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OZET

TURKIYE'DEK I BAZI DEN IZ SUNGERLERININ
ANTIMIKROBIYAL AKT iVITESI

Hasan Mucahit CANAKAY
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Biyoloji Anabilim Dali Yiksek Lisans Tezi
Dangman: Dog. Dr. Binnur MEECLI YAPICI
25/07/2011, 68

Bu aratirmada, Marmara Denizi, Canakkalegaai ve Saroz Korfezi’'ndeki tg¢ farkli
dalis istasyonundan stinger drnekleri toplapre bu drnekler sirasiy@pongia officinalis,
Spongia agaricina, Aplysina aerophob&arak tanimlanngtir. Metanol ekstraksiyonu ile
elde edilen stinger ekstrelerinin mikroorganizmalagi antimikrobiyal aktiviteleri disk
difizyon yontemi ile ardinimistir. Calsmada test mikroorganizmalari olar&acillus
cereus ATCC 7064, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25902,
Staphylococcus  aureus®\TCC 6538, Staphylococcus epidermidiaTCC 122228
Klebsiella pneumonigeEnterococcus faecalisAspergillus niger, Aspergillus fumigatus
var. elipticus, Aspergillus flavus, Penicillum gmaatum, Penicillium rugulosum,
Penicillium jenseii, Aspergillus canditus, Geotuich candidumve Candida albicans
ATCC 10239 kullaniimgtir.

Arastirma sonuclarina goreSpongia officinalis, Spongia agaricina, Aplysina
aerophoba stinger ekstrelerinin, test mikroorganizmalarina sikaflarkli dizeylerde
antimikrobiyal aktiviteye sahip olgu belirlenmitir. Calismada kullanilan Gram pozitif
ve Gram negatif bakterilere karen fazla antimikrobiyal aktivitéAplysina aerophoba
sungerine ait ekstrelerden elde edsini Ayrica Spongia agaricinasiingerinden elde
edilen ekstrelerin test funguslarina «am@ntimikrobiyal aktivitesinin daha yuksek ofglu
tespit edilmgtir.

Anahtar sozcukler: Deniz singerleri, antimikrobiyal aktivite, disk difyon

yontemi, test mikroorganizmalari.

Vi



ABSTRACT

THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF SOME MARINE SPONGES
IN TURKEY

Hasan Mucahit CANAKAY
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Science and Engineering
Chair for Biology Thesis of Master of Science
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Binnur MEIRLI YAPICI
25/07/2011, 68

In this research, the samples of sponges werectedldrom three different diving
stations in the Sea of Marmara, the Dardanelles Sttros Gulf and these samples were
respectively identified asg§pongia officinalis, Spongia agaricireamdAplysina aerophoha
The antimicrobial activities of the sponge extramtsained by methanol extraction against
microorganisms were investigated by disc diffusiethod. In the studyBacillus cereus
ATCC 7064 ,Bacillus subtilisATCC 6633,Escherichia coliIATCC 25902 Staphylococcus
aureusATCC 6538,Staphylococcus epidermidiSTCC 122228 Klebsiella pneumoniae
Enterococcus faecalisAspergillus niger, Aspergillus fumigatus var. abipts, Aspergillus
flavus, Penicillium granulatum, Penicillium rugulos, Penicillium jenseii, Aspergillus
canditus, Geotrichum candiduand Candida albicansATCC 10239 were used as test

microorganisms.

According to the survey resultSpongia officinalis, Spongia agaricina, Aplysina
aerophobasponge extracts proved to have antimicrobial agtivin different levels,
against the test microorganisms. The most antirbiat@ctivity against the Gram-positive
and the Gram-negative bacteria used in the study olstained from the extracts of the
spongeAplysina aerophobaHowever, it was found out that the extracts fr&pongia
agaricinahad the most antimicrobial activity against th& fengi.

Key words: Marine sponges, antimicrobial activity, disc diffus method, test
microorganisms.
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BOLUM 1- GIRIS Hasan Mucahit CANAKAY

BOLUM 1
GIRIS

Sungerler, canlilar aleminin alglerden sonra eselkyapidaki tyeleridir ve c¢ok
hicreli hayvanlarin en basit grubunugdluurlar (Hooper ve Van Soest, 2000; Friedrich ve
ark., 2001). Siingerler, antik @ardan beri insanlar tarafindan kullaniimaktadizetikle
ticari 6nem tayan sungerler; yiksek su tutma ve stizme 6zelliklfrang ve ark., 2003)
asinmaya kayi dayanikh olmalar, yumyakligi, esneklgi ve inceligi gibi dekoratif
Ozellikleriyle oldukc¢a aranan derli hammaddelerdir (Kagan ve ark., 1991 ; Hooper ve
Van Soest, 2000).

Sungerler, genellikle hareketsizdirler ve sabit ymre tutunarak etraflarinda akan
deniz suyundan filtrasyon yoluyla beslenirler. Bkiygungerler 10 saniyede kendi
hacimleri kadar suyu filtre edebilirler (Vacele©8b). Bir kilo siinger dokusunun giinde
ortalama iki ton su suz@iu gozonune alinginda da singerlerin organik madde
dongusiinde ve deniz suyunun filtrasyonunda ©Onduinliyere sahip olduklari ortaya
ctkmaktadir (Thakur ve Miiller, 2004).

Sungerler uygun Kkarakteristik yapilari nedeni ileons yillarda deniz
ekosistemlerindeki kirlilik capmalarinda bioindikator olarak kullaniimaktadir (Galto ve
Naranjo, 2002; Cebrian ve ark., 2003; Perez ve a@4Q5).

Sungerler fiziksel savunmadan yoksun olmalari ngtisnkendilerini korumak igin
sekonder metabolitler Gretirler. Bu sekonder ahelitler digmanlardan korunma
amacindan bka, antifouling amacli, yam alanini gegletmek icin etraftaki canllarin
bliylumesini baskilamak, Gremeyi kolaglamak gibi sebeplerle de uretilebilir (Thoms ve
ark., 2004).

Sungerler, sahip olduklari sekonder metobolitletemeyle tip alaninda 6nemstgan
argtirmalarda kullanilmaktadir (Amade ve ark., 19839n yillarda 6zellikle stingerlerin
antimikrobiyal, antifungal, antivirltik, antikanserlntikemotaktik, antitiberkiloz, ve
norotoksik etkileri Gzerinde callmaktadir (Muricy ve ark., 1993; Rangel ve ark002;
Monks ve ark., 2002; Chelossi ve ark., 2004).

Sungerlerle ilgili yapilan asairmalar genellikle yurtgl kaynakli cagmalar olup;
fauna argtirmalari, deniz veya laboratuar ortaminda gergéklen kiltir calsmalari ile
antimikrobiyal aktivite cakmalarini icermektedir. Bu ¢amalar bilim insanlari tarafindan
ilgi ile karsilanmakta ve takip edilmektedir. Ulkemizde isengérlerle ilgili yapilan
bilimsel calsmalar daha cok fauna atamasi ve deniz ya da laboratuar ortamlarinda
ylrittlen kultr cakmalari seklindedir. Ulkemizde suingerlerin antimikrobiyaltiakesi

1



BOLUM 1- GIRIS Hasan Mucahit CANAKAY

konusunda, bugine kadar yapgmibirka¢ calma dsinda yeterli cakmaya
rastlanilamanstir.

Turkiye'deki Bazi Deniz Sungerlerinin  Antimikrolaly Aktivitesi konulu tez
calismasi ile Turkiye denizlerinde ygéin ¢ farkli deniz slingerine ait ekstrelerin, patoj
bakteri ve funguslara k@r antimikrobiyal aktivitesi kapsaml bgekilde aratiriimistir.
Bu nedenle bu tez cainasi, siingerlerin antimikrobiyal aktivitesini bedmeye yodnelik,
ulkemizde ilk kez yapilan bir tez ¢cginasi olup, 6zgun bir ¢caina nitelgi tasimaktadir.

Ulkemizin ¢ tarafinin denizlerle cevrili olmasi,enizlerimizdeki siinger tur
cssitlili ginin fazla olmasi, Ulkemiz agisindan cokgdei bir biyolojik zenginliktir. Mevcut
bilgiler 1s1ginda, stingerlerden elde edilecek antimikrobiyal dederin mikroorganizmalar
Uzerindeki etkileri, kimyasal yapilari ve etki mekanalari argtirilarak; insanlik igin
yararli hale getirilebilir. Antibiyotiklere direngelistirmis mikroorganizmalara ve g#i
hastaliklara kar yeni ilaclarin gektirilmesi amaciyla kullanilabilir.



BOLUM 2- ONCEKI CALISMALAR Hasan ®hhit CANAKAY

BOLUM 2
ONCEKI CALI SMALAR

Bir ¢cok deniz canlisinin  kendi patojenlerine gkar kendilerini korumak icin
antimikrobiyal maddeler ve farkh biikler Urettikleri bilinmektedir. Bu nedenle
potansiyel bir kaynak olarak kabul edilebilirlerglleh ve ark., 2010).

Sungerlerin Urettikleri bu sekonder metabolitlerk ¢gssitlidir, ayrica bunlari
rakiplere ve istilacilara k@rsavunma araci olarak kullandiklarina dair karatlgeratiirde
rastlanabilmektedir (Pawlik ve ark., 1995).

Sungerlerin Uretfi sekonder metabolitlere yonelik amamalarda bu bilgklerin
sungerlerin metabolizmalarina yonelik oynadiklasllerin diinda canlinin bulundiu
cevreye yonelik stratejilerinde de aktif olduklanlaiimistir (Belarbi ve ark., 2003).

Guvenli ve etkili antimikrobiyal ila¢ gstirme calsmalari gecgiimiz 70 yilda
tipta devrim vyaratti. Ancak, antibiyotiklerin yaygikullanimi, antibiyoge direncli
patojenlerin ortaya c¢ikmasini swé&k etmistir. Bu gelsme, genellikle ilag direnci
gelistiren insan patojenlerine kar kullanilan yeni antibiyotikler gediirme ihtiyacini
dogurmuwstur (Qaralleh ve ark., 2010).

2.1. Sungerlerin Tanimi ve Genel Ozelligi

Sungerler (Porifera), yakjk 500-600 milyon yil dnce Paleozoik zamandasmius
cok hucreli, ilkel canlilardir (Demirsoy, 2005). me sungerleri, belirli organlarinin
bulunmaysi ve hareket yeteneklerinin olmaynedeniyle uzun sire bitkisel canlilar olarak
kabul edilmglerdir. Ancak Aristo bunlarin hayvanlar aleminddalmlecesini belirtmis ve
1765 yilinda J. Ellis’in sungerlerin su akimi meydagetirdgini ve bu esnada vicut
yuzeyinde kasiimalarin ojtugunu gozleyerek bunlarin hayvanlar aleminde yer aima
gerektgi bulgusuyla bu fikir dgrulanmstir (Katgzan ve ark., 1991).

Deniz sungerleri desik arsstiricilar tarafindan uzun sire Coelenterata grubund
gosterilmi ise de 1816 yilinda agarmaci Blainville tarafindan Spongiaria grubu alar
ayrica siniflandiriinglardir (Karapinar, 1964).

Sungerler latince "delik" anlamina gelen "porusfirkesi ile "taggimak” anlamina
gelen “ferre" kelimelerinin birkemesi ile "Porifera” (Delikliler) olarak adlandmistir.
Sungerlerin ginimuzde gecerli olan adi Porifemiliskez Grant tarafindan 1836 yilinda
kullaniimistir (Katgzgan ve ark., 1991).

Sungerlerin pek go denizde ygamakla birlikte, tath suda yayan tdrleri de
bulunmaktadir ( Demirsoy, 2005). Gunumuzde 8.006t aiinger tlrl tanimlangtir
ancak gercek sayilarinin bunun iki kati kadar gldtahmin edilmektedir (Hooper ve Van
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BOLUM 2- ONCEKI CALISMALAR Hasan ®hhit CANAKAY

Soest 2002). Yakiak 15.000 sunger turt, deniz ortamlarinda bu tiirlsadece % 1'i tath
sularda ygamaktadir (Belarbi ve ark., 2003).

Sungerler antik gdardan beri insanlar tarafindan kullaniimaktadioniéros ve
Aristo’nun eserlerinde stingerlerden s6z edilmekideski Yunanhlar tarafindan temizlik
islerinde kullanildgl gibi,  zirhlarin ve ndferlerin igini astarlamak amaciyla da
kullanildigi bilinmektedir. Sdngerlerin ticari amacla kullgniise M.O. 283- 247
yillarinda Blyukiskender zamaninda gorilmektedir (Katave ark., 1991).

Insanlar tarafindan kullanilan ve ticarette “denimgeri’ adiyla jlem goéren
malzeme, bu hayvanlarin bazi tirlerinin kendilerizgi sponjin denilen bir tlr keratin
yapisindaki lifsi ic iskeletleridir (Galtsoff, 19R0Dolayisiyla, i¢ iskeletleri ggam ve
esnek sponjin liflerden ojan deniz sitngerleri "Ticari Deniz Singerleri" vekaca
"Ticari Sungerler” olarak adlandiriimaktadir (Vastel1985). Ticari stiingerlerin iskeletleri
sponjin adi verilen kollojen bir yapidan efustur. Bu cins siingerler denizlerin ilk 100
metreye kadar olan derigindeki diplerde ygun olarak bulunurlar (Kagan ve ark.,
1991).

2.2. Suingerlerin Morfolojik Ozellikleri

Tath sularda ygayan tirleri de bulunmakla birlikte stngerlerin Grie bolimu
denizlerde ygar. Bilinen 8000 turden yalnizca 150 tanesi tailasla yaamaktadirlar.
Sungerler bilinen her tirli deniz ekosistemindetugubdélgelerinden, 1hman ve tropik
denizlere kadar var olabilmeyi g@mmslardir. Denizlerde ygyan sungerler kendilerini
kaya, mercan resifi ve gifli kabuklular Gizerine sabitleyerek gamaktadir, kumul ve cakil
alanlarda da bazi turlerine rastlanmaktadir. Sdegbr kendilerini sabitlemeyi tercih
etmeyen bazi drnekler bulunmakla birlikte, bu duraltukca nadirdir (Hooper ve Van
Soest, 2002).

Sungerlerin dy gortinigleri oldukca dgiskendir; hatta ayni tdrler icerisinde bile
morfolojik farkhliklar goérilebilir (Hooper ve Varsoest, 2002). Bununla birlikte kupa,
kadeh ve vazaeklinde diuzenli olabildikleri gibigekilsiz veya gac dallar gibi ya da
kayalik vs. yuzeyleri orten kabuk biciminde olanlda vardir. Boylari ¢cok ggsken olup
birkag mm. ile 2 m. arasindag@gebilir. Renkleri ise mavi, yd, sari, kirmizi, kahverengi,
kirli beyaz, gri, siyah vs... olabilir (Kagan ve ark., 1991).

