28; ++, 10-19; +, 10 mm' den az, Pasff, inhibisyon gérilimemis.

Tablo 4.2' ye baktgimizda, tanidamas: yapilan 3Bat' nolu izolat en ylksek
antibakteriyal etkiyi 32 mm ile K. pneumoniae ATCC 10031 (Gram negatif)' e, sonra sirasiyla 18
mm ile Sarcina lutea ATCC 9341 (Gr +) ve 11 mm ile P. viridiflova (Gr -)' ya karst; 3Ba3' nolu
izolat 26 mm ile E. colf ATCC 29998 (Gr -)' ye, sonra sirasiyla 18 mm ile A. tumefaciens (Gr -)'
e, 15 mm ile E. amylovora {Gr -)' ya, 13 mm ile P. viridiflova (Gr -) ve S. Jutea ATCC 9341 (Gr
+)' ya esit oranda, 12 mm ile B. subtilis ATCC 6633 (Gr +)' e ve 8 mm ile K. pneumoniae ATCC
10031 (Gr -} e karsy; izolat:5C12, 26 mm ile £. amylovora’ ya, sonra sirasiyla 18 mm ile C.
michiganensis subsp. michiganensis (Gr +)' e, 11 mm ile P. viridiflova ve B. subtilis ATCC 6633
e esit oranda, 8 mm ile S. aureus ATCC 6538 (Gr +)' a ve son olarak 5 mm ile S. jutea ATCC
9341’ e karst; 1B19' nolu izolat 11 mm ile B. subtilis ATCC 6633' e ve 9 mm ile S. aureus ATCC
6538’ e karsi; 9B40' nolu izolat 16 mm ile C. michiganensis subsp. michiganensis'e ve 18.mm
ile B. subtilis ATCC 6633' e karsi; 1B49' nolu izolat 19 mm ile B. subtilis ATCC 6633' e ve 16
mm ile S. aureus ATCC 6538' e karsi ve son olarak 10P50' nolu izolat 13 mm ile S. Jutea ATCC
9341' e, 8 mm ile C. michiganensis subsp. michiganensis' e ve S. aureus ATCC 6538' e esit
oranda ve 7 mm ile B. subtilis ATCC 6633' e karsi gostermislerdir. Tablo 4.3' de goéralduga gibi,

50 aktinomiset izolatindan test organizmalarina karsi en fazla antibakteriyal etki Gram pozitif
| bakteriler (Sirastyla B. subtilis ATCC 6633’ e karsi %20; C. michiganensis subsp. michiganensis
ve S. aureus ATCC 6538' e esit oranda %10, S. lutea ATCC 9341' e kars: %8 ve son olarak
Enterococcus feacalis ATCC 10541 e kargt %4)' e kars: gérliimustir. Gram negatif bakterilere
karsl antibakteriyal etkisi bulunan izolat sayi (P. viridiflova’ ya kargl %10, A. tumefaciens’ e
kargl %8, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 ve E. amylovora’ ya esit oranda %6, £. colf
ATCC 29998’ e karsi %4)' si daha azdir. Tanllamasi yapilan izolatlardan 3Ba1, 3Ba3, 5C12 ve
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10P50 hem Gram negatif hem de Gram pozitif, 1B19, 1B49 ve 9B40 sadece Gram pozitif
bakterilere karsi antibakteriyal etki gostermektedir.

Tanilamasi yapilan izolatlarin maya ve kiflere kargi antimikrobiyal etkisi bélum 3.2.2"

de anlatlan yéntemle saptanmis ve sonuglar Tablo 4.4." de verilmistir. izolat 3Ba3 0.7 mm' lik

bir dederle Fusarium oxysporum’ un, 1B49 ise 0.8 mm' lik bir dederle yine F. oxysporum’ un

buylimesini durdurmus; diger izolatianmiz kuflere kargi herhangi bir antimikrobiyal etki
gostermemistir. Mayalara karsi antimikrobiyal etkisi olan izolatlanmiz yine 3Ba3 ve 1B49' dur.
3Ba3 0.5 mm ile Kluyveromyces sp., 0.4 mm ile Williopsis californica ve 20 mm ile Geotrichum
penicillaum’ un bluyumesini inhibe etmigtir. 1B49 no' lu izolat ise 0.8 mm' lik bir degerle

.Saccharomyces cerevisiae’ nin blyumesini durdurmustur. Bu izolatlarin maya ve kifiere kars!
etki spektrumlan Sekil 4.7., 4.8., 4.9. ve 4.10." da gosterilmistir.

Tablo 4.4. Tanilamasi Yapilan Izolatiarin Bazi Maya ve Kiflere Kars! Antimikrobiyal Etkileri (mm).

Test org.

 lzolat

A. Toelidus
var. pallidus

P.
herquei

T. viride

F. oxysporum

S.
cerevisiae

Kiluyveromyces sp

Ww.
californice

G
penicillaum

3Ba1

3Ba3

0.4

20

5C12

1B18

9B40

1B49

10PS0
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Sekil 4.1. 3Bal No' lu izolatin Antibakteriyal Etkisi (soldan sada dogru sirasiyla. £ amylovora
viridifiova, A. tumefaciens. C. michiganensis subsp. michiganensis ve B. subtilis ATCC 6633)

Sekil 4.2. 3Ba3 No' lu izolatin Antibakteriyal Etkisi {soldan sada dogru siraswyla. £ amylbovoia. P
viridifiova. A. tumefaciens. C. michiganensis subsp. michiganensis ve B. subtilis ATCC 6633)



~

Sekil 4.3. 5C12 No' lu Izolatin Antibakteriyal Etkisi (soldén saga dogru sirasiyla, E. amvylovora. &
viridiflova, A. lumefaciens. C. michiganensis subsp. michiganensis ve B. sublilis ATCC 6633)

Sekil 4.4. 9B40 No' lu izolatin Antibakteriyal Etkisi (soldan sada dogru sirasiyla. £ amylovora P
viridiflova. A. tumefaciens. C. michiganensis subsp. michiganensis ve B. subtilis ATCC 6633)



2

O

Sekil 4.5. 1B49 No' lu izolatin Antibakteriyal Etkisi (soldan sada dogru sirasityla: Klebsielia
pneumoniae ATCC 10031. Enterococcus feacalis ATCC 10541, S. aureus ATCC 6538 E col ATCC

29998 ve Saicina iutea ATCC 834 1).

Lt

Sekil 4.6. 10P50 No' lu izolatin Antibakteriyal Etkisi (soldan saga dogru sirastyla.  Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031 Enterococcus feacalis ATCC 10541 § aureus ATCC 6538 £ colt ATCC

209998 ve Sascing lutea ATCC 9347)



Sekil 4.7. 3Ba3 no' lu izolatin F oxysporum’a Karsi Antimikrobiyal Etkisi

Sekil 4.8. 1B49 no' lu izolatin £ oxysporum’a Kars! Antimikrobiyal etkisi




Sekil 4.9. 3Ba3 no' lu izolatin Mayalara Karsi Antimikrobiyal Etkisi (Soldan sada sirastyla
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces sp., Williopsis californica ve Geotrichum

~peniciflaum).

4.10. 1B4S no' lu lzolatin Mayalara Karsi Antimikrobiyal Eikisi (Soldan saga sirasiyla

Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces sp., Williopsis californica ve Geotrichum

peniciffaum).
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4.3. Renk Gruplamasi

Tanilamasi yapilan izolatlarin renk gruplarinin belirlenmesi 3.3.1." de anlatilan yéntemle
saptandi ve eide edilen sonuglar Tablo 4.5., Tablo 4.6. ve Tablo 4.7.'vde; Ayrica bu izolatlarin
ISP 2, ISP 3 ve ISP 4 ortamlarindaki gorinusleri Sekil 4.11., 4.12., 4.13., 4.14,, 415, 416.,
4.17.,418., 419,420, 421,422,423, 424, 425 ve 4.26. da verildi.

Tablo 4.5. Tanilamas! Yapilan izolatlarimizin ISP 3 ve ISP 4 Besiyerlerinde Renk Gruplamasi
(7 Gunluk inkibasyon Sonuglar).

Ortamlar Oat Meal Agar (ISP 3) Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4)
| Ozeliik Havasal Substrat | Diffuze Pigment| Havasal | Substrat Misel | Diffize Pigment
Misel Réngi Misel Rengi Rengi Misel Rengi Rengi Rengi

izolatlar
3Bai Gri Acik-Kahve Duman Gri Yesil/Gri -
3Ba3 Beyaz/Gri Sari - BY
5C12 Sari Sarl - Krem Deve tuyl -
1B19 Beyaz/Sari Sari - Gri Sarn -
9B40 Kiri Beyaz | Kirli Beyaz = BY
1B49 Duman Kirli Beyaz - . Gri Krem -
10P50 | Bevaz/Sarn Sari - Gri Gri -

BY; Buylme yok.

Tablo 4.6. Tanilamas| Yapilan izolatlarin ISP 3 ve ISP 4 Besiyerlerinde Renk Gruplamas! (14
Gunluk inkiubasyon sonuglar).