2.3. Sungerlerin Anatomik Ozellikleri

Basit bir stnger, su kipuni andirir. Su kipungre &ismina tekabul eden ve
Oskulum adi verilen bir aciklik vardir. Oskulum aydipin ici gibi bir bgluga acilir. Bu
bosluga “Gastral beluk” adi verilir ve oskulum vasitasiylasdr atilir. Stingerlerin vicut
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ceperinde ¢ok sayida gozenek bulunur, bu gozereekl®or ” adi verilir. Porlar oldukca
dizensiz sekilde da&ilmiglardir. Porlar ve gastral klok arasinda kanallar yer alir.
Porlardan giren ve oskulumdan cikan daimi su akigastral bglugu cevreleyen

“Koanosit” denilen yakali kamgili hiucrelerin kanagihin hareketi ile gganir. Stnger

viicudunun kalin olan ¢eperi 3 farkli tabakadarmolugtur. Bunlar;

1- Dermal tabaka, 2- Gastral tabaka, 3- Ara tabaK&atasan ve ark., 1991).

Dermal tabaka pinakosit adi verilen, birbirlea temas halinde bulunan yasgnas
ve etraflari ince bir kutikula ile cevrili hiicretlen olymus bir epitel tabakadir. Bu
tabakanin hicreleri arasinda porlar bulunur (Eatave ark., 1991).

Gastral tabaka gastral ¢hagu tamamen cevreleyen bir tabaka olup, yakall kamcil
hiicrelerden olgmustur. Yaka c¢ok sayida mikrovillistin bir araya gelmdsn olgur.
Kamcl bu yakanin icinden cikar. Oskulumdan atilapus miktari koanosit hicrelerinin
sayisina bglidir. Ayrica koanositler yakali kamcili hicrelatdiSu ile gelen besin
partiktlleri ve 0zellikle bakteriler yakanin kaidede bulunan bir sitoplazma bdolgesiyle
yutulur. Koanosit hiicrelerinde sindirim vakuollele bir tek bagaltim vakuoll bulunur
(Katagan ve ark., 1991).

Ara tabaka (mesoglea skleroblast) porosit, amplias ve sinir hiicreleri gibi farkli
bir cok hiicre tipinden okmaktadir (Katgan ve ark., 1991).

Ara tabakay! olgturan htcrelerin yapisi ve 6zelliklegagida belirtiimitir.

Porositler, bunlar pinokositlerden turegmyuvarlak hicrelerdir (Kag@an ve ark.,
1991). Amibositler, koanositlerden tureniarkli hicrelerdir. Bazilari gastral tabakadan
ayrilarak farkhlamis ve sindirimden sorumlu olan koanosit hicrelerBiger bir bolimu
ise kollemitler olup, jelatinimsi bir ara maddegédrlar. Kollemitlerin bazilari embriyoner
ozellikteki geng hucrelerdir ve ghr tim hucreler bunlardan glurlar. Orngin arkeositler
uremeden sorumlu hicrelerdir (Kgsam ve ark., 1991).

Skleroblastlar pinokositlerden olgan spikil salgilayici hicrelerdir. Ptabakadan
gelen Uc¢ pinokosit hicresi ortalarindan biglbk birakacaksekilde bir araya gelirler ve
merkez kalker salgilarlar; boylece spikil luve daha sonra her bir hiicre biri kaidede
biri de ucta olmak Uzere ikiye bolunur. Kaidedewcteler spikul kollarinin kalinganasini,
uctakiler ise uzamasini@arlar (Katazan ve ark., 1991).

Kas hcreleri (Miyositler) ve sinir hicreledgu hiicreler bazi siingerlerde ortaya
konulmutur bununla birlikte bu sinir hicreleri strekli bhirliktelik olusturmazlar
(Vacelet 1975; Bergquist 1978; Kgtm ve ark., 1991)Sekil 2.1."de siinger morfolojisi
gorilmektedir.
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Su — oscolum

merkezi siinger
bosluk duvan

b spikl

N cekirdek

vaka |
|

amibosit

hiicre

a. Aplysina fistularis
San tiip siinger

b.Siinger vapisi ve

organizasyonu kamgr
fibrilleri koanosit

Sekil 2.1.Genel stinger morfolojisi.
(http://www.biologyjunction.com/sponges__cnidariaotes bl.htminternet adresinden

alinarak dizenlenntir.

2.4. Sungerlerdeiskelet ve Kanal Sistemleri

Sunger iskeleti mezofiterisinde yer alan ufalgne seklindeki silika ya da kalsiyum
karbonattan meydana gelen, spikillerdésur. Bu yapilar igyapi iskele malzemesi olarak
davranirlar ancak koruma amacl olarak da fonksigonirler. Bazi suingerlerde iskelet
kollajen materyalden ibaret spongin liflerindefusmaktadir ve bu yapilar birgok ticari
sungerde gorilmektedir. Spiklller skleroblast higeréarafindan olgturulurlar (Vacelet,
1975; Bergquist, 1978).

Spikuller monakson (tek eksenli), diakson (iki eMge triakson (U¢ eksenli ) ve
tetrakson (dort eksenli) olabilir (Kaian ve ark., 1991). Gili siinger spikulleri ve iskelet
yapilari Sekil 2.2." de gorilmektedirSpongia officinalise ait spongin iskelet yapisinin
elektron mikroskobundaki gorunttusgekil 2.3.'te gortlmektedir.
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Sekil 2.2. Caitli singer spikulleri ve iskelet yapilari (Ereslsby, 2010).

Sekil 2.3. Spongia officinalise ait spongin iskelet yapisinin elektron mikrdskndaki
gorintisi. Olgek cizgisi 200um (Ereskovsky, 2010).
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2.5. Suinger Tipleri (Kanal Sistemleri)
Sungerlerde; akson, sikon, I6kon ve ibite olmak Gzere 4 tip stnger tipi vardir.

Sekil 2.4.'te kanal sistemlerine gére stinger tiptgiriimektedir.

a j}f\ﬁa b m(ﬁ
] \ <

Sekil 2.4. Kanal sistemlerine gore siinger tipleyaskon b)sikon c)silleibid d)I6kon
at atrium,cc choanocyte chamberd choanodermegcexhalant canal¢ inhalant canal,
o ostium,oc osculum (Ereskovsky, 2010)

2.6. Sinir Sistemi ve Duyu Organlari
Son zamanlarda gerekk ve elektron mikroskobunda yapilan gézlemlerggse
histokimyasal incelemeler slingerlerde integrasy@miréel dizenleme) sisteminin
varhgini kanitlamgtir. Tepkiler lokaldir ve sinir hicresi olarak kdbedilen hicreler 5-
hidroksi-triptamin, adrenalin, noradrenalin, monaaoksidaz, asetilkolin esteraz veya
norosekretinler icerir. Transmitterlerin ameboyitchkelerle taindigi distindlmektedir.
Sungerlerde duyu organi saptanngan(Demirsoy, 2005).

2.7. Sungerlerde Ureme
Sungerlerde Uremaeyli ve geysiz olmak Uzere gekilde gorilmektedir (Bergquist,
1978; Vacelet, 1985).
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2.7.1. Keysiz Ureme

Sungerlerdeki gysiz Ureme sekillerinden biri  tomurcuklanma olup, g
tomurcuklanma ve i¢ tomurcuklanma olarak ikiyeilyrDis tomurcuklanmada arkeosit
hlcreler stingerin ylizeyine akin ederek burada gmpplyeni bir kitle olgtururlar ve anne
sungerden ayrilirlar. Herhangi bir yere tutunaneasditler farklilgarak yeni bir stinger
bireyi olustururlar. I¢ tomurcuklanmaya ise tatlisu siingerlerinde rastlafazin sonunda
ortam sartlari bozuldgunda sungerler “Gemmula” adi verilen yapilar glururlar.
Gemmulalar arkeositlerin gon bir sekilde bir araya gelmesiyle glur ve bir kabuk
salgilarlar. Kabuk iki tabakal kitinsi bir yapiug, bunlarin arasindaki skleroblastlar,
amfidisklerden olgan bir iskelet meydana getirirler (Vacelet 1975;rd8giist 1978;
Katagan ve ark., 1991).

IIkbaharda uygun ortam kallarinin gelmesi ile gemmulalarin igindekilesa atilir
ve arkeositler yeniden bolinup farkkdaak, farkli hiicreleri oktururlar. Ezer gemmulalar
anne sungerin iskeletini terk edemesei bu iskeletle kaywalar. Son vyillarda,
gemmulalarin zor durumda kaldiklarinda (besin &g, 1s1 deisimi gibi) in vitro
kosullarda bazi deniz siingerlerinde destigu fark edilmitir (Vacelet 1975; Bergquist
1978; Katgan ve ark., 1991).

Bazi sunger agarma gruplart bu yapilarin biyoteknolojik potaredigri
olabilecgini diusiinmektedir ve bu yapilardan laboratuar ortamindiskia suingerler
uretilmesi cajmalari devam etmektedir (Vacelet, 1975; Bergqug7,8).

Sungerlerde izlenen bir g@r eeysiz Ureme sekli rejenerasyondur. Bir suingerin
herhangi bir bélimu yaralanirsa veya koparsa, mikeolim hemen sunger tarafindan
onarilarak tamamlanir. Pargcalagmbolumler ameoboid htcrelerin faaliyeti sonucu
kendilerini tamamlayarak yayayava biylr ve yeni bir singer caftwrurlar. Kopan
parcanin gegerek yeniden tam bir stinger haline gelmesi mimKdogo gibi, ince bir
ipek kumala bir stiinger parcasinin sgirilmasi suretiyle sizdirilarak su icine gan
hiicreler tekrar bir araya gelerek yeni bir siindestarabilirler. Bu olay ilk olarak Wilson
(1907) tarafindan fark edilgive stinger yegtiriimesinde kullaniimgtir (Katgzan ve ark.,
1991).
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2.7.2. Beyli Ureme

Sungerler yumurta ve sperm hiicreleri verergdysel olarak da galirlar. Gametler
amibosit ve koanositlerden glwr. Bazi sungerler hem erkek hem dei djamet
olustururlar. Bu tip sungerler hermafrodit (bir bireydeift cinsiyet bulunduran)
hayvanlardir. Dier turler ayri geylidir ve bunlara "Gonokorik Hayvanlar" denir (l&gan
ve ark., 1991).

Sungerlerde gametler vicudun herhangi bir yerinésaglea icinde koanosit veya
embriyo hucrelerinden ojan arkeositlerden bkyarak cg@alirlar. Sidngerlerde
embriyonik gelme gruplara gore oldukca farkhdir. Birkag tlr yutalarini dgari biraksa
da, genellikle oskulumdan séri cikarak serbest kalir. Larva kamg¢i dnde olmakréi
serbest olarak suda birka¢ saat ylzer ve dibe Diate kamcili boliminden kendini
zemine sabitler. Sabitlenmenin ardindan endodehiideeler ektoderm hucrelerinin altina
gOc ederler ve mesoglea tasta olustururlar. iki tabaka arasindaki graniler maddenin,
porlarin ve oskulumlarin ojmasi ve iskelet spikillerinin salgilanmasi ile smg
gelisimini tamamlayarak genc bir siinger halini alir (&lat, 1975; Bergquist, 1978).

2.8. Siingerlerde Beslenme, Davrasive Diger Canlilarla iliskileri

Gastral tabakada yer alan koanosit hiicrelerin kdragketleriyle yaratilan su akimi
sayesinde su, kanal sistemini d@lak oksijen ve besin partikullerinista Singerlerde
solunum dgtan oOrtt hicreleri, icten yakali kamgi hicrelenieut ici hicreleri tarafindan
saglanir. Amibositler oksijeni mesoglea iginde vicuddrer tarafina datirlar ve
karbondioksiti dyariya verirler. Solunum tamamen hicre solunugellinde gelgir.
Sungerler filtre ettikleri suyun iginde yer alanckik partikillerle beslenirler (Kagan ve
ark., 1991).

Sungerler 0,1um-50um arasindaki tim organik pdkti#é herhangi bir secim
yapmadan kolaylikla beslenebilirler (fitoplanktdweterotrofik bakteri, heterotrofik tkaryot
ve zemindeki organik madde). Stngerlerin buyuk arlrdaki deniz suyunwlemden
gecirebilme ve ihtiyaci olan partikilleri elde edeie yeteneklerinden dolayi, gbr
suispansiyon yoluyla beslenenlere skavlyik bir avantaji oldgu disinulmektedir. Bu
avantajda sungerlerin tropikal resif habitatlahidiesince fakir habitatlarda dominant grup
olarak ygamalarina olanak ghyor (Bergquist, 1978).

Vacelet (1985)'e goére, 10 cm yiukseklikte ve 1 cnpigda bir singer gunlik
ortalama 22 It su filtreleme kapasitesine sahiiilyiik singerler 10 saniyede kendi
hacimleri kadar suyu filtre edebilmektedirléyi giine 15131 alan bolgelerde ise stingerlerin

10



BOLUM 2- ONCEKI CALISMALAR Hasan ®hhit CANAKAY

vicutlarinda bulunan siyanobakterilerin fotosentezlicesinde stinger kendine ekstradan
bir besin sglar. Stingerlerde davraywldukc¢a kisithdir (Katgan ve ark., 1991).

Bazi slingerlerde oskulum ve ostium agikliklari aivda sinir hicreleri bulunsa da,
bunlar higcbir zaman bir sistem gturmazlar. Bu nedenle belli uyarilara cevaplar ¢ok
yavag olmaktadir. Karides ve yengecler gibi bircok cardiinger bgluklarinda
yasamaktadir. Denizyildizi, karides, yengeclerin v@edibazi canlilarin gencg bireylerine
habitat olgturmaktadirlar. Singerlerin 6nemli bir predatoriktyon. Hosa gitmeyen
kokulari ve tatlari yaninda iskeletlerinin spikidiimasi da bunun énemli sebeplerindendir.
Bilinen en temel avcilan deniz salyangozlari venidetawanlarndir (Katagan ve ark.,
1991).

2.9. Sungerlerin Kullanim Alanlari

Dogal deniz sungerleri, cinslerine goére gden farklhiliklarinin yaninda, emme
kabiliyetlerinin yUksekigi, asinmaya ve asitlere kar dayanikh olmasi, su tutma
Ozelliginin fazlalgl, yumwakligl, dasalligl, elastikiyeti ve incefii ile ticari sektorler
tarafindan c¢ok aranan, geli bir ihtiyac maddesidir (Kafgn ve ark., 1991).

Denizin mavi derin sularindan binbir guclukle cikam, temizlenip glenerek
hizmetimize sunulan bu deniz siingerlerinin, kulldg alanlar cinslerine gore ggmekte
ve gecmgten gunumdize suregelmektedir. Antikglgada savg zirhlarini astarlamada ve
canak comlekciler tarafindan toprak kaplarin kiffesinde kullanilan stngerler
guinimuizde cok gexiyelpazede kullanim alani bulmaktadir.

Genel olarak stingerlerin kullanim alanlagag@adaki sekilde sayilabilir:
Bebekler ve yegkinler icin banyo siingeri olarak,
Cilt ve makyaj temizfiinde,
Cerrahi ve optik malzemelerin imalat ve tengiide,

el A

Ev, isyerlerindeki ve otomobillerdeki ince ve nazik yylsgin temizlenmesinde
temizlik malzemesi olarak,

Deri ve ayakkabi sektoriinde, boyasiarinde,

Matbaacilikta, (merdanelerin silinmesi vs.)

ince porselen, seramiigili ginde sir gegirmede,

Burolarda pul stingeri olarak,

© © N o g

Kuma boyamaglemlerinde,

10. Sanayi alaninda silindir gdmleklerinin honlanmdsun

11. Kiremit ve tigla sanayiinde, gaat sektdriinde izolasyon malzemesi olarak,
12. Tibbi ilaglarin Uretiminde hammadde olarak,

11
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13. Ameliyathanelerde kan emici 6zgllnedeniyle tampon malzemesi olarak,

14. Litogratlarda,

15. Resim yapiminda ve boyacilikta,

16. Kuyumculukta ve gumggiltk sektoriinde buyuk olctide kullaniimaktadir.

17. Akvaryumlardaki baliklarinizin yavru yaalr,

18. Filtre amach kullaniimaktadir.

19. Gunumizde  dekorasyon ve silsyasi olarak singerler buylk 6lctde
kullaniimaktadir.

Son yillarda batlncul deniz ygiricili gini gelistirme calsmalarinda temizleyici
bilesen olarak sungerler de yer almayglamistir. Denizlerdeki yluzer kafeslerde gumn
balik yetktirilen tesislerden yayilan yoin organik agin, tesis cevresinde ygirilecek
suingerler tarafindan geri dagiirilebilecegi 6ngortlmektedir (Katgan ve ark.,1991).

2.10. Ticari Degeri Olan Sunger Caitleri

Katagan ve ark. (1991)'a gore gunumuizde 5000 civarindgsger turt bilinmekte,
bunlardan sadece 10 kadari az veya cok ticari Ongath@otir. Bunlarin da 6nemli bir
boliumu Demospongia sinifinin Dictyoceradita ordasdahil Spongiidae familyasinda yer
alir. Bu suingerler icinde Spongia ve Hippospomgaauslari oldukca sik ve esnek spongin
ag! olusturmalari nedeniyle kullanima c¢ok elwgidirler. Bu cins suingerler sicak ve iliman
denizlerin sahilden itibaren 100 metre degalikadar olan diplerinde yawlgosterirler.

Yapilan aragtirmalara gore Turkiye denizlerinde ekonomikgele olan ve dinya
ticaretinde kullanilan stinger tirleri Cizelge . verilmitir (Katagan ve ark., 1991).

Cizelge 2.1. Turkiye denizlerinde bulunan ticamgeérler (Katgan ve ark., 1991)

. . Alt Tar

CinsIsmi  Tur Ismi Ismi Uluslarasi Turkge

(Genus)  (Species) (Subspecies) Ismi Ismi
Hippospongiacommunis Honey comb Kaba, Bal Pgte
Spongiz officinalis  adriatica  Turkey toilet Turk Banyo Siinge
Spongiz officinalis mollissim: Turkey cup Tark Fincani

Solid Saglam Siunger
Ipek Siinge

Spongiz agaricine Elephant et Fil Kulagi
Spongiz Zimocci Turkey zimocce  Kahverengi Turk Stnget

12
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2.11. Siingerlerile Yapilan Onceki Calsmalar

Yapilan literattr taramasinda; deniz singerlenlgd yapilan yerli ve yabanci ¢gh
malarin buyik ¢gunlugu stinger faunasinin tanimlanmasi, stungesty@tili gi ve kulttr
calismalar Uzerine oldgu gorilmektedir.

Deniz canhlarindan yeni etken maddelezmlasyonu, tedavi ve ekonomik agidan
degerlendirilmeleri ile ilgili calsmalar, Avrupa Ulkelerinde son elli yildir sirmesireeson
yillarda hizli bir bigcimde artmasina graen, ulkemizde deniz kaynaklh gl Grlnler
hakkindaki bu tir cagmalara son yillarda rastlaniimaktadir.

Sungerlerin ikincil metabolitlerinin gdstergnoldugu, antiviral, antimikrobiyal ve
antitimor ozellikleri ve terapétik ilag olarak kafilabilme potansiyelleri, Avrupa’da ve
dinyada bir¢ok bilim adaminin ve biyoteknoloji galerinin artan ilgisini cekmektedir ve
bu nedenle de bilim cevreleri tarafindan en coksgah deniz canlisidirlar. Stingerler pek
cok alanda kullaniimakla beraber 6zellikle tibbiydieknolojide ve endistriyel
biyoteknolojide oldukca yaygin olarak kullaniimaditia (Hooper ve Van Soest, 2000).
Sungerlerden elde edilen, ila¢ piyasasinda ve kiid@neme gamalarinda olan biyoaktif
artnler Cizelge 2.2.’de gorulmektedir.

Cizelge 2.2. Sungerlerden elde edilen, ila¢ piyasksve klinik denemesamalarinda olan
biyoaktif Grtnler (Thakur ve Miller, 2004)

Bilesikler Uygulama Alani Klinik Faz
Ara-A Antiviral Kullanimda
Ara-C Antikanser Kullanimda
, Molektler Probe:
Manoalide Fosfolipaz A2 inhibitor Kullanimda
, Antienflamatuar/ .-
IPL512602 (Steroid) Astim Klinik Faz Il
Manoalide Antienflamatuar Klinik Faz |
Sedef
KRN 700( : .
(a-Galactosylceramide) Antikanser Klinik Faz |
LAF389
(Aminoasit turevi) Antikanser Klinik Faz |
Discodermolide (Polyketide) Antikanser Klinik Faz 1
HTI1286 (Tripeptid) Antikanser Klinik Faz |

13



BOLUM 2- ONCEKI CALISMALAR Hasan ®hhit CANAKAY

Yalgin (2007), tarafindan Ulkemiz demiingerleri ile ilgili olarak hazirlanan
derlemedeAxinella cinsi deniz stingerinin biyolojik aktiviteleri in@xmg olup yaklgik
20 tarle tum dunyada yawligosterenAxinella cinsi sungerlerin bromlu big&ler,
siklopeptidler, polieterler, steroller ve terpenlgibi desisik sekonder metabolitlerin
kayna oldugu ifade edilmgtir. Bu derlemedeAxinella cinsi ve icerdgi bazi maddeler,
antimikrobiyal, sitotoksik, antienflamatuvar ve iaksidan aktiviteler gibi biyolojik
aktiviteleri acisindan da ele alirgtr.

Tademir ve ark. (2007) yayinladiklart bir makaledegelas oroides Turk
suingerinden elde edilen enoyl rediktaz enzimiiasmodium falciparum, Mycobacterium
tuberculosisve Escherichia coliizerindeki inhibe edici 6zefli aciklanmaktadir.

Ergene (2009) tarafindan “Deniz Singémiden Sarcotragus spinulosis
Biyoaktif Etken Maddelerininizolasyonu ve Yapi Tayini” konulu yiiksek lisansitee
Gokalp (2006) “Dg@u Akdeniz-Ege Sungerlerinden (Porifera) Secilen |8riir
Incelenmesi, Bu Canlilardaki Kollajen Tip Il, IV \Btegrin 1 Proteinlerinin Varlginin
Immiino-histokimyasal ve Molekiller Genetik Duzeydeasfiriimasi” konulu yiksek
lisans tezlerinin yapilg tespit edilmgtir.

Ulkemizde deniz siingerlerinin antimikraddiyaktivitesi ile ilgili herhangi bir tez
calismasi ile kagilasiimamstir. Bu nedenle Turkiye'deki Bazi Deniz Sungerlérin
Antimikrobiyal Aktivitesi konulu tez cajmasi, deniz  siungerlerinin antimikrobiyal
aktivitesi konusunda ulkemizde yapilan ilk yukdislans tezi olmasi nedeniyle 6zgun ve
onemli bir calgmadir.

2.11.1. Sungerlerde Antimikrobiyal Aktivite Calismalari

Amade ve ark. (1982) yayinladiklar bir makaledarisiz Polinezyasi ve Brittany
kiyisindan (Fransa) toplanan deniz sungerlerindenan érnekler Gzerinde antibakteriyel
ve antifungal aktivite icin asdirmalar yapmglardir. Stnger 6érneklerindeHomaxinella
trachys,Hyrtios eubamma, Verongia aeropho@Phakellia ventilabrunve Dendrilla sp.
incelenmgtir. Biyoaktivite Dendrilla sp yogunlasmis durumda tespit edilrglir. H.
eubamma siingerinde antibakteriyel ve antifungal aktividaliyetinden sorumlu bikgk
puupehenone olarak tespit ediftiri P. ventilabrum siingerinde ise yeni sesquiterpenoid
isonitrile’den kaynaklanmaktadir.

Amade ve ark. (1987) yilinda yayinladiklariska bir makalede; 1983 yilinda
Akdeniz Fransiz kiyillarinda toplanan deniz sungaekleri antibakteriyel ve antifungal
aktiviteleri icin test edilmitir. 28 Demosponges sunger turl tzerinde yapilagngalarda
mikroorganizmalar besinifa ayrilmg ve incelenmitir. Stinger ekstraktlari (5 Gram pozitif
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ve 5 Gram-negatif terrestrial bakteri, 10 deniztbaki, 15 insan patojenik mantar ve 5
patojen maya)ya  kar antimikrobiyal aktivite dglimi bildirilmektedir. Singer
ekstraktlarinin ~ ¢ayjmada kullanilan ~ Gram-pozitif bakterilere karantibakteriyel
aktivitesi (% 77) Gram-negatif bakterilere af% 53) oraninda gorulmgtur. Deniz
bakterileri ve mayalara kgrantimikrobiyal faaliyet daha az ve frekansi (%) 3dir.
Calsmada kullanilan singer Orneklerinden, yapisindabisgiotik bakterileri buyuk
miktarda ihtiva edenler singerlerin daha zayif lintifungal etkinlik gosterdi
bildirilmektedir.

Antarktik stingerlerin antibiyotik faaliyetleri inmmis ve stinger 6zlerinin Gram
pozitif bakterilere % 100 buydme inhibisyonuslsaigi, Gram negatif bakterilerde ise
% 47 oraninda bir veya daha fazla bakteriye etldrek, biylime inhibisyonuna neden
oldugu tespit edilmgtir (Mcclintocki ve Gauthier, 1992).

Guneybati Atlantik § deniz sularinda bulunan deniz singerlerinin aRtiobiyal
aktivitesi aciklanmaktadir. Agsarmada 21 sidnger tari  galmis 9 singer turinde
(Monanchora arbusculaTedania ignis, Tedania spcf. Arenosclera sp.Amphimedon
viridis, Polymastia janeirensjsAplysina fulva Pseudaxinella lunaechartaye Mycale
arenosa) % 95 oraninda guclu antimikrobiyal aktivite ggiskigi rapor edilmstir. Bu
calismada sunger habitalari ile buyime formu ve antiobkral aktivite arasinda gki
oldugu da belirtiimektedir (Muricy ve ark., 1993).

Ispanya’da (¢ siinger tiri ol&@rumbe crambelrcinia fasciculata ve Spongia
officinalise ait antimikrobiyal aktivite 6zellikleri ile bslingerlerin ylzeylerinde epibiotic
bakterilerin varlgl argtirilmistir. Deniz singerlerinin antimikrobiyal aktivitede siinger
yuzeylerinde bulunan deniz bakterileri arasindaswiekasyon incelenngiir (Becerro ve
ark., 1994).

Karayip sungerlerinden 33 siUnger ture ait O6zUtleenid bakterine kar
antimikrobiyal aktivite  bakimindan incelengnisiingerlerin antimikrobiyal aktivite
gosterdgi yapilan cakmalarla tespit edilngtir. Biyoessey sonuclarina gore 16 stnger
turinden elde edilen siinger ekstrelerinin test oofganizmalarina kar % 48 oraninda
antimikrobiyal aktivite sergiledi, nekrotik siinger dokularindan elde edilen ekstos
dahi mikroorganizmalara kar% 40 oraninda inhibisyon gerceftigi tespit edilmgtir
(Rochelle ve ark., 1999).

Hentschel ve ark. (2001) yaptiklari bir gramada Akdeniz'den toplanan deniz
suingerleriAplysina aerophobae Aplysinacavernicola’ya ait antimikrobiyal aktiviteler
ile bu deniz stingerleri ile simbiyont ggyan bakterilerin izole edilmesi bildiriimektedir.
Aplysina aerophobave Aplysina cavernicola stingerlerinden elde edilen 27 izolat 16S
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rDNA Kkarsilastirmali analizleri ile 8 filogenetik gruba ayrilgtr. Stingerlerden elde edilen
ekstraktlar 238 mikroorganizma ssu Uzerinde denenmive 6zellikle 27 sy Uzerinde
oldukca etkili antimikrobiyal aktivite sergiledikietespit edilmgtir.

Hindistan’'nin  Mannar Korfezi'nden toplanan deniingerlerinin cgtli patojen
bakterilere kan antibakteriyel etkinfii aragtirlmistir. 102 bakteriye kar standart
prosedurler ile antimikrobiyal aktivite atailmis ve Psammapfysilla purpureaiinger
turinden elde edilen ekstrakt test mikroorganiama& kagi olaganistl antibakteriyel
faaliyet gosterngtir. Bu stinger ekstresinin patojenischerichia colibakterisine kag
antimikrobiyal ilag  Uretiminin  artinlmasi icin  Kahimi  dunulmektedir
(Kanagasabhapathy ve ark., 2004).

Thakur ve Miller (2004) yilinda yayinladiklar1 bitakalede denizlerde gayan
canlilari inceleyen bilim adamlarinin 20. ytuzylld@8000’den fazla biyoaktif molekl
kesfettigi aciklamaktadir. Ozellikle siingerlerden elde editekonder metabolitlerin ve
aktif farmakolojik bilgiklerin ginimuizde yeni antibakteriyal, antifungalntitimoral
Ozellige sahip yeni ilaglarin gstirilmesinde c¢ok o6nemli bir role sahip olgiu
belirtiimektedirler.

Rifai ve ark. (2005) tarafindan yayinlanan biakalede Fas'in Atlantik
kiyilarindan ve Tayland Koérfezi'nden toplanan aeniz stingeri kloroform ile ekstreleri
citkarilms ve dort bakteri emantar tiriine kar disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal
aktiviteleri belirlenmgtir. Stinger ekstrelerinin test edilen bakteri veag birine kagi %
50 antimikrobiyal aktivite gOstergi, fungus sslarina ise sadece % 20 antifungal aktivite
gosterdgi tespit edilmgtir.

Guney Dgu Hindistan kiyilarinda, Mannar Korfez bdlgesindeticorin sahilinde
bulunan kapali su kiyilarinda, doért stuinger turUriEchinodictyum sp., Spongia sp.,
Sigmadocia fibulatus ve Mycale mannarepsastimikrobiyal aktivite gosterdi ve bu
suingerlerden yetmibes deniz bakterisi izole edildi bildirilmektedir (Anand ve ark.,
2006).

Deniz slngerlerinin bakterilerden Bacillus subtilis, Escherichia coli, Vibrio
parahaemolyticuve Vibrio harveyive bir fungal patojen ola@andida albican'sa kari
antimikrobiyal aktivite gosterdi tesbit edilmgtir. Calsmada ayrica Filogenetik
karsilastirmall analizler de vyapilarak, bakterilerin 168NA dizisi analizleri de
karsilastiriimistir (Anand ve ark., 2006).