Ortamlar Oat Meal Agar (ISP 3) Inorganik Tuz-Nigasta Agar (ISP 4)
Ozellik | Havasal Misel | Substrat Misel | Difflize Pigment Havasal Misel ] Substrat Misel | Diffuze Pigment
Rengi Rengi Rengi Rengi Rengi Rengi

{zolatlar

3Bat Gri - Agik Kahve Aglk Kahve Gri Yesil/Gri -
3Ba3 Duman/Gri Agik Krem - BY

5C12 | Turuncu/Yesil Krem/Yesil - Agik krem Deve toytl -
1B19 Duman/Beyaz Acik Krem - Gri/Agik Yesil Gri -
9B40 Duman/Beyaz Kirli Beyaz - BY

1B49 Gri Duman - Gri Agik -

Kahve/Krem
10P50 | Beyaz/Krem | Kirli Beyaz/Krem - GrilBeyaz/Agik Gri -
Yesil

BY; Biylime yok.
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Tablo 4.7. Tanilamasi Yapilan izolatlarin ISP 5 ve ISP 6 Besiyerlerinde Renk Gruplamasi (14

Glnluk inkiibasyon sonuglarn).

[ Ortamlar Pepton Yeast Ekstakt Iron Agar (ISP 6) Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5)
Ozeliik "g Havasal Miselg Substrat Misel | Melanin Olusumu j Havasal Substrat Misel Rengi : Diffiize
; “ Rengi | Rengi ; ‘i Misel Rengi | | Pigment Rengi
| lzolatlar\_| ! 1 1 ,
'??E?ﬁ e T F"“'San/Kahve - ; GrifKoyu Yesil ' -
! ‘ ! ‘ Yesil :
\ 3Ra3 BY ' : Beyaz Acik Krem ‘ -
] 5C12 ’ Duman ‘ Sari/Kahve - Gi Git -
1B19 J Beyaz/Duman Krem - | Beyaz | Sari -
9840 ‘ BY ‘ j ‘ Sari ! Agtk Krem -
1B49 : BY : g 5 Beyaz " Agtk Krem -
10P50 ( Beyaz/Sar j Sar - ‘/ Beyaz Sart | .

. BY: Biybme yok.

Sekil 4.11.3Ba 1 No' lu Izolatin Yeast Ekstrakt Malt Ekstrakt (ISP 2) Ortaminda {14 Gunluk) Gelisimi.
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Sekil 4.12. 3Ba3 No' lu izolatin Yeast Ekstrakt Malt Ekstrakt (ISP 2) Ortaminda (14 GUnitk) Gelisimi

$ekil 4.13. 5C12 No' lu izolatin Yeast Ekstrakt Malt Ekstrakt (ISP 2) Ortaminda (14 Gunluk) Gelisimi.
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Sekil 4.14. 1B19 No' lu izolatin Yeast Ekstrakt Malt Ekstrakt (ISP 2) Ortaminda (14 Guniuk) Gelisimi.

Sekil 4.15. 9840 No' lu izolatin Yeast Ekstrakt Malt Ekstrakt (ISP 2) Ortaminda (14 Ganlak) Gelisimi.

Ymggm{(‘)ﬂl{ﬂm' KURMI
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Sekil 4.16. 10P50 No' lu Izolatin Yeast Ekstrakt Malt Ekstrakt (ISP 2) Ortaminda ( 14 Gunitk) Geligimi.

Sekil 4.17. 3Ba1 No' lu Izolatin Qat Meal Agar (ISP 3) Ortaminda (14 Gunlik) Geligimi.
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- Sekil 4.18. 3Ba3 No' lu izolatin Oat Meal Agar (ISP 3) Ortaminda (14 Gunlik) Geligimi

Sekil 4.19. 5C12 No' lu izolatin Oat Meal Agar (ISP 3) Ortaminda (14 Ginlik) Gelisimi
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Sekil 4.20. 1B19 No' lu zolatin Oat Meal Agar (ISP 3) Ortaminda (14 Gunluk) Geligimi.

Sekil 4.21. 9B40 No' lu izolatin Qat Meal Agar (ISP 3) Ortaminda (14 Gunlik) Gelisimi.



Sekil 4.22. 10P50 No' lu izolatin Oat Meal Agar (ISP 3) Ortaminda (14 Gunluk) Gelisimi

Sekil 4.23. 3331 No' lu izofatin Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) Ortaminda (14 Gunluk)
Gelisimi.
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Sekil 4.24. 1B19 No' lu izolatin inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) Ortaminda (14 Gunlak)
Gelisimi. ' ‘

Sekil 4.25. 1B49 No' |u izolatin Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) Ortaminda (14 Gunluk)-
Gelisimi.



$ékil 4.26. 10P50 No' lu izolatin Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) Ortaminda (14 Glnluk)
Gelisimi. ‘

4.4. Kiiltiirel ve Morfolojik Ozellikler

izolatlarin kalturel ozellikieri 3.3.2' de anlatilan ydntemle saptanmis ve elde edilen
sonuclar Tablo 4.8." de verilmistir. Tablo 4.9' de ise izolatlarin ISP 3. ISP 4 ISP & ve ISP 6
besiyerlerinde spor zinciri morfolojileri tipleri verilmis; Aynca izolatlarin spor zinciri morfolojiler
Sekil 427,428,429, 430., 431, 432, 433 ve 4.34." de gosteriimistir 3Bat, 3Ba3, 3C12
1B19 ve 9B40 No' lu izolatlarin Glukoz-Nitrat ortaminda gelisimleri Sekil 4.35., 4.36., 437
4.38. ve 4.39' da: 3Ba1, 3Ba3, 5C12 ve 10P50 No' lu izolatlarin Nisasta-Asparagin Ortaminda
gelisimleri Sekil 4.40., 4.41.; 442 ve 4,43 de; 3Ba1, 5C12 ve 10P50 No' [u izolatlann Glukoz-
Asparagin Ortaminda gelisimléri Sekil 4.44., 445 ve 4.46. da; 3Bal. 3Ba3 ve 1B19" No' lu
izolatlarin Gliserol-Asparagin Agar ortaminda gelisimleri Sekil 447 448 ve 449 da

gbsterilmistir.
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Tablo 4.8. Tanilamasi Yapilan izolatlann Kuitlrel Karakteristikleri.

lzolat no | Ortamlar Bliyime |{Havasal Misel|Substrat Misel | CézUnlr
Rengi | Rengi Pigment
| Rengi -
Yeast EkstraktMalt iyi Gri Siyah Acik Kahve
Ekstrakt Agar (ISP 2) |
Cat Meal Agar (ISP 3) i Gri Acik Kahve Acik Kahve
Inorganik Tuz-Nigasta iyi Gri Nefti Yesili/Gri -
Agar (ISP 4)
3Bal | Gliserol-Asparagin iyi GrilYesil Nefti Yesili -
‘Agar (ISP 5)
Pepton Yeast Ekstrakt iyi Gri San/Kahve/Kirli -
iron Agar (ISP ) beyaz
Tirozin Agar (ISP 7) iy Duman/Gumusi | Siyah/Koyu Kahve Agik Kahve
Nisasta Asparagin Agar iyi Gri Siyah/Lacivert Agik Kahve
Glukoz Nitrat Agar iyl GrifSiyah -Siyah Acik Kahve
Glukoz-Asparagin Agar iyi Gri Yesil - -
Yeast Ekstrakt-Malt iyi Gri Oksit San- -
Ekstrakt Agar (ISP 2)
Oat Meal Agar (ISP 3) iyi Kirli BeyaziGri Agik Krem -
‘lhotganik Tuz-Nisasta BY
Agar (ISP 4)
3Ba3 Gliserol-Asparagin lyi Beyaz Acgik Krem -
Agar (ISP 5)
Pepton Yeast Ekstrakt|  lyi Gri Sar/Beyaz -
| lron Agar (ISP 6)
Tirczin Agar (ISP 7) iyi Gri Koyu Kahve - Acik Kahve
Nisasta Asparagin Agar lyi GriflZayf Beyaz | - Duman/Krem San
Glukoz Nitrat Agar iyi Gri/Duman Kahve -
Glukoz-ASparagih Agar iyi Gri Krem -
Yeast Ekstrakt-Malt | iyi Gul/Kirmizi Gul -
Ekstrakt Agar (ISP 2)
Qat Meal Agar {ISP 3) iyi Turuncu/Yesil Krem/yesil -
inorganik Tuz-Nisasta orta Acik Krem San -
Agar (ISP 4)
5C12 Gliserol-Asparagin zayif Pembe Pembe -

Agar (ISP §)




Pepton Yeast Ekstrakt iyi Kirli beyaz Sarn/Kahve Duman
iron Agar (ISP 6)
Tirozin Agar (ISP 7) iyi Kahve Kahve Kahve
Nisasta Asparagin Agar iyi Gul/kirmizi Gul -
Glukoz Nitrat Agar iyi Kirmizi/Gul Gul -
Glukoz-Asparagin Agar iyi - Gl Gl kurusu/Oksit -
4 . ' | Kurusu/Portakali| Sart

Yeast  EkstraktMalt| iyl Grigan | Krem/SariAgik )
Ekstrakt Agar (ISP 2) Yesil
Oat Meal Agar (ISP 3) iyi Duman/Beyaz Acgik Krem/Sar -
Inorganik Tuz-Nvisasta iyi Gri/Agik Yesil Gri -
‘Agar (ISP 4) '