Touati ve ark. (2007) yaptiklari bir atemada Akdeniz kiyisinda Tunus (Manastir)’
dan toplanan yedi deniz stingerlerine ait ekdt@aketil asetat ile deniz stingerlerinden
izole edilmg, sekiz patojenik insan bakterisine ¢aagar disk difiizyon yontemi ile test
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edilmistir. Sonug olarak stngerlerin % 90’ inda en azBaikteri tirtine kgr 6nemli bir
antibakteriyel faaliyet tespit edilgtir.

Bharat ve ark. (2007) Hindistan’in Guneybati sehifiden Hint Okyanusunda Cape
Comorin sg kayalik resiflerinden topladiklari 17 stnger tigtait 6rnekleri metanol-
toluen ile ekstrakte ederek antimikrobiyal aktivitalsmasi yapnsglardir. Yapilan
calismada toplanan tim singer turlerinde gram pozéifgram negatif bakterilere kar
orta diizeyde antimikrobiyal aktivite tespit edigtimi .

Bharat ve ark. (2007) gram negatif bakterilereskaiinger ekstreleri % 100 buyime
inhibisyon olygtururken, bir veya daha fazla gram pozitif bakezelkagl % 47 inhibisyon
olustugu tespit edilmgtir. Antimikrobiyal aktivite gram negatif bakterile kagl daha
yaygin iken gram pozitif bakterilere kadaha az okmaktadir.

Ozellikle iki stinger turinde gram pozitif bakterg kagi glcli antimikrobiyal
aktivite go6zlenmitir. Bunlar Latrunculia apicalis ve Haliclona sp. stingerlerinden
elde edilen ekstraklarda tespit edgtiii Bu subtropikal bdlgede yeg&n deniz
suingerlerinde antimikrobiyal aktivite kutup bolge$e bulunan stingere gére daha yaygin
oldugu ve daha guclu olgw gorilmigttr ( Bharat ve ark., 2007).

Filipinler Mactan Adasi, Cebu, kapali deniz suldan dokuz stinger tirt toplarsmi
ve antimikrobiyal aktivite 6zelli standart disk diftizyon yontemi kullanarak @ginalmistir.
Bir Gram pozitif, iki Gram negatif bakteri ve mardakagl etkinlik argtiriimasi
yapiimstir. Dokuz silnger arasinda, sadettaliclona sp ve lIrcinia sp. turleri
Pseudomonas aerugings8acillus subtilis, Escherichia coliye kagi antimikrobiyal
aktivite gostermitir. Haliclona sp.inhibitor etkinligi, B. subtilis, E. colve P. Aeruginosa
ya kasl! sirasiyla 24,0 mm, 16,5 mm, 21,0 mm, @dlurcinia sp. ekstresi ise 23,0 mm,
11,5 mm, 15,5 mm, zon tespit ediktm. Ircinia sp. ekstrakti,E. coli ‘ye kagl minimum
inhibitor konsantrasyonu (M) 3.9 mg / ml,B. subtilisve P. aeruginosiya kari olarak
7,8 mg / ml tespit edilngiir. Haliclona sp.ekstrakti kullanilarak NK, E. coli ve P.
aeruginosaturlerine kagi 0,8 mg / ml,B. subtilisbaktersine kar ise 1,6 mg / ml tespit
edilmistir (Pangan ve ark2007).

Kolombiya Karayip bdlgesi, Uraba Korfez resifladen toplanan 24 stinger tirlerine
ait Ozlerde in vitro antimikrobiyal taramasi yapstir. Bu calsma Staphylococcus
aureus ATCC 25923 veEscherichia coliATCC 25922) bakteri ve mayaCéndida
albicans ATCC 10231) sslarina kagi yurutalmistar. Ug farkli polariteli (metanol,
kloroform ve n-hekzan) co6zlcller ile elde edilem slinger 6z disk diftizyon yontemi ile
degerlendirilmistir. On dokuz tir stinger 6ziutinde bazi test mikganizmalarina kar
(% 80) antimikrobiyal aktivite gosterglibildirilmi stir ( Galeano ve Martinez , 2007).
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Gandhimathi ve ark. (2008)’'de Hindistan'in Bendé&brfezi sahilinden toplanan 26
deniz stingerinde patojen bakteri ve mantarlars katimikrobiyal etkili endosimbiyotik
aktinomiset sgu izole etmgler ve bunlara ait antimikrobiyal aktivite gahasi yapmy+
lardir. Deniz sungerlerinden agar ortamda ietlikleri aktinomisetlerden kaltir ortami-
na alinan mikrobiyal simbiyont Callyspongiafdda ile ilgkili olarak, Ozellikle insan
patojenlerinin  buylimesine kar% 38,46 oraninda antimikrobiyal aktivite seegiBi
tespit edilmgtir.

Lutta ve ark. (2008) tarafindan Kenya’nin Mombsgelarindeki Balik¢ilik Argtirma
Enstitisii ve ingiliz Kanal'ndan elde edilenAxinella infundibuliformissiinger tirt
Uzerinde ¢ farkll yontemle singer ekstreleri eddderek bu ekstrelerin antimikrobiyal
aktivitesi incelenmitir. Bu argtirmanin sonuglari stingerlerin 6zellikle insan peiterin
blylumesine kar dogal antimikrobiyal triin Ureten kaynaklar ofglunu bize gosterriir.

Iran’da offshore bolge Nay Band Bay, setr, (Fars Korfeziran kiyilar) toplanan
altl siinger tirtine ait stinger 6zleri U¢ farkh g@iz@Metanol, etil asetat ve n-hekzan) ile
elde edilerek, bu stinger 6zlerinin antimikrobiyal antifungal aktiviteleri disk difiizyon
yontemi ile kagilastirilmistir. Ayrica, 6nceki gamada inhibisyon zonu 9 mm’ den fazla
olan sunger Ozlerinin faaliyetleri minimum inHitri konsantrasyonu (iK) ile test
edilerek dgerlendirilmistir. % 83.3 oraninda singerler en az bir bayterikagl
antimikrobiyal aktivite ve % 83.3 oraninda enbézmantarlara kar antifungal aktivite
gostermektedir (Safaeian ve ark., 2009).

Santos ve ark. (2010) yilinda yayinlanan bir makalBrezilya’'da toplanan deniz
sungerlerinin  biyoaktif metabolitler acisindan zengbir kaynak olgturdugu
belirtiimektedir. Toplam dokuz slinger turinden eétBlen ekstraktlarda antimikrobiyal
aktivite argtiriimistir. 16S rRNA kagilastirmali dizi analizi sonuclarina gére 158tn;
antibiyotiklere kag1 guclu direng gosteren gram pozitif ve gram niéghakterilerden 12
swa kagl etkili antimikrobiyal aktivite gosterdikleri bielilmistir. Bu bulgular ile ilaca
direncli bakterilerin neden olgu enfeksiyonlarin tedavisinde, slingerlerden eldé&ered
antimikrobiyal maddelerin, yeni alternatif teddadynaklari gektirmek icin énemli bir
katki sglayaca belirtilmistir.

2.11.2. sungerlerde Antifungal Aktivite Calsmalari

Gaspar ve ark. (2004) yilinda yayinlanan bir medt@ldeniz ortaminda, suingerler
(Porifera’nin) biyolojik aktif ikincil metabolitlen en zengin kaynaklarindan biri olglu
aciklanmaktadir. Deniz sungddidiseus oxeatdiyoaktif metabolitlerin karakterizasyonu
ile potansiyel ilag ve zirai ila¢ uygulamalari illasyon malzemesi olarak kullaniminin
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yaninda ve slungerden elde edilen Curacao ekstseskuiterpenoidler ve antifungal
Ozellik tssiyan curcuphenol ve curcudiol icermektedir.

Fas’in Atlantik kiyilarindan toplananHippospongia communisve Ircinia
variabilis suinger ekstrelerindeCandida tropicalis R2 (bir amfoterisin B ve nistatin
direncgli syu) oldukca yuksek kapasitede inhibe etmesdeniyle umut verici bir
durum olarak ortaya cikgtir. Diger bakteri ve mantarlara kargeng spektrumlu
aktivite belirlenmgtir.  Stnger ekstraktlarinin dért mantar tdrtker! antifungal
faaliyet minimum inhibitor konsantrasyonu i) ve sivi mikrodilisyon yontemi
kullanilarak iki test ortaminda kalastirilarak belirleyerek karakterize edilgtir (Rifai ve
ark.,2005).

Touati ve ark. (2007) yaptiklari bir atemada Akdeniz kiyisinda Tunus (Manastir)’
dan toplanan yedi deniz slingerlerine ait ekd@aketil asetat ile deniz singerlerinden
izole edilmi ve alti insan patojenik mantarina gaagar disk diftizyon yontemi ile test
edilmistir. Singer ekstraktlari % 20 oraninda mantarlagi kantifungal etkinige sahip
oldugu belirtiimektedir. Ozellikle Agelas oroidesve Axinella damicornis siinger
ekstraktlar bakteri buylimesini engellemek icin diekapasitesi nedeniyle oldukca umut
verici oldysu ortaya c¢ikmytir. Bu ¢algmada in vitro antibakteriyel ve antifungal aktivite
ile ilgili olarak elde edilen sonuglar bu aktif neglillerin belirlemek ve saffarmak
amaclyla tamamlayici yeni gtamalarda kullanilmak Uzere umut verici bir gala
oldugu belirtiimektedir.

Lutta ve ark. (2008) tarafindan yayinlanan birkalade Kenya’nin Gulf Uraba
sahilinden  toplanan Axinella infundibuliformis stinger  ekstrelerinden g
kromatografik ve spektroskopik tekniklerle eldeledi saf bilgiklerin antimikrobiyal ve
antifungal aktiviteleri argiriimistir.

Fusetani (2010), “Deniz Omurgasizlarinda AntifuhgReptidler” balkh
makalesinde; karasal ve denizel organizmalariguigigu tarafindan  ribozomal
aminoasit seklinde sentezlenen "antimikrobiyal peptidler MRs) " kullanilarak
bakteriler ve mantarlar da dahil olmak Uzere gdvir yelpazede mikroorganizmalari
inhibe etmek icin kullanilgnni aciklamaktadir. Antimikrobiyal peptidler, ndswsomal
peptit sentetaz adi verilen enzim kompleksleri ftadan sentezlenen 20 aminoasitten
olusan peptidlerdir. AMPs’lerin ggunlugu, hidrofilik ve hidrofobik ylUzeyler iceren
amfifilik ve katyonik yapidadir. Antimikrobiyal péidlerin zar gecirgenii olmaksizin
yuzeylerle temas yetenekleri kusursuzdur. Bu sayadeobiyal membran yapilarinda
bozulmalar yaparak antimikrobiyal aktivite gostekteelir.
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Nonribosomal peptidler genellikle deniz omurgasinda bulunmaktadir. D-amino
asitler ve organik asitler iceren depsipeptidesalak gibi amino asitlerin yani sira
olagandgl amino asitler olgur. Bu peptidler, antimikrobiyal, sitotoksik ve @mzinhibitor
gibi biyolojik faaliyetlerini, ylizey gecirgerlinden sitoplazmik hedeflere harekete kadar
dagilan gens bir yelpazede sergilerler. AMPs deniz omurgasiztia dgustan gelen
bagisiklik mekanizmalarinin birincil bikeninde vardir. Buna ksihik, deniz stingerleri,
hicbir AMPs icermemelerine kgn gucli sitotoksik ve antifungal aktivite
sergilemektedirler. Bu alimadik aminoasitten ofan nonribozomal peptidler iceren
metabolitlerin, bu peptidlerin gnun simbiyotik bakteriyel kokenli olgu kabul edilir.
Ancak bu peptidlerin rolintin tam olarak bilinmgdi aciklamaktadir.

Lakshmi ve ark. (2010) tarafindan yayinlanan finakalede deniz siungeri
Halielona exigua (Krikpatrick) nin  antifungal aktivitesi Uzering/apilan cakma
anlatilmaktadir. Metanolik bolinme ve dort fraksiju ekstraksiyon sonunda, antifungal
aktivite hekzan ve kloroform ile ¢6zinen ekstrakttasaptanmtir. Hem fraksiyonlari ile
kombine edilen bu 6zlerin en dnemli aktif Bilderi saflastiriimistir. Saflatiriimis bilesik,
araguspongin C, bu mantarlara &0 pg/ mL 6zde MIC ile Cryptococcus neoformans,
Sporothrix schenckii, Trichophyton mentagrophyte#spergillus fumigatus kagi umut
verici sonuclar ortaya koygu bildiriimektedir.

Petrosiidae familyasina ait 4 Malezya siunger timlaiitibakteryal ve antifungal
aktivitesi aratirimistir. Genel olarak suinger ekstrelerinin sulu Oziitlerganik 6zitlere
gore daha yuksek verimli bulungtur. Genellikle, tim stngerlerden elde edilen test
ekstreleri antimikrobiyal ve antifungal aktivit@gfermstir. DOrt singerden izole edilen
sulu ekstreleri test slarinin en az birine kar antibakteriyel ve antifungal aktivite
gosterdgi belirtiimistir (Qaralleh ve ark., 2010).

Ozellikle, N. exiguasungerineait Ozitler gucli antimikrobiyal etki gostergtir.
Antibakteriyel ve antifungal aktivite inhibisyon mari sonuclari ayrica M degerleri ile
de kasilastinimistir. N. exiguaantimikrobiyal aktivitesi MK degerlerinde konsantrasyon
0.07 mg / mL gucla mikrobiyal etki gostegdbelirtiimistir (Qaralleh ve ark., 2010).

2.11.3. Sungerlerde Antitumoral Aktivite Calsmalari

Guney Brezilya, Santa Catarina kiyilarindan toptab@ deniz stingeri tira yeni ilag
argtirmalart  icin organik ve sulu ekstreleri antikansantibakteriyel, antifungal ve
antikemotaktik faaliyetler icin test edilgtir. On tlrden sekizinde bioassay sonuclarina
gore bir veya daha fazla bakteriye stantimikrobiyal faaliyet gostergi tespit edilmstir
(Monks ve ark., 2002).
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Polymastia janeirensiBoury-Esnauls, 1973Haliclona aff tubifera George ve
Wilson, 1919, veMycale arcuiris Lerner ve Hajdu, 2002 vRaspailia (syringelld sp.
sungerlerine ait organik 0zlerinin, her 100 pg /minlkolorektal timor hicre hatti HT29 '’
a kasl in vitro tarama testinde de sitotoksisite gdsigtir (Monks ve ark., 2002).

Uc insan timor hiicre serilerine (HT29, U373 ve NH360) kagl ileri analizler
yapiimgs 25-50 pg / ml arasinda glgen MIC konsantrasyonlari goOstegtm. P.
janeirensis M. arcuiris, Raspailia(syringella) sp.Guitarra sp., TedaniaDuchassaing ve
Michelotti, 1864 vePseudaxinella reticulat&idley ve Dendy, 1886 alti tlr siingere ait
sulu oOzleri I6kosit testinde her anlamli (pV 0.0%limorf go¢ (PMN) gerili tespit
edilmistir. Kemotaktik antibakteriyel testlerinde, saddde aff tubifera (bes bakteriden
dortdiine kan ) ve Axinella corrugataGeorge ve Wilson, 1919 (Bdakteriden birine
karsi ) faaliyet gostermgtir. 10 stinger tirinden hicbiri olcllebilir antifgal aktivite
gostermemitir (Monks ve ark., 2002).

Belarbi ve ark. (2003) tarafindan yayinlanarr rbakalede deniz singerleri
sitotoksik ve antikanser biikleri bircok essiz metabolitleri yapisinda bulunduran
potansiyel kaynaklar olarak aciklanmaktadir.gBlosiingerlerden bu metabolitleri elde
etmek zor ve zahmetlidir. Ticari miktarda sunget@&r bu metabolitleri elde etmek
amaclyla deniz ve akvaryumlarda kontrolli siUngetistene calgmalari yapildg
anlatiimaktadir. Uretim teknikleri deniz, akvaryiamve kontrollii ortamlarda ve siinger
hiicreleri ve doku kultiri hakkinda stinger Uretmsteileri Gzerine yapilan cginalar
anlatilmaktadir.

Bazi deniz sungerlerinden izole edilen curcuphewel curcudiol 6nceden
ihtiyotoksik ve zehirli metabolitler gibi taniarimstir. Curcuphenol, A-549 akger
kanseri, HCT-8 kolon kanseri ve MDAMB meme kansgicre dizilerinde ve P-388 murin
l6semiye kag sitotoksisite gostermektedir. Curcuphenol ve adial Candida albican'a
karsi guclii antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Aya midede H K" aktivitesini
inhibe edici faaliyet sergileyen gucli ATPaz enamlicermektedir (Gaspar ve ark.,
2004).

Karayip sungerlerinden izole edilen Sitozin Aralsinie, c-nikleozid spongouridine
ve spongothymidine’nin son zamanlarda kanseswigghi dnleyen biyoaktif peptidlerin
sungerler tarafindan Uretifgitespit edilmgtir. Stingerlerde, hiicre blyumesini baskilayici
tetradecapeptide discodermins tespit edilimi Ayrica stingerlerdeki sitotoksik peptidler
incelenmektedir (Duraikannu ve ark., 2009).

Laport ve ark. (2009) tarafindan yayinlankin derlemede “ Deniz Singerleri
Yeni Antimikrobiyal ilaclarin Potansiyel Kaynaklari” olarak aciklanmeaditr. Makalede
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sungerlerin virts, bakteri veya Okaryotik organatan gibi yabanci saldirganlara kar
etkili savunma mekanizmalari ggirdikleri anlatiimaktadir. Deniz stngerlerinin ger
deniz organizmalari arasinda farmakolojik olarak zengin aktif kimyasal maddeler
tastyan kaynaklar olduklar ileri surtlmektedir. Bagiingerlerden mikroorganizmalara
karsi izole edilen biyoaktif ikincil metabolitlerinohksiyonel enzim kimeleri tarafindan
uretildigi bildirilmektedir. Stingerler ve bunlarla gkili mikroorganizmalar tarafindan
uretilmis 5300’ den fazla farkli Griin bilinmekte ve stinged ilgili her yil 200’ den fazla
yeni sekonder metabolit rapor ediftim

Patojen mikroorganizmalarin mevcut ilaclaraskadireng gektirmesi sonucu
sungerler, bakteriyel, viral, fungal ve paraziteastaliklara kan yeni tedavi yollari
sazlamaktadir. Orngin herpes simpleks ensefalit virtisiine skar ara-A (vidarabine)
oldugu gibi, klinik calsmalarin gec evrelerinde kullanilan gelis bir antiviral ilag
kullaniimaktadir. Bu madde uzun vyillar Klinik kafimdadir. Dahasi, Lasonolides
(antifungal aktivite) ve psammaplin A (sitma, tikdoz, HIV ve dgerlerine kagl
aktivite) manzamine A (antibakteriyel) 6zellik stgan pek cok sekonder metabolit
suingerlerden elde edilgve klinik 6ncesi dgerlendirmeler igin umut verici bir yol olarak
secilmstir (Laport ve ark., 2009).

Derlemede deniz stingerlerinden elde edilen drimleualgici hastaliklara kar in
vivo ya da in vitro etkinlik gosterdikleri aktiviker ile singerlerin Uredi ikincil
metabolitlerin bakterileri, virlis, fungus ve bakyet protozoon enfeksiyonlari dahil
paraziter hastaliklar kargucli ve etkili potansiyeli vurgulanmaktadir (loaap ve ark.,
2009).

2.12. Antibiyotikler ve Kullanim Alanlari

Antibiyotik, Yunancaanti (karsl) ve bios (yasam) sozcuklerinden taretilgnibir
soOzcuktur. Sozluklerdeki tanimlamasiyla “Bitkilerdézellikle kuif mantarlarinda bulunan
ya da yapay olarak uretilen, bakteri vgati mikroorganizmalarin gglmini durduran ya
da onlari yok eden maddelerin ortak adidir”.

Ayglin (2002)’e gore antibiyotikler, bakteriler, fguslar ve aktinomisetler gibi
¢ssitli mikroorganizmalar tarafindan sentez edilergedlimikroorganizmalarin @galmasini
engelleyen veya onlari 6lduren kimyasal maddelerdir

Ulusoy (1999)'a gore; uygun ve @i antibiyotik tedavisi birgok enfeksiyon
hastalginda klinik seyir ve prognozu etkileyen en 6nenalktbrdir. Tedaviden en fazla
yarar elde edebilmenin temelsdu dasru antibiyotgin secilmesidir. D@ru antibiyotgin
seciminde amagc klinik duruma gore enfeksiyon etkemikroorganizmaya etkirgi en
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yuksek, buna kardik yan etkileri en az, en ucuz ve en dar speklnuriacin
belirlenmesidir.

Antibiyotiklerin klinik kullanima girmesinden kidair siire sonra bakterilerde direng
ortaya cikmgtir. Gelistirilen her yeni antibiyotikle birlikte bakterileedde yeni direng
mekanizmalari tanimlangtir. Bugin c¢ok iyi bilinmektedir ki antibiyotikleni bilingsiz
kullaniimasi direncli bakterilerin hizla yaygighaasina yol acan en dnemli faktordur
(Ulusoy, 1999; Ozglinse, 2005).

Su anda mevcut bulunan antibakteriyellere skadirenc gekimi enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde ciddi guclukler glurmaktadir ve bu ylzden biyomedikal
argtirmalarda yeni antibiyotiklerin kéedilmesi ve gelitiriimesi ¢ok buylk 6neme
sahiptir. Her yil denizlerden antibiyotik 6zgjliolan bircok molektl bulunmaktadir ancak
suingerlerde bu antibiyotik 6zelliklere rastlamanafa cok yiksektir. Ayrica stingerlerden
elde edilen antibiyotikler guclu bir antibakteriyatkiye sahiptir (Sipkema, 2005).

Yilmaz ve Beyatli (2003)’ya gore; pernisibasta olmak lGzere bircok antibiygtn
toksik, alerjik ve anaflaktik etkileri aniden gddiigi gibi, ayrica doku ve organlarda
g6zden kagan toksik etkileri de, insarglsgt bakimindan blyuk zararlar glormaktadir.
Ayrica tibbin dginda hayvancilik, ziraat veg#i arastirma alanlarinda antibiyotiklerin
kullanim sahasi bulmasi, bunlarin 6nemini dahartamaktadir .

Antibiyotiklere kagl direncin artmasi ve yaygigtaasl yaninda ikinci bir sorun
da maliyet artudir. Dinya ilag sektoruntun mali blyugtii 2004 yili icin 500 milyar
dolarin tizerinde bildirilmektedir (Ozgii§e2005).

2.13. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari

Antibiyotikler, Penicillium, Cephalosporium, Streptomyces, Microospora ve
Bacillus turleri gibi degisik mikroorganizmalar tarafindan sentez edilen v&di mikro-
organizmalarin dremesini Onleyen veya onlari dldtreaddelerdir. Kimyasal sentez
suretiyle elde edilen mikrop kan maddelere kemoterap6tik maddeler denir. Gunidtejiz
degisik antibiyotik etkili maddeler de sentez suretiglde edilmekte ve artik antibiyotikler
de kemoterapétikler icinde sayllmaktadir (Oztir®97).

Antibiyotikler balica bg mekanizma ile etki gosterirler (Oztiirk, 1997).

1. Hicre duvari sentezini durdurma

2. Hucre zarniglevini bozma

3. Mikroorganizmanin protein sentezini bozma

4. Mikroorganizmanin nikleik asit sentezini inhétene

5. Antimetabolik etki
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Antibiyotikleri cesitli kriterlere gore siniflandirmak mumkidnduar. Awiyotikler,
mikroorganizmalar tzerindeki etki derecelerinej atkkanizmalarina, kimyasal yapilarina
ve farmakokinetik ozelliklerine gore olmak Uzergite sekillerde siniflandirilabilirler
(Aktuglu, 1997; Ulusoy, 1999). En sik kullanilan sinifanolan antibiyotiklerin etki
mekanizmalarina gore siniflandiriimasi Cizelge’@egi gibidir (Aktuglu, 1997; Ulusoy,
1999;Ustacelebi, 1999).

Cizelge 2.3. Bazi antibakteriyal ilaclarin etki maekzmalari (Ustagelebi, 1999)

Etki Mekanizmasi Ilaclar
Hucre duvar sentezinin inhibisyont
Peptidoglukan sentezinc Penisilinler, Sefalosporinle
transpeptidasyonun inhibisyonu Imipenem

Peptidoglukan sentezint
diger basamaklarin inhibisyonu Vankomisin, Basitrasin

Protein sentezinin inhibisyonu

50S ribozmal alt Uniteye etki edenler Kloramfenikol, Eritromisin
30S ribozomal alt tniteye etki edenler Anglikozid, Tetrasiklin
Nukleik asit sentezinin inhibisyonu
Nukleotid sentezinin inhibisyonu Sulfonamrdl€rimetoprim
DNA sentezinin inhibisyonu Kinolonlar
MRNA sentezinin inhibisyonu Rifampin
Hucre membranlevini desistirenler Polimiksin
Etki mekanizmasi bilinmeyenler Izoniazid, Metronidazol

2.13.1. Antibiyotiklerin Mikroorganizmalar Uzerinde ki Etkinlik Dereceleri
Vicut sivilarinda olgturduklari konsantrasyonlarda, mikroorganizmalzeriindeki
etki derecelerine gotre bakteriyostatikler ve bakigier olmak Uzere ikisekilde

siniflandirilirlar.

2.13.1.1. Bakteriyostatik Etki

Bunlar bakteri hicrelerinin gegiesini veya uremesini Onlerler. Gehesi ve
uremesi duran bakteriler, vicudun savunma mekat@mégarafindan kolaylikla yok
edilirler. Bakteriyostatik etki glicunin gostergéslinimum /nhibitér Konsantrasyors
MIK”dur (Akkan, 1997).
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2.13.1.2. Bakteriyosidal Etki

Bunlar bakterileri dolaysiz olarak yok ederler. Bakyosidal etki glcunin
gostergesi ise minimum bakteriyosidal konsantrasgdBK) degeridir. Bu deger sivi
kaltar ortaminda bakterilerin % 99.9’ unu 6ldurdsci konsantrasyonudur. Bakteriyosidal
ilaclarin da bir MK degeri vardir, bu dger MBK’ dan daha kiiciik bir gerdir. Genel
kural olarak ilaclarin verilen dozlarinin, plazmadaladiklari serbest fraksiyonlarinin
bakteriyostatik etki icin NK’ in ve bakteriyosidal etki icin MBK’ in Ustiindelmalari
gerekmektedir (Aygun, 2002).

2.14. Antibiyotiklere Karsi Gelistirilen Diren¢g Mekanizmalari

Antibiyotik direnci; bir mikroorganizma tirinun basularinin antibiyotikten etki-
lenmemesi ya da antibiygg duyarli bir sgun ¢aitli direngc mekanizmalarindan biri ile
direncli hale donmesi olarak tanimlanir (Ergon@02).

Antibiyotik direnci ilk kez, bu ilaglarin en ¢cokukanildigi yerler olan hastanelerde
saptanmytir. Sulfonamid direnclStreptococcus pyogen&930’larda bir askeri hastanede
ortaya cikmgtir. Penisilin direncliStaphylococcus aureud940’larda bglayan penisilin
kullanimindan kisa bir sure sonra Londra hastammelen bildirilmistir. Benzersekilde,
strepromisinin kullanimindan ¢ok kisa bir stire sadviycobacterium tuberculosisu ilaca
karsi direnc geltirmistir. Birden cok ilaca kar ilac gelsimi ge¢c 1950’ler ve erken
1960’larda enterik bakteriler arasindas¢herichia coli, Shigella ve Salmonellajtaya
ctkmistir. Bu sylar, 6zellikle gelsmekte olan tlkelerde Kklinik sorunlar yaragnve tedavi
maliyetlerini arttirmglardir. Giderek artan antibiyotik kullanimina ghaolarak direng
sikligi hizla arty gostermg, antibiyotiklerin kontrolstiiz kullaniimasi bu durum
koruklemstir (Ergontl, 2005).

Antibiyotiklere direng, antibiyotik tedavi prensgilne uyulmamasi, yagli
endikasyonla, yetersiz dozda ve slrede ve uygunaydm yoldan antibiyotik
kullaniimasinin dgrudan sonucu olarak ortaya ¢ikar (Durmaz, 2006).

Gunumuzde ¢gtli antibiyotiklerin toplumda tiiketiminin artmasimmun sistemi
bozulmy hastalarin sayisinda artma olmasigwo bakim dnitelerinin sayisinin artmasi,
gida endustrisinde antibiyotik kullanimi gibi netile mikroorganizmalardaki antibiyotik
direnci giderek artmaktadir (Demirttrk, 2004).

Antibiyotik direnci iki tipte siniflandirilabilir.

1. Dgal direng
2. Kazanilimidireng
a)Mutasyona glakazanilmg direnc
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b)Direnc¢ geninin alinmasinglb&azanilmg direng (Plazmid veya
transpozon araci ile)

2.14.1. Dgal Direnc

Temelinde mikroorganizmalarin metabolik olarak ifakazda bulunmasi veya
ilacin etki mekanizmasina uygun hedef yapilarirubolamasi vardir. Bu duruma o6rnek
olarak M.tuberculosisin kalsifiye odaklarda metabolizmasi yalamis olarak uzun sire
canli kalabilmesi ve bunun sonucunda antitiberkiilagara direncli olmasi verilebilir
(Ozturk, 2002).

2.14.2. Kazanilms Direng

Bakteri populasyonunun antibiyotik madde ile ilknsinda ilag mikroorganizma
Uzerine etkilidir, ancak temas suresinde veya té&man tedaviler sirasinda
mikroorganizma populasyonunda antibiyotik maddegsildirenc gekir. Antibiyotiklere
karsi gelisen direng esas olarak bu yolla olmakta ve gened#ksoin sonunda seleksiyonla
direncli kokenler ortaya ¢ikip yaylimaktadir (O&{i2002).