1B19. Gliserol-Asparagin iyi Beyaz Krem/Sar -
Agar (ISP 5)
Pepton Yeast Ekstrakt iyi Duman Sarn/Krem -
Iron Agar (ISP 6)
Tirozin Agar (ISP 7) iyi Yesil/Gri Gri -
Nisasta Asparagin Agar iyi Beyaz. Krem -
Glukoz Nitrat Agar iyi Gri/fBeyaz Gri/Krem -
Glukoz-Asparagin Agar yi Gri/Beyaz Sar -
Yeast  Ekstrakt-Malit iyi Krem/Beyaz San/Krem -
Ekstrakt Agar (ISP 2)
Oat Meal Agar (ISP 3) iyi Duman/Beyaz Kirli Beyaz -
Inorganik  Tuz-Nisasta BY
Agar (ISP 4)

8B40 Gliserol-Asparagin Zayif Sari Agik krem -
Agar (ISP 5)
Pepton Yeasf Ekstrakt BY
Iron Agar (ISP 6)
Tirozin Agar (ISP 7) BY
Nisasta Asparagin Agar iyi Kirli Krem/Sarn San

Beyaz/Duman
Glukoz Nitrat Agar iyi Acik Krem -
. Krem/Beyaz

Glukoz-Asparagin Agar BY
Yeast Ekstrakt-Mait iyi Duman Acik krem -

Ekstrakt Agar (ISP 2)
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Oat Meal Agar (ISP 3) Orta Gri . ‘Duman
Inorganik Tuz-Nisasta iyi Gri Acik Kahve/Krem
Agar (ISP 4)
Gliserol-Asparagin Gok Zayif Beyaz Agik Krem
Agar (ISP 5)

1B49 Pepton Yeast Ekstart BY
Iron Agar (ISP 6) ;
Tirozin Agar (ISP 7) BY
Nisasta Asparagin Agar BY
Glukoz Nitrat Agar iyi Duman Siyah/Sari
Glukoz-Asparagin Agar BY
Yeast Ekstrakt-Malt iyi Gri Krem/Yesil
Ekstrakt Agar (ISP 2)
Oat Meal Agar (ISP 3) iyi Beyaz/Krem Kirli Beyaz/Krem
Inorganik Tuz-Nisasta iyi Gri/Beyaz/Yesil Gri
Agar (ISP 4)

10P50 Gliserol-Asparagin iyi Beyaz Sar
Agar (ISP 5)
Pepton Yeast Ekstrakt iyi Sari Sari
Iron Agar (ISP 6)
Tirozin Agar (ISP 7) iyi Gri Yesil
Nisasta Asparagin Agar iyi Beyaz/Duman Agik Krem
Glukoz Nitrat Agar iyi Beyaz Krem
Glukoz-Asparagin Agar iyi Beyaz/Gri Sari

: BY; Bayime Yok.

Tablo 4.9. Tanilamas: Yapilan izolatlarin Bazi Besiyerlerindeki Spor Zinciri Morfolojisi.

esiyerleri | Oat Meal Agar (ISP 3) Inorganik Tuz- Gliserol-Asparagin Pepton Yeast
' Nigasta Agar (ISP 4) | Agar (ISP 5) Ekstakt lron Agar
ISP 6
3Ba1 S S s S
3Ba3 S S (o) S
5C12 Rf Rf Rf Rf
1B19 S S S S
9B40 S S ) S
1849 Rf Rf Rf Rf
10P50 S s S S

S; Spiral, Rf, Rektifleksibils.
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Sekil 4.27. Inorganik Tuz-Nisasta Agar Ortaminda Gelistirilmis 3Ba1 No' lu izolatin Spor Zinciri Morfolojisi
(400X)

Sekil 4.28. inorganik Tuz-Nisasta Agar Ortaminda Gelistiriimis 38a3 No' lu izolatin Spor Zinciri Morfolojisi
(400X)



s
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Sekil 4.29. Inorganik Tuz-Nigasta Agar Ortaminda Gelistiriimis 5C12 No' lu izolatin Spor Zinciri Morfolojisi
(400X)

Sekil 4.30. Inorganik Tuz-Nigasta Agar Ortaminda Gelistirilmis 1B12 No' lu izolatin Spor Zinciri Morfolojisi
(400X)
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Sekil 4.31. inorganik Tuz-Nisasta Agar Crtaminda Gelistiriimis SB40 No' lu izolatin Spor Zinciri Morfolojisi
{400X)

s

il

Sekil 4.32. Inorganik Tuz-Nisasta Agar Ortaminda Gelitirimis 1B49 No' lu {zolatin Spor Zinciri Morfolojisi
(400X)
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Sekil 4.33. Inorganik Tuz-Nigasta Agar Ortaminda Gelistirimis 10P50 No' lu [zolatin Spor Zinciri Morfolojisi
{400X)

Sekil 4.34. Inorganik Tuz-Nisasta Agar Ortaminda Gelistirimis 10P50 No' lu Izolatin Spor Zinciri Morfolojisi
{ 1000X)
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Sekil 4.36. 3Ba3 No' lu izolatin Glukoz-Nitrat Agar' da (14 Gunlik) Gelisimi.
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Sekil 4.37. 5C12 No' lu izolatin Glukoz-Nitrat Agar' da (14 Guniik) Gelisimi.

Sekil 4.38. 1B19 No' lu Izolatin Glukoz-Nitrat Agar' da (14 Gunluk) Geligimi
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Sekil 4.39. 9B40 No' lu izolatin Glukoz-Nitrat Agar' da (14 Glnluk) Geligimi.

Sekil 4.40. 3Ba1 No' lu izolatin Nisasta-Asparagin Agar Ortémmda (14 Gunluk) Gelisimi.
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. Sekil 4.41. 3Ba3 No' lu izolatin Nisasta-Asparagin Agar Ortaminda (14 Gunluk) Geligimi.

Sekil 4.42. 5C12 No' lu izolatin Nisasta-Asparagin Agar Ortaminda (14 Gunlik) Geligimi
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Sekil 4.43. 10P50 No' lu Izolatin Nisasta-Asparagin Agar Ortaminda (14 Gunluk) Gelisimi

Sekil 4.44. 3Ba1 No' lu Izolatin Glukoz-Asparagin Agar' da (14 Gunlik) Gelisimi.
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Sekil 4.45. 5C12 No' lu izolatin Glukoz-Asparagin Agar' da (14 Gunlik) Gelisimi.

Sekil 4.48. 10P50 No' lu izolatin Glukoz-Asparagin Agar' da (14 Gunlik) Gelisimi.



[
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Sekil 4.48. 3Ra3 No' lu izolatin Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5)' da (14 Gunluk) Gelisimi.



Sekil 4.49. 1B19 No' lu izolatin Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5)' da (14 Gunlik) Gelisimi

4.5. Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

izolatlanmizin  fizyolojik ve biyokimyasal oézellikleri 3.3.3'de anlatilan yoéntemle

saptanmis ve sonucglar Tablo 4.10,, 411, 412, 413 ve 4.14' de verilmistir. Aynca 3Ba1 ve

5C12 No' lu izoiat!arm Tirozin Agar (ISP 7) ortaminda Melanin olusumuna ait gérintuler Sekil

450. ve 451" de gosteriimistir. [zolatlarn ézellikleri ile akraba oldugu tiriin pozitif olasilik

matriksleri, Willlams ve arkadaslannin Bergey’ s Ménua/ of Systematic Bacteriology' de

verdikleri Streptomyces strainlerinin karakteristikleri ile beraber incelenmis ve elde edilen
sonuclar Tablo 4.15., 4.16., 417 4.18., 4.19., 4.20.ve 4.21.' de karsilastirmali oclarak verilmistir.

Tablo 4.10. Segilen izolatlarin Cesitli Karbon Kaynaklarini Kullanimi

Karbon Kaynagt 3Bal 3Ba3 5C12 1819 8B40 1849 10P50
Adonitol + + - + . +
Laktoz + + + + + +
Ksilitol | . + i i ¥ i

Sakkaroz + + + + + +

Galaktoz + + - - -
Mannitol + + - + + + ‘+
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Kristal Violet (0.0001)

inozitol + + + + + +
Ksiloz + + + + + +
Dekstran - - - - - -
Ramnoz + + + + + +
Maltoz + + + + + +
Na Sitrat + + + + - +
Glukoz + + + + + +
Sorbitol + - - + + +
Tablo 4.11. Segcilen izolatlarin Azot Kaynaklarni Kullanimi.

Azot Kaynadl  3Ba1  3Ba3 5C12 1819 9B40 1B49 10P50
L-Arginin + - + + + +
L-Sistein o+ + + + + +
L-Histidin + - + + + +
L-Fenilalanin + + + + +
L-Valin + + + + + +
KNO: + - + + + +
Asparagin + + + + + +
L-Hidroksiprolin + + + + + +
L-Lizin + o+ + + + +
L-Tirozin + + + + + +
DL-a-n-butirik
asit . - - - - -
Tablo 4.12. lzolatlanin Farkh Sicakiik ve inhibitérierle Buyime Ozellikleri.

izolatlar 3Bali 3Ba3 5C12 1B19 9B40 1B49 10P50
Sicakik
4°C - - - . - - -
37°C - - + + + +
45°C + - - - - +
Inhibitdrler v
Fenol (0.1) + - + - + + -
Sodyum Azid (0.01) + + - + - +
(0.02) - - - . . . +
Potasyum Telltrit (0.001) - + - + + + .
- - - - -~ + -
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Sodyum Klorid (%7) + + + - + +
(%10) - + - - - -
(%13) - - - - - -
Tablo 4.13. izolatlarin Baz Fizyolojik Ozellikleri.