Kazanilmg antibiyotik direnci ya mikroorganizma kromozomundalusan
mutasyonlarla ya da transpozon, plazmid veya iotegracilgyla diren¢ geninin duyarli
mikroorganizmalara aktariimasi ile ortaya cikar.

Direnclilik global bir sorundur ve hizli wan, insanlarla birlikte direncli
mikroorganizmalarin da hizla tum dinya Uzerine lyagsina neden olabilmektedir.
Gelismekte olan Ulkelerde yayan ve hi¢ antibiyotik kullanmambebeklerin bile kolon
floralarinda yuksek duzeyde direng genlerisiyan bakteriler bulunabilmektedir.
Kalkinmada geri kalngibu tlkelerde problemin cok dahgiiaepidemiyolojik sonuclari
gorulmektedir (Dganci, 2001).

Su anda toplum kokenli enfeksiyonlar arasind@&erptococcus pneumoniage
metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA)pzokomiyal enfeksiyonlarda da
Vankomisin direncli enterokoklarAcinetobacter spp.genk spektrumlu beta-laktamaz
yapan gram negatif basiller ve yine MRSA’yaghanfeksiyonlar antimikrobiyal direng
acisindan en ¢ok giindemde olan mikroorganizmalafaplum kdkenli pnémoni, otitis
media ve sinlzitin en Onemli etkeni ol&pneumonideda yuksek dizeyde penisilin
direng oranlari saptangtir (Sahin, 2005).

Hekimleri uygunsuz antibiyotik Blamaya iten en 6nemli faktorler hastaya ayiracak
yeterli zaman olmamasi, yeterli laboratuvar déete bulunmamasi ve hastadan gelen
baskidir. Dger ©6nemli bir faktor ise antimikrobiyal ilaclarinegete olmaksizin

eczanelerden temin edilebilmesidga¢dan, 2005).
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Antimikrobiyal ilaglara direng mekanizmalari; ilachedefine ulgamamasi, ilaci
inaktive eden enzimlerin dretimi, ilacin bakterichésindeki hedefinin ggstirilmesi, ilacin
hedefinin dginda yeni bir metabolik yolun kullaniimageklinde gerceklgr (Ustacelebi,
1999

2.15. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesinde K ullanilan Teknikler

2.15.1. Disk Difuzyon Yo&ntemi (Kirby-Bauer) Yontem

Antimikrobiyal ajanlarin duyarliiinin saptanmasinda gunumuzde kullanilan
otomatize ve yari otomatize teknikler gibi modegtemlerin yerine, daha 6nce Kirby-
Bauer Teknii kullaniimaktaydi. Bu yontem gunimuizde yalniz sarema ve 6zel
amaclarla kullaniimaktadir (Ustacelebi, 1999).

Bu yontemde; belirli bir miktar antimikrobiyal ajariceren diskler, test
mikroorganizmasindan hazirlanan standart sUspamsiyoyayildgl agar plaklarin
yuzeyine yerlgtirilir. Boylece, diskteki antimikrobiyal madde beri icerisine yayilir ve
bakteriye etkili oldgu dizeylerde Uremeyi engeller. Bunun sonucund, cksresinde
test mikroorganizmalarinin Gremgddairesel bir inhibisyon alani ajur. Bu alanin ¢api
Olculerek her antimikrobiyal madde icin farkli ol@m duyarliik sinirt dgerleriyle
karsilastirilir. inhibisyon alaninin biyukgiine gore duyarli, orta veya direngéklinde
duyarlihik kategorisi belirlenir (Ustacelebi, 1999)

2.15.2. Tup Dilisyon Yontemi

Bir dizi tipe ait miktarlarda buyyon ve belirli bir antimikrobiyahaddenin seri
halde cift kat dilisyonlari konur. Her tiipe, teggulanacak olan organizmanin standart
suspansiyonundarsie miktarda eklenir (yani organizmanin konsantrasyabittir, her
tupteki antimikrobiyal madde miktar1 ise ggktir). Kontrol tlptnde antibiyotik
bulunmaz. Sispansiyonlar 24 saat inkibe edilir. inAlktobiyal —madde
konsantrasyonunun, inhibitdr konsantrasyonunumadsti oldgu tiplerde slspansiyon
bulaniktir. Antimikrobiyal madde konsantrasyonuiimtir diizeye gt veya daha yuksek
oldugu tiplerde ise buyyon berraktir. Uremeyi baskilagamigilk madde konsantrasyonu
MIK (Minimal inhibisyon Konsantrasyonu) olarak kabul edilir (i¢siabi, 1999).

Sivi besiyerinde sulandirma yontemleri, tipte uggulorsa makro (tup diliisyon),
mikrotitrasyon plaklarinda, kicik hacim kullanilanaygulaniyorsa mikrodiliisyon olarak
adlandirihir (Ustagelebi, 1999).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Calisma materyali olarak kullanilan siinger érnekleri @@ 2011 yillarinda belirli
zamanlarda Marmara Denizi, Canakkaleg&n ve Saroz Korfezinde yapilan SCUBA
(Self Cotaint Underwater Breading Aparatus) vébest dal yontemleri ile toplannstir.
Sungerlerin  tur thisi Ege Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Suiikleri Temel
Bilimler Bolumu, Deniz Biyolojisi Anabilim Dali gretim tyesi Prof. Dr. Melih Ertan
CINAR tarafindan yapilnatir.

3.1.1. Calsmada Kullanilan Siinger Tiirleri ve Ozellikleri

Calisma materyali olarak kullanilan deniz singerleriitéialer Spongia officinalis
Linnaeus, 1759Spongia agaricindPallas, 1766, Aplysina aerophob&lardo, 1843 siin-
gerleridir. Dalg istasyonlarinda yapilan gozlemlerd&pongia officinalisn Marmara
Denizi, Canakkale Bgazi ve Ege Denizi (Saroz Korfezi)'nde oldukca faziayilim
gosterdgi gorulmstar.

Ege Denizi Saroz Korfezi'nde SCUBA techizatinin lozee gore 30 m derinie
kadar inilmg, Spongia agaricinaFil kulagl) singerinin 10-30 m arasinda,Aplysina
aerophobastingerlerin ise 3-5 m derinlikte yayigosterdgi tespit edilmstir.

3.1.1.1 Spongia officinalis Linnaeus (1759)

Spongia officinalidinnaeus (1759) stingerimsi dokusu elastik, cote iconulose,
kureselsekilli esnek, sikgtirilabilir bir stingerdir. Genellikle Ust tarafindairka¢c oscules
(aciklik) vardir. Dgtan siyah renkte, icten daha acik renklidir. Speqiileg seklinde spon-
gin denilen sari liflerden oftnaktadir.Spongia officinalidspanya’nin Atlantik kiyilarinda
da birka¢ kez kaydedilmbir Akdeniz stinger turudugekil 3.1 Spongia officinalis(Turk
banyo singeri)'nin fotgrafi gorulmektedir.
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Sekil 3.1.Spongia officinaligTurk banyo stingeri).

Taksonomik agiklamasagida bir sira dahilinde verilrgtir.

Renk: Dogrudan g¢iga maruz siyah ve koyu renkte, karanhkta biyluydn gérmeyen
yerlerde gekienler beyaz renkte ya da ara tonlarda goralir.

Sekil, buyukluk, yuzey ve tutarhlik: Spongia officinalioldukca dgisken sekil blyuk-
ligtine sahiptir. Cap! yaldk 10 cm Uzerinde kuresel yapida yuzeyi 0,2-0,5 gapinda
1cm boyutunda sik ve oldukca dizenli incelikanie kaplanmy. Ust tarafinda Oscules
sayica az yuzey oOrtiustinden 1,5-2 mm yuksekilmaldedir. Elle tutuldgunda siingerimsi
dokusu esnek sstirilabilir elastik 6zelliktedir.

Spikdlleri: Yok.

Iskelet: (Spongia officinalidifleri) birincil elyaf fibriller ve bunlarin easindaki ikincil
spikul yapilari ile bu sistemin icinde yer alarbgaci kicuk kum taneleri ve birincil elyaf
doku tarafindan okan farkli ¢cekirdek yapisina sahip spikil kalartndan olgan farkl
bir yapiya sahiptir.ikinci lifler 10-35 mikron ¢apinda sari-kahvereng oldukca diizen-
siz sekildedir. Genel olarak retikilasyon cokguo oldigundan kafesleri kicuk ve
diizensizdir.

Koanosit odalari: Kiresel, capi 20-30 mikron.

Ekoloji: Kayalar Uzerinde ve mgaralarda, sublittoral.

Dagihmi: Galicia; Akdeniz.

Etimoloji: officinalis (Latin) = tibbi amacla yararl.

Bu stinger Avrupa’nin en kaliteli banyo stingeri#liiresel kompakt formda olmasiyla
diger turlerden ayrilir.

(http://species-identification.org/species.phpesgse group=sponges&id=412)
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3.1.1.2 Spongia agaricina Pallas (1766) "Fil kulag"

Spongia agaricindallas (1766) "Fil kula" olarak bilinen stinger, banyo suingeri
gibi Ustun kaliteli yapisi nedeniyle ticari 6neofan bir siinger tirtaduSpongia agaricina
Portekiz ve Atlantik kiyilarinda da bulungbir Akdeniz stinger turudigekil 3.2." de
Spongia agaricin@allas (1766) gorulmektedir
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Sekil 3.2.Spongia agaricingFil kulag).

Taksonomik agiklamasagida bir sira dahilinde verilrgtir.

Renk: Bej veya koyu kestane.

Sekil, buyuklik, yiuzey ve tutarlilik: Basik, plaka benzegekil veya sg cukurseklilidir.
Boyutu normalde 15-25 cm gehginde, 1-4 cm kalinfiinda, ancak ¢ok daha buyuk (en
fazla 1 metre gesliginde) 6rnekler de, bilinmektedir. Atlantik kiyis@mcumuneler en ge-
nis 15 cm’dir. Ylzeyinde ince conulose vardir. Oscifiegkliklar) sadece plaka icinde ve-
ya Ust tarafindadir. Elle tutuldunda yumsiak, elastik bir yapi hissedilmektedir.
Spikulleri: Absent.

Iskelet: Spongia agaricindifleri Ectosome kum taneleri ile guclendirilgridir 1sik demeti
seklinde retikilasyon gdsterir. Lifler, 35-75 mikrogapinda kum taneleri tarafindan 6zli
ilk yapi ; capr 10-30 mikron ikincil elyaf doku ikapanmgtir. iskelet yapisiS. officinalis’

e benzer.

Ekoloji: 5-15 m derinlikteki mgaralarda; kaya tGzerinde 300 m’ye kadar inen deriars
da yayils gosterir.
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Dagitim: Portekiz; Akdeniz.

Etimoloji: agaricum (Yunanca) = kav mantari, bagakilli zehirli mantara atifta bulunu-
larak verilmgtir.

Tip numune bilgileri: Muhtemelen kaybetti .

Sungesekli farkhdir. Fil kulggl stiingeri ¢cok dgerli ve ticari 6neme sahip nitelikli
bir singerdir. Yaygin olarak cam ylzeylerin cilat@sinda, ¢canak ¢comlek kalaylamada
kullanilan bu stngesimdi de dekorasyon amaciyla kullanilangddi bir stingerdir.
Akdeniz ticari sungerleri olarfspongia officinalisve Hippospongia commuriia ticari
onemi daha yaygin olngtur. Daha az olarak kullanilan ttrler daha derioltiegu icin (en
fazla 100-120 m) nispeten daha az etkilenolurlar. Akdenizde 1986 yilindaki siinger
hastalgindan sonra ticari siingerlerin fiyati argim. TUr bir ka¢c metre derinlikten 120 m
derinlige kadar farkh derinliklerde bulunmasi nedeniylesli tehlike altinda ggdir.
Ticari deseri ve sekli nedeniyle ayrica piyasada nadir bulunmasleng/le daha
pahalidir. Canak c¢Oomlekgiler tarafindan toprakcéeenin icine kil astar uygulamasi
amaciyla kullanilmaktadir. Comleklerin kil ile cakizgin astarlanmasini gsayan fil
kulagl stingeri, yapay sungerlere gbre dahagygoren, gidererek pahali ve zor elde elde
edilen bir malzeme olngtur.
(http://species-identification.org/species.php?®E®egroup=sponges&id=410)

3.1.1.3 Aplysina aerophoba Nardo, 1833

Aplysina aerophobaNardo 1833, sudan alinan formlari karaktécipt@rlak sari
renkte, mavi-siyah tipler iceren yapisi vardir. gdinele alindiinda lastik gibi sikgtiri-
labilir bir duygu verir. Portekiz véspanya kiyilarindan Atlantik'e nufuz eden Akdeniz
sunger turadurSekil 3.3.’teAplysina aerophobélardo, 1833 goérilmektedir.
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Sekil 3.3.Aplysina aerophobalardo, 1833.

Taksonomik aciklamasagida bir sira dahilinde verilrgtir.

Renk: Suyun icindeki canli formlari parlak sari, Gzegridarakteristik koyu ygimsi mavi
bir orti bulunan bircok dikey tupcukten ghws yapiya sahip, sudansdri alindginda
siyah renk alir. Alkol icinde bekletilginde, alkol icine dgru siyah renkli mirekkep
benzeri bir sivi birakir.

Sekil, buyuklik, yuzey ve tutarhlik: Tutunma ylzeyinin tabanindan itibaren hiiktedi-
zensiz tubuler yapiya sahiptir. Bu yapi merketzafenda bits merkezinde duzgirilmis
tubuler yapida 3-4 cm yuksekinde, capl 1-2,5 cm olan bir oscule bulunmaktadi
Bazal kutlesinin ylzeyinin yani sira tupleggken uzunlukta olup birkgk fistll yapisi
seklinde uzamaktadir. Stinger yuzeyine dokungudda, kaygan dizensiz kiguk ka-
nillerle kaphdir. Elle tutuldgunda nispeten gkam, lastik gibi esnek yapisi hissedilir.
Spikulleri: Absent.

Iskelet: Fibroreticulate iskelet yapisi olmaksizin en f&&lam capinda olan diizensiz yu-
varlak ¢ boyutlu kafes ojturan ana ve ikincil liflerle karakteristik yapngahiptir. YU-
zeyde kanuller kisa kor bitmeyen lifleri eturur. Aplysina aerophobanin iplik capi 80-
150 mikron iplikleri cizgili ve ¢capi 30-70 mikino gensli ginde silindirik bir merkezi bg
luk yapisi vardir. Bu merkezi gloktan siyah kahverengi renkte; santralslbk icinden
paketlenmy olarak gecen spongin demet yapisi gorundr.

Ekoloji: Dogrudan gungisigl alan 0-20 m g su habitatlarinda yayslgosterir.

Dagilimi: Portekiz vespanya kiyilari, Akdeniz.