Ozellikler 3Ba1 3Ba3 5C12 1B19 oB40 1B4S 10P50
Nisasta Hidrolizi + + - - + . -
Tirozin Hidrolizi + + + + + - +
Nitrat Rediksiyonu + - + - - - -
Oksalat Kullanimi + + - + + - +
Melanin (ISP 6 ' da) + - + - - - -
Jelatin Hidrolizi + - + + - - +

" Lesitinaz + + + + - + -
Lipolizis - + - - + + +
Dﬁaz + + + + - +
Ureaz 5 + - - - R -
H,S Uretimi - - + - - -
Proteolitik aktivite - + = + + + +
Tablo 4.14. izolatlann Bazi Antibiyotikiere Karsi Duyarhlikian,

Antibiyotikler 3Bat 3Ba3 §C12 1B19 9B40 1B49 10P50
Novobiyosin (30 ng) S S S S S S S
Neomisin (30 pg) s R s s S s s
Karbenisitlin (100 pg) S S S S S S ND
Nalidiksik asit (30 pg) R R S R R S S
Imipenem (10 pg) S S s S S S R
Eritromisin (15 pg) R R S R S R R

~ Penisilin G (10 i.u) R R R R S R R
Ampisillin (10 pg) s R s R R R R
Kloramfenikol (30 pg) S S S R "R R S
Vankomisin (30 pg) S S S S S S S
Sulfamethoxazole (25 ng) S S S R S S S
Rifampisin (50 ng) S R s S S R R

R; Resistant (Direngli), S; Sensitif (Duyarli), ND; Belirlenemedi.
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;
,
i
;

Sekil 4.51. 5C12 No' lu Izolatin Tirozin Agar (ISP 7) Ortaminda Melanin Olusturmasi
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Tablo 4.15. 3Ba1' nolu Izoletin Ozellikleri ve Akraba Oldugu Dusinllen TurQn Pozitif Olasilik Matriksi.

Ozellikler izolat 3Ba1 Streptomyces antibioticus®
Havasal Misel Spor Varli§i + 100 ’
Spor Zinciri Morfolojisi®
Rektifleksibils - 20
Spiral + ‘ ’ 60
Vertisillat - -0
Spor Kiitiesi Rengi
Kirmiz) - 0
Gri + 100
Miseliyal Pigment Kirmizi-Portakal - 0
Diffiise Pigment Oretilir 0
Diffliise Pigment Sari-Kahverengi + o}
Melanin Uretimi
Pepton Yeast Iron Agar' da + 80
Tirozin Agar da + 60
Miselyum fragmentasyonu - 0
Batik Misel Sporulasyonu - 0
Antibiosis
B. subtilis + 40
Enzim Aktivitesi
Lesitinaz’ + 40
Lipolisiz® - 0
Nitrat Indirgenmesi + : 80
H,S Uretimi - 0
Antibiyotiklere Resistantlik
Neomisin (50 ug/ml) - 0
Rifampisin (50 ug/mil) - 20
Penisilin G (10 i.u.) + 40
45 °C' de Biiyiime + 80
Cesitli inhibitdrierie Biyiime (% wiv)
NaCl (%7) 20
Sodyum Azid (0.01) 60
Fenol (0.1) + 80
Potasyum Tellirit (0.001) - 60
Azot Kaynaklarindan yararianma
DL-c«c-n-Butirik Asit - 20
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L-Sistein + 80
L-Valin + 60
L-Fenilalanin + 40
L-Histidin + 100
L-Hidroksiprolin + 40
Karbon Kaynaklarindan Yararlanma

Sukroz + 80
Mezo-inositol + 80
Mannitol + 80
L-Ramnoz + 60
Adonitol + .20
Dekstran - ' 0

Ksilitol - 0

a, Bergey’ s Manual of Systematic Bacteriology (Wllllarns et al., 1989)' dan alinmistir; b, ISP 4
ortaminda 14. giin sonuglan; ¢, Egg-Yolk ortami sonuglar; +, pozitif; -, negatif.

3Ba1 no' lu izolatin dzellikleri Tablo 4.15.' de verilmis, nimerik taksonomik yontemlerie
tanilanmis Strepfomyces antibioticus’ un ozellikleri ile karstlagtinidi§inda; izofatimiz potasyum
telllrit (%0.001)' li ortamda blyliyemekte, DL-a-n-bitirik asiti kullanamamaktadir. Buna ragmen
Streptomyces antibioticus olarak tanilanan 60 strain potasyum telluritli ortamda biyimekte, 40
strain ise blylyememekte; 20 straini, DL-a-n-butirik asiti kullanmakta 80 straini
kullanamamaktadir. 3Ba1' nolu izolatta diffise pigment Uretiminin olmas| tek fark olarak
gériimektedir. Bu yizden 3Ba1 no' lu izolatimiz Streptomyces antibioticus olarak tanilanmistir,

Tablo 4.16. 3Ba3' nolu lzolatin Ozellikieri ve Akraba Oldugu Disiintlen TUrdn Pozitif Olasilik Matriksi:

Ozellikler (zolat 3Ba3 Streptomyces rimosus®
Havasal Misel Spor Variig + : 100
Spor Zinciri Morfolojisi® |

Rektifieksibils - 14

Spiral + 57

Vertisillat - 0
Spor Kiitlesi Rengi

Kirmizi - 0

Gri - 0
Miseliyal Pigment Kirmizi-Portakal - 0
Diffiise Pigment Uretilir - 0
Difflise Pigment Sari-Kahverengi - 0



Melanin Uretimi
Pepton Yeast Iron Agar da
Tirozin Agar da
Miselyum fragmentasyonu
Batik Misel Sporulasyonu
Antibiosis
B. subtilis
Enzim Aktivitesi
Lesitinaz®
Lipolisiz®
Nitrat indirgenmesi
H,S Uretimi
Antibiyotikiere Resistantlik
Neomisin (50 pg/mi)
Rifampisin (50 ng/mi)
Penisilin G (101i.u.)
45 °C' de Bliyiime

Gesitli inhibitdrierle Bilyime (% wiv)

NaCl (%7)

Sodyum Azid (0.01)

Fenol (0.1)

Potasyum TellUrit (0.001)
Azot Kaynaklarindan yararlanma

DL-cc-n-Butirik Asit

L-Sistein

L-Valin

L-Fenilalanin

L-Histidin

L-Hidroksiprolin

Karbon Kaynaklarindan Yararlanma

Sukroz
Mezo-Inositol
Mannitol
L-Ramnoz
Adonitol
Dekstran
Ksilitol

69

o O O O

100

86
100
86
14

100
100

100
43

100
71
71
71

29
57
86
100
29

100
100

100
14
86
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a, Bergey’ s Manual of Systematic Bacteriology (Williams et al., 1989)’ dan ahnmstir; b, ISP 4
ortaminda 14. gun sonuglar; ¢, Egg-Yolk ortami sonuglari; +, pozitif; -,‘negatif.

3Ba3 no' lu izolatin o&zellikleri, Tablo 4.16' de numerik taksonomik yontemlerie
tanilanmis Streptomyces rimosus’ un ozellikleri ile karsilastiriidiginda; izolatimiz nitrati
indirgeyememekte, hidrojen sulfur retmemekte, fenol (%0.1)' 10 ortamda buylyememekte, 45
°C' de buyime géstermemekte ve histidini kullanamamaktadir. Buna ragmen Streptomyces
rimosus olarak belirlenen 86 strain nitrati indirgemekte 14 strain indirgememekte, 14 strain
hidrojen sulfur Gretmekte, 86 strain ise Uretmemekte, 71 straini fenolli ortamda bliyumekte 29
strain baylyememektedir. Ayrica 43 strain 45 °C' de biyume géstermekte, 57 strain ise blyume
gosterememektedir. Streptomyces rimosus olarak belirlenen strainlerin  timu histidini
kullanmaktadir. 3Ba3 no' lu izolatimiz ile S. rimosus arasindaki tek farkin bu olmasi nedeniyle,
izolatimiz Streptomyces rimosus olarak tanimlanmistir. '

- Tablo 4.17. 5C12' nolu izolatin Ozellikleri ve Akraba Oldugu Dusiintlen Trin Pozitif Olasiiik Matriksi

Ozellikler zolat 5C12 - Streptomyces lavendulae’
Havasal Misel Spor Varhgi + 100
Spor Zinciri Morfolojisi® '
- Rektifleksibils + 92
Spiral 17
. Vertisillat - 0
Spor Kiitlesi Rengi
Kirmizi + 83
Gri - 8
Miseliyal Pigment Kirmizi-Portakal . 0
Diffise Pigment Uretilir - 0
Diffiise Pigment Sari-Kahverengi - 0

Melanin Uretimi |
Pepton Yeast Iron Agar' da + 100

Tirozin Agar' da + 92
Miselyum fragmentasyonu - . | 0
Batik Misel Sporulasyonu - 0
Antibiosis '