Etimoloji: aerophobus (Yunanca) = havaya maruz birgknda etkilenen rengini gés-

tirmek icin yonlendiren "havadan korkar".
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Tip numune bilgileri: Muhtemelen kaybetti .
(http://species-identification.org/species.php?@®egroup=sponges&id=126&menuentry
=soorten)

A. aerophobatirt (Schmidt 1862- Aplysinidae familyasi, Verorgidakimi)
Akdeniz ve Atlantik’in bazi bélumlerinde sik rastibilen bir stinger turt olup, gine
Isiginin rahatlikla egebildigi aydinlk derinliklerde (5-25 m) gorulebilmektediplysina
cinsine ait stingerler etli, yurgak, temelinde birlgnekte olan bircok dikey tlupcukten
olusmakta ve ayni zamanda silika iskeletinden yoksuaduA. aerophobastingerinin
rengi acik sari olup yuzeyindeki dokularda barisgranobakteriler nedeniyle gi@msi
kirmizimsi bir tona sahiptirA. aerophobanin Uzerinde bulunan bakterilerin @anlugu
ekstraselliler olarak mezofil matriksinde lokaliolmaktadirlar ve siinger biyokutlesinin
% 38 ini olgturmaktadirlar (Vacelet 1975). Su Ustlne cikarldikda miurekkebimsi bir
sivi ¢ikartan bu singerler, Urettikleri ikincil rabblizma Urlnleri nedeniyle g#i bilim
cevrelerinin ygun ilgisini cekmektedirler. Barselona (1995) s@aiesi gergince nesli tu-
kenmekte olan turler arasinda yer alan stingeridikene cok benzeyen ancak daha derin-
lerde, karanlik kovuk n@amra ortamlarinda yamakta olarA. cavernicolaadli yakin bir
akrabasi vardir.

3.1.2. Calsmada Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Deniz slngerlerinin  antimikrobiyal aktivitelerinintespiti i¢cin  kullanilan
mikroorganizma kiiltirleri Canakkale Onsekiz Martivgmsitesi, Fen Edebiyat Fakultesi
Biyoloji Bolumu Temel ve Endustriyel MikrobiyolojiAnabilim Dali Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuarindan temin ediktii.

Yapilan calmada Bacillus cereusATCC 7064, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Escherichia coli ATCC 25902, Staphylococcus aureuATCC 6538, Staphylococcus
epidermidisATCC 122228 Klebsiella pneumoniaeEnterococcus faecalis bakterileri
kullaniimustir.

Funguslardarmspergillus niger, Aspergillus fumigatus var. dlipss, Aspergillus
flavus, Penicillium granulatum, Penicillium rugulos, Penicillium jenseii, Aspergillus
canditus, Geotrichum candiduve Candida albican®ATCC 10239 kullanilnstir.
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3.1.3. Calsmada Kullanilan Cozucu

Metanol

CH3OH genel formuline sahip olan metanol, Metil alkelKarbinol isimleri ile de
bilinen organik bir c¢o6zucudidr. Metanol ilk defa 166 odunun kuru kuruya
damitiimasiyla elde edilgtir. Damitma drtininde % 1,5-3 metanol, % 10 asasi, %
0,5 aseton ve Bkalari bulunmaktadir. Endustride, karbonmonoksg tidrojenin
reaksiyonundan elde edilir. Bu metodla saf metaiae edilirse de sicakin 30-40 derece
yukselmesi halinde n- propanol ve izobutaneékdul edebilir.

Saf metanol 64,6 derecede kaynayaska bir sivi olup, parlak olmayan mavimsi
bir alevle yanar. Butlin organik ¢ozlculerde hendeacOzunir. Fraksiyonlu destilasyonla
sulu ¢ozeltisinden % 99’luk bir saflikta elde edilbusuz (mutlak) metanol elde etmek icin
Mg kullantlir:

2 CHOH + Mg— (CH;0),Mg + H,

(CHO),Mg + H,O — 2C HOH + MgO

Cok az miktardaki metanol canli organizgia zehirdir. Kalici yaralar, bozukluklar
meydana getirir. Orrign 25 gram metanol icilirse gozler kor olur.

Endustride ¢ozlicu ve motor yakitlarinin bir el olarak geni capta kullanilir.
Formaldehit ve anilin boyalarinin elde egdiide kullanilir. Ayrica metillendirme vasitasi
olarak organik sentezlerde ve alkolin icilmgmii saslamada yaygin olarak kullanilir. Bu
tez calgmasinda singer yapisinda bulunan antimikrobiyaivitkye sahip organik
molekillerin ve sekonder metabolitlerin, hicrelerdgbzinmesini ggamak amaciyla

kullaniimustir.

3.2. YOntem

3.2.1. Suinger Orneklerinin Toplanmasi

Sunger 6rnekleme gahalari 8 Austos 2010, 27 Mart 2011, 3 Nisan 2011 ve
8 Mayis 2011 tarihlerinde 4 kez yapikmwve Ornekleme calmalar Cizelge 3.1. ' de
verilmistir. Deniz siingerleri daha 6nce ga@irtami acisindan bilinen; guvenlik, lojistik,
ulasim, ekipman desfg, mevsim ve siunger yoinlugu gibi faktorler dgerlendirilerek
belirlenen istasyonlardan serbest gale SCUBA yontemi kullanilarak, el ve kesici
aletlerin yardimi ile toplanrgtir.
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Cizelge 3.1. Dajiistasyon cgizelgesi

Dalis Orneklenen Siinger Ornek

Dalis Istasyonu Tarih Yéntemi Derinlik Tirleri Sayisi
Bozkent- Serbest : L
Marmara Denizi 08.08.2010 dalis 4-5 m Spongia officinalis 6
Kalanora Sahili-
Gelibolu 27.03.2011 Sg;tl)lsest 4-5 m Spongia officinalis 7

Canakkale Bgazi

Kémdar Limani-
Saroz Korfezi- 03.04.2011 SCUBA 10 m  Spongia officinalis 7

Gelibolu
Komir Limani- 10-30 m Spongia agaricina 7
Saroz Korfezi- 08.05.2011 SCUBA

Gelibolu 3-4m  Aplysina aerophoba 6

Orneklemeler icin literatirde var olanakl érnekleme metotlarindan yararla-
nilmistir (Katagan ve ark., 1991; MacMillan 1996, Osinga ve arl@99). Hedeflenen
sungerlerin  6rneklenmesi icin, dalicilara tehliglisturmayacak dagi noktalarindaki,
saglikli - gorinumde olan bireyler secilgiir. Diseksiyon esnasinda cevredekiget
suingerlere ve deniz canlilarina en az miktardarzeeaeceksekilde, incelemeler igin
yetecek kadar, ama canliningskli olarak hayatini idame ettirmesini engellemesie
sekilde érnekleme yapilrgtir.

Sungerlerin, totipotent, kendilerini yenileyebileoanhlar olmalari nedeniyle,
diseksiyon esnasinda canliya zarar vermemek veksp@m kapma ihtimalini en aza
indirgemek icin temiz ve keskin diseksiyon aletl&ullaniims, kesimler tek seferde
gerceklgtirilmi stir.

Toplanan stinger 6rnekleri deniz suyu iceren pldstidara alinarakarih, istasyon,
orneklenen stngerlere ait ornekleme detinlisiingerin yetitigi ortam 06zellikleri,
laboratuara tanan singer Orneklerinin boy dlciimleri yapilaraksittie acilardan
fotograflar cekilerek bilgisayar ortamina kaydedgtini Dalis noktalari Sekil 3.4.’de
gorilmektedir.
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Sekil 3.4. Dalg noktalari.

Toplanan deniz suingeri orneklerinden tar tayinn igullanilacak olan numuneler,
uygun ebattaki kaplara alinarak etiketlestimi Orneklerin tzeri % 70’ lik etanol ile
ortilleceksekilde hazirlanarak, kapakl kap icerisinde vergkaile Ege Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesine gonderilgtir. Calismada kullanilan siingerlerin  tiirskési Ege
Universitesi, Su Uriinleri Fakultesi, Su Uriinlerinf@ Bilimler Bolimii, Deniz Biyolojisi
Anabilim Dali @Gretim Uyesi Prof. Dr. Melih Ertan CINAR tarafindagapiimstir.

3.2.2. Siinger Orneklerinin Ekstraksiyonu

Sunger ornekleri simbiyontlarindan temizlenerek akbik ortamda bekletilerek
kurutuldu. Sanger 6rneklerini kurutmgleami sirasinda kurutma fgdlari islem boyunca
hergtin dgistirildi. Kurumus olan singerlerin boy 6lcimleri yapilarak sigle acilardan
fotograflar cekilerek kaydedildi.

Siunger ekstraksiyonu McCaffrey ve Endean (1985)tgran modifiye edilerek
gerceklatirilmi stir. Kurutulmus stingerler kiiguk parcalar halinde kesilerek icriiarinda
bulunan tg, kabuk, dger canli kalintilarindan ayrildi. Stinger parcal@®® °C’de 1 saat
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etivde bekletildi. Daha sonra singer parcalar tdsegartlarda mekanik parcalayici
yardimiyla toz haline getirildi. Toz haline getmil sunger Ornekleri kigik cam
kavanozlara alinarak etiketlendi.

Crews ve Naylor (1985)’e gore; deniz suingerlerimd@gkoaktif organik bilgiklerin
acga cikarilmasinda en etkili ¢ozictinin metanol gldbildiriimektedir (Bharat ve ark.,
2008). Bu nedenle ekstraksiyaeminde ¢dzuci olarak metanol secitimi

Ekstraksiyon glemi COMU Merkez Labaratuvarinda soxhalet cihagiyiapiimstir.
Ekstraksiyon glemi sirasinda singer ornekgidigl, ¢ozuci orani (01:10) olarak
ayarlanmgtir. Ekstraksiyon sonrasi metanol, Rotary Evapord@oner Buharlgtirici)
yardimiyla ucurulmgive kalan siinger ekstrakti 20 ml steril flakonlahaarak tartiimytir.
Ekstraktin bulundgu flakonlar etiketlenerek aliiminyum folyo ile sam$ ve +4 °C’ de
muhafaza edilmiir. Cizelge 3.2.’de cajmada farkh dak istasyonlarindan toplanan
suinger 6rneklerine ait ektraksiyon verileri goréktedir.

Cizelge 3.2. Farkh daliistasyonlarindan toplanan stinger orneklerine kitaksiyon

verileri
Dalis Istasyont Toplanan Sunger Kuru Ekstrakt %
Sunger Tarleri Agirli g1 Miktari  Ekstraksiyon
(Toz Halde) Verimi
Bozken- Spongia officinali 57,1 gr 18,84 gr % 3%
Marmara Denizi
Kalanora Sahi- Spongia officinali 86,1 gr 22,31 gr % 2€
Gelibolu
Canakkale Bgazi
Koémdar Liman- Spongia officinali 50 gr 8,4 gr % 17
Saroz Korfezi-
Gelibolu
Koémdar Liman- Spongia agaricin 50 gr 8 gu % 1€
Saroz Korfezi-
Gelibolu
Kémdar Liman- Aplysina aerophok 50 gr 22 gr % 44
Saroz Korfezi-
Gelibolu

3.2.3. Disklerin ve Mikroorganizma Kulturlerinin Ha zirlanmasi

Calismada disk difizyon yontemi kullanilarak antimikrgéddi aktiviteler belirlendi.
Bunun igcin 6 mm capindaki steril #4& disklere otomatik pipet ile 25pL
konsantrasyonundaki ekstreler emdirildi. Disk dyftiz yonteminde negatif kontrol olarak
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( metanol: distile su; 04 : 01) oraninda hazintaka6 mm capindaki steril ga disklere
25uL  emdirilerek kullaniingtir. Besiyeri olarak bakteriler icin antimikrobiyalktivite
tayininde kullanilan Mueller Hinton Agar (HIMEDIA)kiUf ve mayalar igcin  Potato
Dextrose Agar (HIMEDIA) kullanildi.

Kullanilan bakteri kultarlerini aktif hale getirdbiek icin Brain Heart Infusion Broth
(OXOID), maya kulturlerini aktiflgtirebilmek icin Malt Extract Broth (HIMEDIA)
kullanildi. Stok kulttrlerden alinan bir 6ze dolusakteri kulttrleri Brain Heart Infusion
Broth ortamina ve fungus kulturleri ise Malt Extrd&8roth ortamina aktarildi. Bakteriler
35+0,1°C'de 24 saat, funguslar 25°C £0,1°C de 73t dakibasyona tabi tutuldu.
Inkiibasyon sonrasinda son inokulum konsantrasyomktetilerde yaklgk olarak
10° CFU/mL, funguslarda ise 10CFU/mL olarak ayarlandi. Bakteri ve fungus
kaltarlerinden ilgili besiyerlerine 0,1 mLsama yapildi ve sispansiyon steril cam L baget
ile yayildi. Tim petri plaklari bundan sonra 5-Ekita stre ile oda sicaglnda kurumaya
birakildi. Sire sonunda petrilerin icine asepti&arak farkli ekstreler emdirilmgidiskler
yerlestirildi. Bakterilerin inokule edildgi plaklar 35+0.1°C’de 24 saat, kif ve mayalarin
inokile edildgi plaklar 25°C +0.1°C de 48 saat inkiubasyona bldakSire sonunda
disklerin cevresinde odan inhibisyon zonlarinin caplari 6l¢ctldi. Buna dgen c¢ozicu
emdirilmis olan diskler kontrol icin, standart antibiyotiks#lleri ise mukayese olarak
kullanildi (CLSI, 2010). Tum test mikroorganizmafer kagl yapilan antimikrobiyal
aktivite deneyleri Ug tekrarl olarak caldi.
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BOLUM 4

ARSVIRMA BULGULARI VE TARTI SMA

4.1. Arastirma Bulgulari

4.1.1.Spongia officinalis Linnaeus, 1759Sungerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Calsmanin sonucunda elde edilen bulgulara gore; Uclifat&lis noktasindan
toplanan Spongia officinalisdeniz siingerinden elde edilen ve 6 mm capindaki bo
antibiyogram disklere otomatik pipet ile 25 pL enidiis ekstrelerinin birbirinden farkh
antimikrobiyal aktivite sergiledikleri tespit edilgtir.

4.1.1.1.Bozkent'teki (Marmara Denizi) Dalis Noktasindan ToplananSpongia
officinalis Sungerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Bozkent'teki dal noktasindan toplana®pongia officinalis’e ait ekstreler
calismada kullanilan tim Gram pozitif, Gram negatif leaikére, kif ve maya slarina
kargi antimikrobiyal aktivite gosterdi tespit edilmgtir. Calismanin bulgulari Cizelge
4.1.’de gorulmektedir. Antibakteriyal aktivitesinan fazla 13,3 mm zon ¢apina sahip olan
Bacillus cereusATCC 7064 ve 13 mm zon capi! iBacillus subtilis ATCC 6633
bakterilerine kan oldugu gortlmigtir. Calsmada kullanilan antibiyotiklere kar direncli
olanKlebsiella pneumoniadakteri kiltiriine kar 10,3 mm ¢apinda zon tespit edigtimi
Antibiyotiklere direncli bu bakteriye kg Spongia officinalis in gésterms oldugu
antimikrobiyal etki kayda dger bir orandadir.