B. subtilis ' + 92
Enzim Aktivitesi
Lesitinaz® + 100

Lipolisiz® - 33
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Nitrat indirgenmesi + 50
H,S Uretimi 4 42
Antibiyotikiere Resistantlik
Neomisin (50 pg/ml) - 50
Rifampisin (50 pg/ml) - 33
Penisilin G (101i.u.) + 58
45 °C' de Biiylime - 17
Cesitli Inhibitdrierle Biiylime (% wiv) ‘
NaCl (%7) - 0
Sodyum Azid (0.01) - 0
Fenol (0.1) + | 58
Potasyum Tellurit (0.001) - 42
Azot Kaynaklarindan yararlanma
DL-cc-n-Butirik Asit - 42
L-Sistein + 33
L-Valin + 17
L-Fenilalanin 4 42
L-Histidin + 8
L-Hidroksiprolin + 42
Karbon Kaynaklarindan Yararlanma
Sukroz + 50
Mezo-Inositol + 25
Mannitol - 8
L-Ramnoz + 17
Adonitol - 8
Dekstran - 0
Ksilitol - . 0

a, Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Williams et al., 1989)’ dan alinmistir; b, ISP 4
ortaminda 14. giin sonuglan; ¢, Egg-Yolk ortami sonuglan; +, pozitif; -, negat‘lf.‘

" Tablo 4.17.' de nﬁmefik taksonomik ydntemierie tarif edilmis Streptomyces lavenduiae’
nin karakterleri 5C12 no' lu izolatin karakterleri ile karsilagtinidiginda aralarinda higbir fark
olmadi§i goruimektedir. Bu ylzden 5C12 no' lu izolat Streptomyces lavendulae olarak
tanilanmistir.
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Tablo 4.18. 1B19' nolu [zolatin Ozeliikieri ve Akraba Oldugu Dusuntlen Turin Pozitif Olasilik Matriksi

Ozellikler izolat 1B19 Streptomyces lydicus®
Havasal Misel Spor Varlig + 100
Spor Zinciri Morfolojisi®
Rektifleksibiis - 0
Spiral + 100
Vertisillat - 0
Spor Kiitlesi Rengi
Kirmizi - ]
Gri + 91
Miseliyal Pigment Kirmizi-Portakal - 0
Diffiise Pigment Uretilir - 0
Difflise Pigment Sari-Kahverengi -
~ Melanin Uretimi
Pepton Yeast Iron Agar da - 0
Tirozin Agar' da - 0
Miselyum fragmentasyonu - 0
Batik Misel Sporulasyonu p 0
Antibiosis |
B. subtilis + 73
Enzim Aktivitesi
Lesitinaz" + ‘64
Lipolisiz® - - 18
Nitrat indirgenmesi - 9
H,S Uretimi - 0
Antibiyotikiere Resistantlik
Neomisin (50 ug/ml) - 18
Rifampisin (50 pg/mi) - 9
Penisilin G (10i.u.) + 9
45 °C' de Bliylime - 0
Cesitli inhibitérierle Bliyime (% wiv)
NaCl (%7) + 55
Sodyum Azid (0.01) 18
Fenol (O.i) - 9
Potasyum Telltrit (0,001) + 55
Azot Kaynaklarindan yararianma
DL-x-n-Blitirik Asit - 9
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L-Sistein + 46
L-Valin : + 27
L-Fenilalanin + 100
L-Histidin + 36
L-Hidroksiprolin + 55
Karbon Kaynaklarindan Yararlanma
Sukroz + 73
Mezo-Inositol + 91
Mannitol + 91
L-Ramnoz + 18
Adonitol + 82
Dekstrah _ ‘ - 0
Ksilitol - 55

a, Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Williams et al., 1989)’ dan alinmistir; b, ISP 4
ortaminda 14. gin sonuglar; ¢, Egg-Yolk ortami sonuglan; +, pozitif; -, negatif.

1B19" nolu izolat Tablo 4.18.' de verilen ozellikler tarafindan numerik taksonomik
yéntemlerle tanilanmig Streptomyces lydicus ile kargilagtinidiginda; fenolli (0.1) ortamda
biyuyememekte, DL-a-n-Butirik asit ve Ksilitol' den yararlanamadi§i gérulmektedir. Buna karsin
Streptomyces /ydicus olarak tanimlanan ve tarif edilen 9 strain fenolli ortamda biyumekte, 91
strain ise blUylyememektedir; aynca 9 strain DL-o-n-Bltirik asiti kullanmakta, 91 strain
kullanamamakta; 55 strain Ksilitol' U kullanmakta, 45 strain ise bundan yararlanamamaktadir.
‘ Ayrica izolat 1B19 L-Ramnoz' u karbon kaynagdi clarak kullanabilmesine ragmen Streptomyces
lydicus olarak tanimlanan sadece 18 strain kullanabilmekte, 82 strain ise kullanamamaktadir. Bu
ylzden 1B19' nolu izolatimiz Streptomyces lydicus olarak tanilanmigtir.

Tablo 4.19. 9840’ nolu Izolatin Ozellikieri ve Akraba Oldugu Dusintlen Turdn Pozitif Olasiiik Matriksi

Ozellikler ' _ [zolat 9B40 Streptomyces
phaeochromogenes®
Havasal Misel Spor Varligi + 100
Spor Zinciri Morfolojisi®
Rektifleksibils - 0
Spiral + 67
Vertisillat - : ; 0
Spor Kiitiesi Rengi
Kirmizi - 0

Gri - : 0



Miseliyal Pigment Kirmizi-Portakal
Diffiise Pigment Uretilir
Difflise Pigment Sari-Kahverengi
Melanin Uretimi
Pepton Yeast Iron Agar' da
Tirozin Agar' da
Miselyum fragmentasyonu
Batik Misel Sporuiasyonu
Antibiosis
B. subtilis
Enzim Aktivitesi
Lesitinaz®
Lipolisiz®
Nitrat indirgenmesi
H,S Uretimi
Antibiyotiklere Resistanthik
Neomisin (50 ug/mi)
Rifampisin (50 ug/ml)
Penisilin G (10i.u.)
45 °C’ de Bilyiime
Gesitli inhibitdrierle Biyiime (% wiv)
NaCl (%7)
Sodyum Azid (0.01)
Fenol (0.1)
Potasyum Tellurit (0.001)
Azot Kaynaklarindan yararlanma
DL-cc-n-Butirik Asit
L-Sistein
L-Valin
L-Fenilalanin
L-Histidin
L-Hidroksiprolin
Karbon Kaynakiarindan Yararlanrha
Sukroz
Mezo-Inositol
Mannitol
L-Ramnoz
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+ + + + +

+ + + +

50
33

17
33

17

83
17
83

50

33
67

83
67
100
100

67
17
100
83
83
67

83
100
100
100
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Adonitol + 100
Dekstran : - 50
Ksilitol + 100

a, Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Williams et al., 1989)' dan alinmistir; b, ISP 4
ortaminda 14. gin sonuclan; ¢, Egg-Yolk ortami sonuglan; +, pozitif; -, negatif.

_ 9B40' nolu izolat Tablo 4.19' de verilen &zellikler ile nimerik taksonomik yéntemlerle
tanilanmis Streptomyces phaeochromogenes ile Karsilagtinldi@inda; nitrati indirgeyemedigi,
NaCl (%7) ve sodyum azid {0.01)' li ortamda blylyemedidi; DL-«-n-Butirik asit ve dekstrandan
yararlanamadigi  gérilmektedir. Buna kargin Streptomyces phaeochromogenes olarak
belirlenen 17 strain nitrati indirgemekte, 83 strain indirgeyememekte; 83 strain NaCl' i ortamda
biuyimekte, 17 strain bUyUyememekte; 67 strain sodyum azidli otamda buylimekte, 33 strain
bﬂyﬂyememekte; 67 strain DL-x-n-Butirik asitten yararianabilmekte, 33 strain
yararlanamamakta; 50 strain dekstrani kullanmakta, 50 strain ise kullanamamaktadir. Bu
kriterler dahilinde 9B40' nolu izolat Streptomyces phasochromogenes olarak tanilanmigtir. |

Tablo 4.20. 1B49' nolu lzolatin Ozellikieri ve Akraba Oldugu Dasunllen TUrln Pozitif Olasiik Matriksi -

‘Ozellikler izolat 1B49 Streptomyces halstedif
Havasal Misel Spor Varhigi + 100
Spor Zincirl Morfolojisi®
Rektifleksibils + 77
Spiral - 23
Vertisillat - 0]
Spor Kiitlesi Rengi
Kirmizi - ‘ 0
Gri + 100
Miseliyal Pigment Kirmizi-Portakal - -0

Diffiise Pigment Uretilir -
Diffise Pigment Sari-Kahverengi -
Melanin Uretimi

Pepton Yeast Iron Agar' da - 0
Tirozin Agar da - 0
Miselyum fragmentasyonu - 0
Batik Misel Sporulasyonu - 0]

Antibiosis
B. subtilis + 8

Enzim Aktivitesi
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Lesitinaz’ + 15
Lipolisiz® + 100
Nitrat indirgenmesi - 23
H,S Uretimi - 92
Antibiyotikiere Resistantlik
Neomisin (50 ug/mi) - 0
Rifampisin (50 pg/ml) + 31
Penisilin G (10i.u.) + 92
45 °C' de Bliylime - 23
Gesitli inhibitérierle Biiylime (% wiv)
NaCl (%7) - 92
Sodyum Azid (0.01) + 85
Fenol (0.1) + 85
Potasyum Tellurit (0.001) + 100
Azot Kaynaklarindan yararlanma
DlL-c-n-Butirik Asit + 54
L-Sistein + 69
L-Valin + 62
L-Fenilalanin - 77
L-Histidin + 69
L-Hidroksiprolin - 23
Karbon Kaynaklarindan Yararlanma
Sukroz + 23
Mezo-Inositol - 23
Mannitol + 69
L-Ramnoz + 69
Adonitol - 8
Dekstran - : ; 69
Ksilitol - 0]

a, Bergey' s Manual of Systematic Bacteriology (Williams et al., 1989)’ dan alinmistir; b, ISP 4
ortaminda 14. gun sonuglar; ¢, Egg-Yolk ortami sonuglar; +, pozitif, -, negatif.

1B49' nolu izolatin &zellikleri Tablo 4.20' de verilen &zellikler tarafindan nimerik
taksonomik yéntemlerle tanilanmis Strepfomyces halstedii ile karsilastinldiginda; izolat 1849
nitrati indirgeyememekte, hidrojen slifur Uretememekte, NaCl (%7)' |0 ortamda
buylyememekte, L-Fenilalanin' i ve L-Hidroksiprolin' i azot kaynad olarak kullanamamakta,
mezo-inositol, a.do’nitol ve dekstrani karbon kaynadi olarak kullanamamaktadir. Diger taraftan
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Streptomyces halstedii olarak tanilanan ve tarif edilen 23 strain nitrati indirgemekte, 77 strain
indirgeyememekie; 92 strain hidrojen silfir Gretebilmesine ragmen 8 strain Uretememekte; yine
92 strain NaCl (%7)' iU ortamda bitlyUmekte, 8 strain bliyliyememekte; 77 strain L-Fenilalanin’ i
azot kaynagl olarak kullanmakta, 23 strain kullanamamakta; 23 strain L-Hidroksiprolin' i
kullanmakta, 77 strain kullanamamakta; 23 strain mezo-inositoli karbon kaynagi olarak
kullanmasina ragmen 77 strain kuillanmamakta; adonitoli 8 strain kullanabilmekte, 92 strain
“kullanmamakta ve son olarak 69 strain dekstrani karbon kaynadi olarak kullanmakta, 31 strain
ise kullanamamaktadir. Karstlastirilan bu karakterlerden dolayi 1B49" nolu izolatimiz
Streptomyces halstedii olarak tanilanmistir.

Tablo 4.21. 10P50" nolu Izolatin Ozellikieri ve Akraba Oldugu Dustinilen Turan Pozitif Olasilik Matriksi

Ozelllkler Izolat 10P50 Streptomyces albus®
Havasal Misel Spor Varligi + 100
Spor Zinciri Morfolojisi®
Rektifleksibils - 0
Spiral + 100
» Vertisillat - 0
Spor Kiitlesi Rengi
Kirmizi - 0
Gri - 0
Miseliyal Pigment Kirmizi-Portakal - 0
' Diffiise Pigment Uretilir - 0
Diffiise Pigment Sari-Kahverengi - 0
Melanin Uretimi
Pepton Yeast Iron Agar' da - 0
Tirozin Agar da - 0
Miselyum fragmentasyonu - 0
Batik Misel Sporulasyonu - 0]
Antibiosis
B. subtilis + 17
Enzim Aktivitesi
Lesitinaz® | . 0
Lipolisiz® + 100
Nitrat indirgenmesi - ‘ 0
H,S Uretimi - 83

Antibiyotiklere Resistantiik
Neomisin (50 pg/mi) - 0
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Rifampisin (50 pug/mi) + 100

Penisilin G (10i.u.) + 100
45 °C' de Biiyiime + 100
Gesitli inhibitérlerle Biyiime (% wiv)

NaCl (%7) | + 100

Sodyum Azid (0.01) + 100

Fenol (0.1) - 17

Potasyum Telllrit (0.001) - } 50

Azot Kaynaklarindan yararlanma
DL-ac-n-Butirik Asit -

L-Sistein +

L-Valin + 17
L-Fenilalanin + 17
L-Histidin + 100
L-Hidroksiprolin + 67

Karbon Kaynaklarindan Yararlanma

Sukroz - 33
Mezo-inositol + 33
Mannitol + 100
L-Ramnoz + 17
Adonitol + 100
Dekstran - 0]
Ksilitol . | 0

a, Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Williams et al., 1989)’ dan alinmistir; b, ISP 4
ortaminda 14. glin sonuglar; ¢, Egg-Yolk ortami sonuglan; +, pozitif, -, negatif.

10PS0" nolu izolat, Tablo 4.21." deki 6zellikler ile nimerik taksonomik yéntemier ile
tanilanmis Streptomyces albus ile karsilastinlirsa; izolat 10P50 hidrojen sulfur Gretmemekte,
fenol (0.1) ve potasyum telitrit (0.001) li otamda bi]y(]memekte,‘ DL-c-n-Bltirik asiti azot
kaynadi olarak kullanmamakta, sukrozu ise karbon kaynad olarak kullanamamaktadir.
Streptomyces albus olarak tanilanan 83 strain hidrojen sulfur Gretmekte, 17 strain Gretmemekte;
17 strain fenolli ortamda biylyebilmesine ragmen 83 strain biiyimemekte; 50 strain potasyum
telluritli ortamda blUyamekte, 50 strain ise biyimemekte; 9 strain DL-x-n-Bltirik asiti azot
kaynagi olarak kullanmakta, 91 strain kullanmamakta; 33 strain sukrozu karbon kaynadi olarak
kullanmakta, 67 strain ise kullanamamaktadir. Bu kriterler isiginda 10P50' nolu izolat
Streptomyces albus olarak tamlann'ﬂst\r. ,
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5. TARTISMA

Calismamizda elde edilen toplam 50 aktinomiset izolatindan 17’ sinin antimikrobiyal etki
gosterdikleri; bunlardan %16' sinin sadece Gr (+) bakteriler, %6' sinin sadece Gr (-) bakterilere
ve %12 sinin hem Gr (+) hem de Gr (-) bakteriler izerine etkili olduklan belirlenmigtir. Aynca
antibakteriyal etkisi belirlenen izolatlann %10' u S. aureus ve %4' O E. coli Uzerinde etkili
olduklan saptanmstir. izolatlanmizin Gr (-) test organizmalarn Gzerindeki en yiiksek etkisi %10'
luk bir degerle Pseudomonas viridiflova’ da saptanmigtir. E. coli Uzerindeki etkileri ise en diguk
olanidir. Gr (+) bakterilerden etkilenenler arasinda ise %20' lik bir dederle B. subfilis birinci,
Enterococcus feacalis %4' IUk dederle en son siradadir. Yukandaki agikladigimiz deJerlere
baktigimizda, aktinomisetlerden Gr (+) bakteriler Uzerine etki yapanlarn en yuksek, Gr (-)
bakteriler Gzerine etki edenlerin sayisinin ise en diisik oldudu gérulmektedir. Bundan dolay: Gr
(+) bakteriler Uzerine etkili yeni antibiyotik arastirmalarnnin kapali bir alan oldugu, Gr(—)
bakterilere etkili antibiyotik aragtirmalarin incelemeye agik olusu gorasi, calismamiz ile de
dodrulanmis olmaktadir.
. Bir Rus érastmm olan Nakhimovskaia (1937) topraktaki antagonistik aktinomisetleri ilk
defa incelemis ve inceledigi' 80 kultirden 47 tanesinin antagonistik madde c¢ikardiging;, 27
ténesinin ise aktif madde Urettigini saptayarak bunlarin hepsinin Gr-(+) békteriler Uzerine etkili
oldudunu belirlemistir. Linder ve Wallhauser (1955) antagonizm ydninden 2500 Streptomyces
straini izole setmisler ve bunlann %77 sinin Gr (+) bakterilere (S. aureus), % 40" inin Gr (-)
bakteriler (E. coli), %32' sinin Mycobacterium (M. tuberculosis) ve %18' inin de funguslar (A.
niger) Uzerine etkili olduklann saptamiglardir (Denizci, 1996). Kuzey Kanada topraklanndan
izole ediimis 600 aktinomisetin antibiyotik aktivitesi Uzerine yapilan: galismada, izole edilen
kiltirierin %47' sinin S. aureus, %8.2' sinin £. coli, %19.5' inin M. tuberculosis Uzerine etkili ‘
oldugu saptanmistir. Cesitli otamlardan izole edilen toplam 10.000 kiltarin incelenmesinde,
bunlann %25' inin bakteriler Gzerine etkili antibiyotikler drettikleri saptanmigtir (Oner, 1989).
Denizci 1996 yiinda Ege ve Dodu Karadeniz topraklarindan izole ettigi 356 aktinomiset
kiltirinden 114 tanesinin Gr (+) bakterilere, 13 tane izolatn hem Gr (+) hem de Gr (-)
bakterilere 1 tanesinin ise sadece Gr (-) bakterilere karsi etkin olduklanni saptamigtir. Ayni
aragtinc! izole etti§i aktif izolatlarnn hepsinin Streptomyces tirleri olduunu caligmasinda
gostermigtir. Ayrica aktinomisetler ile iigili yapilan g¢aligmalarda incelenen cgesitli genuslar
arasinda Streptomyces genusu lyelerinin hem daha fazia oranda olduklan hem de en ylksek
sayida antibiyotik Ureticileri olduklan bir gok arastinci tarafindan belittiimektedir (Lechevalier,
1989, Locci, 1989; Oner, 1989; McCarthy and Williams, 1990; Schlegel, 1995; Denizci, 1996,
Jongsik et al., 1997; Li, 1997; Al-Tai et al.,, 1998). Yukarda belirtti§imiz arastincilarin
' caligmalarinda elde ettikleri sonuglarla bizim aragstrmamizdaki sonuglarin  uyustugu
gorilmektedir. Calismamizda tanilamasi yapilan izolatlarin bayuk coguniugu (%16)' nun Gr (+)
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bakterilere, daha az bir kismi (%6)' nin Gr (-) bakterilere karsi etkin antibiyotik Urettikleri
saptanmigtir.

Lechevalier (1989) aktinomisetleri morfolojik ve kimyasal kriterler Uzerine oturtulmus
genis gruplara ayirmigtir. Bu belirleme genus dizeyinde tanilama igin en iyi ve basit olanidir.
Goodfellow (1989) Streptomyces genusu tirlerinin aynminda en basit yéntemin numerik
taksonomi ydntemleri, en glvenilir olaninin ise 16S rRNA analizi benzerliklerine gbre oldugunu
saptamistir. Su anki laboratuvar ve galigma imkanlanmiz yeterli olmadidindan, izolatlarnn 16S
rRNA analizleri daha sonraki galismalanmizia tespit edilecektir. Yaptiimiz galigsmada segilen
izolatlanmizin tarnisi igin makroskobik, mikroskobik incelemeler, biyokimyasal testler, kuiturel
ozellikler ve fizyolojik ozelliklerden yararlaniimigtr. izolatlanimizin - kiltir  ortamlannda
baslangigta derimsi yumusak; sonralan sert-siki, teksturldl, koloni goérinusierinin pamuksu-
yunsu oluslan; kultirlerin toprak kokusu vermeleri ile Streptomyces genusu Uyeleri oldugu
disinilmus ve bu mikroskobik incelemeler ile dogrulanmistir, Séyléki; izolatlarimiz substrat,
havasal misel ve hareketsiz sporlar icermelerinin yaninda, aerial misel lzerinde uzun spor
zincirleri olusturmaktadirlar. Ayrica bu 7 izolatimiz substrat miselde sporangium ve hareketli
sporlarin gézlenmeyisi nedeniyle Kineosporia' dan; spor zincirlerinin 3Ba1, 3Ba3, 1B19, 9840
ve 10P50' nolu izolatlarda spiral, 5C12 ve 1B49' nolu izolatlarda Rektifleksibils olmasi nedeniyle
Streptovedicillum’ dan; substrat miselyumlannin  bulunmasi nedeniyle de Sporichtya
genuslanndan ayirt edilmiglerdir.

3Bal' nolu izolatmizin Lakkaz enziminin Dopamin' i baslangic maddesi olarak
kullanarak sonraki asamalarda Uretmis oldudu bir pigment olan melanin Uretme yeteneginin
olusu, spor zincirlerinin spiral, havasal spor renginin gri, ters yluzey rengi (substrat misel)
renginin sarn-kahve olusu; karbon ve azot kaynaklarini kullanimi agisindan Streptomyces
antibioticus’ a benzerliji nedeniyle; Bu izolatimizi Bergey’ s Manual of Systematic Bacteriology’
deki Streptomyces tirleri ile kargilagtirarak S. antibioticus olarak taniladik. S. antibioticus’ un
antibakteriyal etkili Oleandomisin ve Aktinomisin, aynca antiviral etkili Ara-A antibiyotiklerini
urettigi Oner (1989), Hsieh and Jones (1995) ayrica Denizci (1996) tarafindan belirtiimektedir.
Calismamizda S. antibioticus olarak taniladigimiz 3Ba1' nolu izolatimiz Gr (-) bakterilere etkili
antibiyotik tretmekte olup bu aragtincilann cahismalaryla benzerlik gdstermektedir.

3Ba3' nolu izolatimizin spor zincirlerinin spiral, havasal misel renginin beyaz-sari,
substrat miselinin san-kahve olusu; melanin pigmentinin Uretilémemesi; karbon ve azot
kaynaklanni kullanimi, antibiyotikiere olan resistantlik ve gesitli inhibitorierle biylyebilme
benzerliklerinden dolayl Bergey’' s Manual of Systematic Bacteriology’ de verilen tarlerle
kargilastirarak Streptomyces rimosus olarak tanisini yapmis bulunmaktayiz. Ancak bu izolatimiz
L-Ramnoz' u ve Histidini kullanabilmesine ragmen S. rimosus olarak tanimlanan ve tarif edilen
strainler kullanamamaktadir. izolat 3Ba3 ile S. rimosus arasindaki tek fark bu olmasina ragmen
diger ozelliklerin benzerliginden dolay! bu tir dahilinde kalmaktadir. S. rimosus’un antibakteriyal
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etkili Oksitetrasiklin ve Rimosidin antibiyotiklerini rettigi Oner (1989), Denizci (1996) ve Pandza
et al. (1997) tarafindan tespit edilmistir. S. rimosus olarak tanlladi§imiz 3Ba3 ¢alismamizda
kullandigimiz hem Gr (-) hem de Gr (+) bakterilere kargi etkili antibiyotik Uretmektedir.
5C12' nolu izolatin spor zincirlerinin rektifleksibils, havasal spor renginin kirmizi, ters
' ylzey renginin sari-kahve olusu, melanin Uretebilme yeteneginin bulunmasi ve diger kulturel,
biyokimyasal ve fizyolojik dzelliklerini benzerliginden dolayi, Bergey' s Manual of Systematic
Bacteriology' de verilen tirlerle karsilastinilarak Streptomyces favendulae olarak tanilanmistir. S.
lavendulae’ nin Gr (+) bakterilere etkili Lavendomisin, antibakteriyal etkili Streptotirisin ve
Mitomisin antibiyotiklerini urettigi Oner (1989), Denizci (1996), Sheldon et al. (1997) ve Sheldon |
et al.(1999) tarafindan saptanmis olup; ¢alismamizda S. favendulae olarak belirledigimiz SC12'
nolu izolat hem Gr (-) hemde Gr (+) bakterilere karsi etkili antibiyotik Uretmektedir.
1B19' nolu izolatimizin spor zincirlerinin spiral, olusu melanin Uretebilme yeteneginin
olmayigi; karbon ve azot kaynaklarini kullanabilme yetenedinin benzerli§i nedeniyle Bergey’ s
Manual of Systematic Bacteriology’ de tirler dahilinde Streptomyces lydicus olarak tamladnlg. S
lydicus’ un Gr (+) bakterilere ve mayalara etkili Lidikamisin antibiyotigini Urettigi Oner (1989) ve
Denizci (1996) tarafindan belirtiimektedir. S. lydicus olarak taniladigimiz 1B19' nolu izolat ise
sadece Gr (+) bakterilere karsi etkili antibiyotik Uretmektedirler. Bu sonugla, yukandaki
arastiricilann ifadeleri bagdagmaktadir.
9B40' nolu izolatin spor zincirinin spiral, havasal spor renginin beyaz-sari olugu; melanin
- Uretilmeyisi; karbon, azot kaynaklanni kullanabilme ve antibiyotiklere resistantiik benzerlikieri
nedeniyle Bergey' s Manual of Systematic Bacteriology' de nimerik taksonomik yontemlerle
belirlenmis turierie karsilastinididinda Streptomyces phaeochromogenes oldugu gérilmektedir.
Bunlarin disinda Streptomyces phaeochromogenes olarak tanilanan 8B40’ nolu izolat sadece
Gr (+) bakteriler (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Bacillus sublilis)' e kars!
etkili bulunmasina ragmen, arastinlan litaratirlerde S. phasochromogenes’ in hangi tir
antibiyotik Urettigine dair bilgilere rastlanilmamistir.

Bergey' s Manual of Systematic Bacteriology' de verilen, nimerik taksonomik metotlaria
tanimlanmis ve tarif edilmis olan Streptomyces halstedii rektifleksibils spor zincirlerine sahip
olup, havasal spor rengi gri, substrat misel rengi sari-kahvedir; melanin pigmenti Uretmez ve %7
NaCl' i ortamda. bquyebiImektedif. 1B49' nolu izolatimiz ile bu kriterler benzerdir. Ayrica
karbon ve azot kaynaklarini kullanabilme yetenekleri de hemen hemen benzer oldugundan
dolayi 1B49' nolu izolatmizi S. halstedii olarak belirledik. Streptomyces halstedii olarak
tanilanan 1B49' nolu izolatimiz sadece Gr (+) bakteriler (Staphylococcus aureus ve Bacillus
subtilis)' e karsl etkili oldugu saptanmig taranan ilgili litaratirierde bu tariin Gretmis oldugu
antibiyotiklerle ilgili bilgilere rastlaniimamistir. Ancak giinimuzde S. halstedii’ den Ksilan' | Ksilo-
oligosakkaritler e ve Ksiloz' a pargalayan Ksilanaz enziminin uretildidi Ruiz ve arkadaslan
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(1999) tarafindan belirtiimektedir. Bu son UrGnler gidalarin ve kisa surede bozulan kimyasallarin
korunmasinda kullaniimaktadir.

Son olarak 10P50' nolu izolatimizin spor zinciri spiral, havasal spor yigini rengi beyaz,
ters ylzey rengi sandir, melanin Uretebilme kabiliyeti yoktur, diffise pigmentler Uretiimez. Bu
dzellikler Streptomyces albus ile benzerdir. Ayrica karbon ve azot kaynaklanni kullanabilme
benzerliklerinden dolayt Bergey’ s Manual of Systematic Bacteriology’ de verilen bilgiler
dahilinde 10P50' nolu izolat, Streptomyces albus olarak tandanmistir. S. albus’un antibakteriyal
etkili Salinomisin ve Aktinomisetin antibiyotikierini Urettigi Oner (1989) ve Denizci (1996)
tarafindan belirtilmistir. S. albus olarak taniladigimiz 10P50' nolu izolatlarimiz hem Gr (<) hem
de Gr (+) bakterilere karsi etkin antibiyotik Uretmektedir.

Aktinomisetlerin. rizosferde rekabet giglerinin diger mikroorganizmalara goére yiksek
olugy, iyi kolonize olmalan ve etkili metabolit (antibiyotikler; hemiselllaz, selulaz, kitinaz,
glukonaz ve amilaz gibi enzimler)' ler Uretmeleri onlarnn biyokontrol ajanlan olarak
kullaniimasina neden olmustur. Pridham ve arkadaslan (1950)' li yillarda Streptomyces kultur
filtratlaninin bitki hastaliklarina kargi antagonistik etkileri oldugunu saptamiglardir. Reddi ve Rao
Streptomyces ambofaciens’ in Fusarium sp. ve Pythium sp.' ye karg! etkili oldugunu in vitroda
belirlemiglerdir (Turhan, 1981a). Maalesef llkemizde aktinomisetlerin biyolojik mucadelede
kullanim olanaklan Uzerine gahsmalar oldukga simithdir. Turhan (1981a) izmir ve civanndaki
topraklardan izole etfigi bir antagohist»(Streptomyces ochraceiscleroticus)' in in vitroda;) kdk
hastalifina sebep olan toprak kaynakli fungal patojenlere karsi etkisini incelemisgtir. Turhan bu
galigmasinda bu antagonistin patojenlerin bUylUmesini ortalama olarak 10.8-18.2 mm
engelledidini gostermistir. Turhan (1981b)' In  yaptd ikinci bir calisma ile Streptomyces
ochraceiscleroticus (C/2-9)' u 6nce in vitroda fungal patojenlere karsi, daha sonra in vivo
calismasiyla bazi énemli toprak kaynakli patojenlere kars etkisini incelemigtir. C/2-9' un yabay
yolla patojenierin inokile edildigi toprakta blylyen bitkileri bUtin hastaliklara karsi etkili- bir
sekilde korududunu gdstermistir. Bazi bitki tohum (pamuk, kavrpuz, kavun, salatalik, domates,
biber)' larini ekimden énce C/2-9 filtrati ile kanstirmis, sonugta bu bitkilerin hastaliklardan
korundugunu belirlemistir ve C/2-9' un topi'ak kaynakli patojenlerin biyolojik micadelesinde
kullanilabilecegine igaret etmisgtir. Turhan ve Grossmann (1986) Turkiye' nin farkli bdlgelerinden
izole ettikleri 300 aktinomiset izolatinin sekiz farkhi fungal kdkenli patojenlere karsi etkilerini
incelemislerdir. Teste tabi tutulan aktinomiset izolatlarinin %90 inin Sclerotinia sclerotiorum’un,
%17' sinin Rhizoctonia sofani’ nin ve %14' Unlnde Alternaria alternata’ min blyimesini inhibe
ettigini saptamiglar;, Rhizoctonia solani ve Alternaria alternata’ ya karsi gugli antagonistik etki
gdsteren aktinomiset izolatlannin, teste tabi tutulan diger fungal patojeniere karsi da etkili
olduklantni saptamiglardir. Turhan ve Turhan (1989) Streptomyces nobilis ve Streptomyces
scleroticus’ u biyolojik micadelede glglu bir antagonist olarak kuilanmian Trichoderma
harzianum ile beraber Pythium ultimum ve Rhizoctonia solani ye karsi etkilerini in vitroda saksi
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denemeleriyle kargilagtrmiglardir. Sonugta kullanilan Streptomyces turlerinin patojenlere kars!
antagonistik etkilerinin Trichoderma harzianum’ dan gok daha yltksek oldugunu belirlemiglerdir.
‘Caligmamizda test organizmasi olarak kullandigimiz f'itopatojen' bakteriler Erwinia amylovoré,
Pseudomonas viridiffova, Agrobacterium tumefaciens ve Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis' dir. Izole ettigimiz aktinomisetlerden %6' si E. amylovora (Gram negatif)' ya etkili
olup, en az sayidadir. Gr (-) fitopatojen bakterilerden P. viridiflova’ya etki eden izolat sayisi %10
olup, bu en ylksek degerdir. C. michiganensis subsp. michiganensis (Gram pozitif)' e etki eden
izolat sayisi ise %10' dur. Walter ve Don (1995)' un bitki kéklerinde fungal ¢Urikluge sebep olan
patojenler (Pythium ultimum, Aphanomyces euteiches, Fusarium oxysporum, Fusarium solani,
Rhizoctonia solani ve Phymatotrichum omnivorum)' e karst yaptklan bir galigmada
Streptomyces lydicus' u oldukga etkili bir antagonist olarak belirlemiglerdir. Calismamizda
taniladiimiz 1B19' nolu izolat Streptomyces lydicus olup, test organizmalan olarak
kullandigimiz fitopaiojen bakterilere karsi hicbir etkisi bulunmamaktadir. Calismamizda
tanilamasi yapilan izolatlann Aspergillus foetidus var. pallidus, Penicillium herquei, Trichoderma
viride ve Fusarium oxysporum’a karg antimikrobiyal etkileri belirlenmis olup; izolatlardan 3Ba3
(S. rimosus) ve 1B49 (S. halstedi) F. oxysporum’ un blydmesini belli oranlarda (0.7-0.8 mm)
durdurmuslardir. Diger izolatlann sézii edilen Funguslara kargi higbir etkileri yoktur.
. Streptomyces lavendulae olarak tanilanan 5C12' nolu izolatimiz en yiksek etki (26 mm
inhibisyon ile)' yi E. amylovora’ ya kargi gbstermis olup; bu, tanilanan tim izolatlar iginde en
ylksektir. izolat 3Ba1 (S. antibioticus) sadece P. viridiflova (gram negatif)' ya kars, 9B40 (S.
phaeochromogenes) ve 10P50 (S. albus) sadece Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Gram pozitif)' e karsi, izolat 3Ba3 (S. rimosus) en yuksek etkisini Agrobactetium
tumefaciens (Gram negatif)’ e karsi etkili bulunmustur. izolat 1B49 (S. halstedii) fitopatojen
bakterilerden hig birine karsi etki gdstermemistir.

Aynca tanilamasi yapilan izolatiann Saccharomyces cerevisiae, Kiuyveromyces sp.,
Williopsis californica ve Geotrichum penicillaum mayalarina karsi antimikrobiyal etkileri de
belirlenmistir. izolatiardan 3Ba1 (S. antibioticus), 5C12 (S. rimosus), 1B19 (8. lydicus), 9B40 (S.
phaeochromogenes) ve 10P50 (S. albus) sbzi edilen bu test organizmalarina karsi higbir
antimikrobiyal etki gdstermemistir. izolat 3Ba3 20 mm' lik bir inhibisyonla G. penicillaum’ un
blylmesini inhibe etmistir. Ayni zamanda bu izolat Kiuyveromyces sp. (0.5 mm ile) ve W.
californica (0.4 mm ile)' ya kars! antimikrobiyal etki gostermistir. izolat 1B49 ise sadece S.
cerevisiae’ya karsgl 0.8 mm' lik bir antimikrobiyal etki géstermistir.

Ulkemiz nifusunun %30' lara varan Kkesimi tanmla ugragmaktadir. Ancak tanm
arinlerimizin yetistirilm.esi, hasadi ve depolanmasi sirasinda blyik oranda verim disuklugo
gérulmektedir. Bu verim dustklidunun baslica nedenlerinden birisi, tarmsal UrUnIerdevcesi‘tIi
zararlara sebep olan fitopatojen bakterilerdir. Yaptifimiz galismada test organizmasi olarak
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kullandigimiz fitopatojen bakterilere kargl etkin antogonistler belirlenmistir. Etkili olan izolatlarn ‘
bazi fungal kdkenli patojenlere karsi etkileri de saptanmustir. '

Bol hammadde kaynadina sahip olduumuz halde antibiyotiklerin godunu dider
Ulkelerden ithal etmekteyiz. Bu da blyuk bir ekonomik kayip demektir. Calismamizda Gr (+) ve
Gr (-) bakterilere etkili izolatlardan aktif antibiyotiklerin izole edilerek, saflagtinimasi, kimyasal
yapisinin aydinlatimasi gerekmektedir. Ayrica antibiyotik etkisi saptanan izolatlarin 16S rRNA
analizlerinin yapiimasi, bu izolatlarda ekonomik dnemi olan bazi enzim (Ksilanaz, hemiselulaz,
glukonaz, selilaz gibi)' lerin aranmasi yerinde olacakhir. Ancak bu tir galigmalann yapiabilmesi
igin mikrobiyologlar, eczacilar ve organik kimyacilardan olugan bir ekip ¢aligmasinin olmasi,
ayrica galismalarn destekleyecek arastirma merkezlerine ihtivag oldudu kanisindayiz.
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