Spongia officinalisdeniz singerinden elde edilen ve 6 mm capindali bo
antibiyogram disklere 25 pL emdirilgniekstrelerinin cagjmada kullanilan funguslardan
Geotrichum candidurha kagl 18,3 mm zon c¢api ojturarak gtclu bir antifungal aktivite
gostermgtir. Penicillium rugulosurna kagi 18 mm,Penicillium granulaturha ka1 17
mm , Penicillium jenseliye kagl 15,3 mm veAspergillus fumigatus var. elipticua kasl
14,6 mm zon c¢api ojturarak yiksek oranda bir antifungal aktivite gdstistir. Candida
albicans ATCC 10239’a kan 10 mm zon capi Olcilerek antimikrobiyal aktivite
belirlenmitir. Sekil 4.1.1. ve Sekil 4.1.2.’de Bozkent (Marmara Denizi) dahoktasindan
toplananSpongia officinalistingerinin antimikrobiyal aktivite fofpaflari gortlmektedir.
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4.1.1.2. Gelibolu Kalanora Sitesi (Canakkale Bgazi) Dals Noktasindan
Toplanan Spongia officinalis Stingerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Gelibolu Kalanora Sitesi (Canakkale gaz1) dals noktasindan toplanaBpongia
officinalis deniz stingerinden elde edilen ve 6 mm capindakiabtibiyogram disklere 25
puL emdirilmis ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite Cizelge 4d& gorulmektedir.

Calismada kullanilan bakterilerdeBacillus cereusATCC 7064 a kagl 7 mm,
Bacillus subtilisATCC 6633 e kagl 8 mm, Staphylococcus aureSTCC 6538 a kasil
10 mm inhibisyon zonu tespit edilghr.

FunguslardanAspergillus fumigatus var. elipticu® kagi 7 mm, Aspergillus
flavusa kari 7,3 mm,Aspergillus canditusa kagl 17,3 mm,Penicillium granulatum’a
karsi 16,3 mm,Penicillium rugulosum’akari 15 mm inhibisyon zonlari ojturan bir
antimikrobiyal aktivite gorulmgttr. Sekil 4.2.de Gelibolu Kalanora Sitesi (Canakkale
Bogazi) dals noktasindan toplanaBpongia officinalissiingerinin antimikrobiyal aktivite
fotograflari gorulmektedir.

4.1.1.3. Komir Limani Gelibolu (Saroz Kérfezi) Dals Noktasindan Toplanan
Spongia officinalis Suingerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Komdr Limani Gelibolu (Saroz Korfezi) dalinoktasindan toplanaispongia
officinalis siingerinden elde edilen ve 6 mm capindaki datibiyogram disklere 25 uL
emdirilmis ekstrelere ait antimikrobiyal aktivite sonucl@izelge 4.3.’te gortlmektedir.

Tez calgmada kullanilan bakterilerdéBacillus subtilisATCC 6633’e kagi 7 mm,
Staphylococcus aureUTCC 6538 e kagl 7,6 mm, funguslardan ise sadekspergillus
canditusa karl 12,6 mm vePenicillium rugulosuria karsi 11,6 mm capinda inhibisyon
zonlar olgulerek dgitk bir antimikrobiyal aktivite tespit edilrgtir. Sekil 4.3.'te Komur
Limani- Gelibolu (Saroz Korfezi) dali noktasindan toplanarSpongia officinalis
sungerinin antimikrobiyal aktivite fogpaflari gorilmektedir.

4.1.2. Spongia agaricina Pallas, 1766 Sungerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Spongia agaricindallas, 1766 (Fil Kulg) stingerinin antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek amaciyla yapilan ¢ghanin bulgular Cizelge 4.4.’de verilgtir.

Calsmanin sonucunda elde edilen bulgulara gd®@ongia agaricinadeniz
sungerinden elde edilen ve 6 mm capindaki datibiyogram disklere 25 pL emdirilgi
ekstrelerinin cabmada kullanilarEnterococcus faecalisbakterisi dyindaki tim bakteri,
kif ve maya sglarina kagl antimikrobiyal aktivite sergiledi yapilan zon capi
Olcimleriyle tespit edilmtir. Gram pozitif bakterilerdenStaphylococcus epidermidis
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ATCC 122228’ e kan 13,6 mm zon ¢api Olculerek en yiksek antibaketaktivite degeri
bulunmutur. Antibiyotiklere kagi direncli olanKlebsiella pneumoniage kari 8,3 mm
inhibisyon zon capi Olculerek  zayif bir antimikigdl aktivite tespit edilmtir.
Escherichia coliATCC 25902, veBacillus subtilisSATCC 6633 bakterilerine kear distk
bir antimikrobiyal aktivite gelitigi goraimdstar.

Spongia agaricinaPallas, 1766 (Fil Kula) stngerinin antifungal aktivitesi
calismada kullanilan ger stinger tiurlerine gore daha fazladBpongia agaricinadeniz
sungerinden elde edilen ve 6 mm c¢apindaki &atibiyogram disklere 25 pL emdirilgi
ekstrelerinin, c¢agmada kullanilarCandida albicansATCC 10239’ a kan 20,6 mm zon
cap! Olculerek, bu sitnger ekstraktina ait en nfinaikrobiyal aktivite sonucu elde
edilmistir. Bunun yanind@enicillium granulaturha kagi zon ¢capr 20 mmAspergillus
flavus a kasl zon ¢api 19,6 mmAspergillus canditusa kagi zon ¢api 15,3 mm olculerek
oldukca guclu bir antifungal aktivite tespit ediktm. Geotrichum candiduha kagi 12,6
mm, Penicillium rugulosuna karsi ise 11 mm zon ¢ap! Olcultiir. Spongia agaricina
deniz suingerinden elde edilen ekstrelekspergillus nigee kari 8,3 mm,Aspergillus
fumigatus var. elipticisa kagl 8,6 mm,Penicillium jenseiiye kagi 9 mm c¢apinda zon
olusturarak bu U¢ fungus tirine karzayif bir antimikrobiyal aktivite sergilegii
gorulmitar. Sekil 4.4.1. veSekil 4.4.2."de Komir Limani- Gelibolu (Saroz Kérfedalis
noktasindan toplanaSpongia agaricina singerinin antimikrobiyal aktivite fogoaflari
gorulmektedir.

4.1.3. Aplysina aerophoba Nardo, 1843 Suingerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Aplysina aerophobélardo, 1843 siingerinin antimikrobiyal aktivitesh@lirlemek
amaclyla yapilan ¢aimanin bulgular Cizelge 4.5.’te verilgtir.

Calsmanin sonucunda elde edilen bulgulara gdkelysina aerophobadeniz
sungerinden elde edilen ve 6 mm capindaki datibiyogram disklere 25 pL emdirilgi
ekstrelerin, Gram pozitif ve Gram negatif bakteglekagl antimikrobiyal aktivitesi
calismada kullanilan siinger tiarleri icinde en yuksekinakrobiyal aktivite sonuclarini
vermistir. Aplysina aerophobaleniz singeri ekstresi en yiksek antibakteriyaiviyi
19,6 mm zon cap! ile Gram pozitif bakterilerd8mphylococcus epidermid&TCC
122228’ e ka1 gostermgtir. Calismada kullanilan ve antibiyotiklere lar direncli olan
Klebsiella pneumoniadbakteri kiltirine kar 14,3 mm c¢apinda zon Olculeréiplysina
aerophobadeniz singeri ekstresinin gucli antimikrobiyal waitéisi tespit edilmytir.
Staphylococcus aureSTCC 6538 e kagl 17,3 mm, Bacillus subtilisATCC 6633 e
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karsi 15,6 mm Bacillus cereusATCC 7056’a kagi 14 mm,Enterococcus faecali® kagl
14,3 mm Escherichia coliATCC 25902’ye kan 12,6 mm capindaki zonlar 6lculerek
gucla bir antimikrobiyal aktivite tespit edilgtir.

Aplysina aerophobadeniz stingerinden elde edilen ve 6 mm capindaki bo
antibiyogram disklere 25 puL emdirilgiekstrelerin fungus ve mayastarina kasi
sergiledgi antimikrobiyal aktivite Candida albicansATCC 10239'ye kan 23,6 mm
capinda zon okturarak bu catmada tespit edilen en buyuk antimikrobiyal aktidegeri
olma nitelgini tasimaktadir.Geotrichum candidufa kargi 19,6 mm zon c¢api Ol¢ulerek
gucli bir antifungal aktivite belirlengtir. Penisillium jenseniye kagi 9,3 mm,
Penicillium rugulosurma kagl 7,6 mm zon capi Olculerek zayif bir antifungatiake
tespit edilmgtir. Sekil 4.5.'te Komur Limani- Gelibolu (Saroz Korfézdals noktasindan
toplanan Aplysina aerophoba slngerinin  antimikrobiyal aktivite fogpaflar
gorilmektedir.

Aplysina aerophobaleniz siingerinden elde edilen ekstreleAspergillus niger
Aspergillus fumigatus var. elipticusAspergillus flavus Aspergillus candidusve
Penicillium granulaturha karl antimikrobiyal aktivitesini gorilmengir.
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Cizelge 4.1. Bozkent'teki (Marmara Denizi) datioktasindan toplang®pongia officinalis

suingerinin antimikrobiyal aktivitesi

Inhibisyon Zonlari (mm)*

Ekstrakt Mukayese Antibiyotikleri
Test 250 P AM KETO NYS
Mikroorgamizmalari 10 25 20 100
Bacillus cereus
ATCC 7064 13,3 14 12 TE TE
Bacillus subtilis
ATCC 6633 13 13 16 TE TE
Staphylococcus epidermidis
ATCC 122228 ! 28 25 TE TE
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 8 23 20 TE TE
Enterococcus faecalis 10,3 15 13 TE TE
Escherichia coli
ATCC 25902 12 18 19 TE TE
Klebsiella pneumoniae 10,3 14 13 TE TE
Aspergillus niger 8,6 TE TE 10,6 13,3
Aspergillus fumigatus var. elipticus 14,6 TE TE 10 20
Aspergillus flavus 12 TE TE 21,3 20
Aspergillus canditus 9 TE TE 14 15,3
Penicillium granulatum 17 TE TE 14 14,3
Penicillium rugulosum 18 TE TE 16 13
Penicillium jenseii 15,3 TE TE 17,3 16,6
Candida albicans
ATCC 10239 10 TE TE 21 20
Geotrichum candidum 18,3 TE TE 23,3 16,6

P 10: Penicillin (10 pg)
AM 25: Ampicillin (25 pg)
(TE): Test Edilmedi

KETO 20: Ketocanazole (20 pg)
NY 100: Nystatin (100 pg)

(*): Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini gostektedir. Her disk 6 mm c¢apinda olup
25 pL (mikrolitre) ekstre emdirilngiir. Sonuclar ¢ deneyin ortalamasidir.
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Cizelge 4.2.Gelibolu Kalanora Sitesi (Canakkale ga1) dals noktasindan toplanan

Spongia officinalistingerinin antimikrobiyal aktivitesi

Inhibisyon Zonlari (mm)*

Ekstrakt Mukayese Antibiyotikleri
Test 250 P AM KETO NYS
Mikroorgamizmalari 10 25 20 100
Bacillus cereus
ATCC 7064 7 14 12 TE TE
Bacillus subtilis
ATCC 6633 8 13 16 TE TE
Staphylococcus epidermidis
ATCC 122228 - 28 25 TE TE
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 10 23 20 TE TE
Enterococcus faecalis _ 15 13 TE TE
Escherichia coli
ATCC 25902 - 18 19 TE TE
Klebsiella pneumoniae _ 14 13 TE TE
Aspergillus niger _ TE TE 10,6 13,3
Aspergillus fumigatus var. elipticus 7 TE TE 10 20
Aspergillus flavus 7,3 TE TE 21,3 20
Aspergillus canditus 17,3 TE TE 14 15,3
Penicillium granulatum 16,3 TE TE 14 14,3
Penicillium rugulosum 15 TE TE 16 13
Penicillium jenseii _ TE TE 17,3 16,6
Candida albicans
ATCC 10239 - TE TE 21 20
Geotrichum candidum TE TE 23,3 16,6

P 10: Penicillin (10 pg)
AM 25: Ampicillin (25 pg)
(TE): Test Edilmedi

KETO 20: Ketocanazole (20 pg)
NY 100: Nystatin (100 pg)

(*): Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini gostektedir. Her disk 6 mm c¢apinda olup
25 pL (mikrolitre) ekstre emdirilngiir. Sonuclar ¢ deneyin ortalamasidir.
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Cizelge 4.3. Komir Limani Gelibolu (Saroz Korfedalis noktasindan toplanaBpongia
officinalis siingerinin antimikrobiyal aktivitesi

Inhibisyon Zonlari (mm)*

Ekstrakt Mukayese Antibiyotikleri
Test 250 P AM KETO NYS
Mikroorgamizmalari 10 25 20 100
Bacillus cereus
ATCC 7064 _ 14 12 TE TE
Bacillus subtilis
ATCC 6633 7 13 16 TE TE
Staphylococcus epidermidis
ATCC 122228 - 28 25 TE TE
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 7,6 23 20 TE TE
Enterococcus faecalis _ 15 13 TE TE
Escherichia coli
ATCC 25902 - 18 19 TE TE
Klebsiella pneumoniae _ 14 13 TE TE
Aspergillus niger _ TE TE 10,6 13,3
Aspergillus fumigatus var. elipticus _ TE TE 10 20
Aspergillus flavus _ TE TE 21,3 20
Aspergillus canditus 12,6 TE TE 14 15,3
Penicillium granulatum - TE TE 14 14,3
Penicillium rugulosum 11,6 TE TE 16 13
Penicillium jenseii _ TE TE 17,3 16,6
Candida albicans
ATCC 10239 - TE TE 21 20
Geotrichum candidum _ TE TE 23,3 16,6
P 10: Penicillin (10 pg) KETO 20: Ketocanazole (20 pg)
AM 25: Ampicillin (25 pg) NY 100: Nystatin (100 pg)

(TE): Test Edilmedi

(*): Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini gostektedir. Her disk 6 mm capinda olup
25 pL (mikrolitre) ekstre emdirilngiir. Sonuclar ¢ deneyin ortalamasidir.
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Cizelge 4.4Spongia agaricin@allas, 1766 sungerinin antimikrobiyal aktivitesi

Inhibisyon Zonlari (mm)*

Ekstrakt Mukayese Antibiyotikleri
Test 2501 P AM KETO NYS
Mikroorgamizmalari 10 25 20 100
Bacillus cereus
ATCC 7064 10 14 12 TE TE
Bacillus subtilis
ATCC 6633 9,3 13 16 TE TE
Staphylococcus epidermidis
ATCC 122228 13,6 28 25 TE TE
Staphylococcus aureus
ATCC 6538 10 23 20 TE TE
Enterococcus faecalis _ 15 13 TE TE
Escherichia coli
ATCC 25902 7,3 18 19 TE TE
Klebsiella pneumoniae 8,3 14 13 TE TE
Aspergillus niger 8,3 TE TE 10,6 13,3
Aspergillus fumigatus var. elipticus 8,6 TE TE 10 20
Aspergillus flavus 19,6 TE TE 21,3 20
Aspergillus canditus 15,3 TE TE 14 15,3
Penicillium granulatum 20 TE TE 14 14,3
Penicillium rugulosum 11 TE TE 16 13
Penicillium jenseii 9 TE TE 17,3 16,6
Candida albicans
ATCC 10239 20,6 TE TE 21 20
Geotrichum candidum 12,6 TE TE 23,3 16,6
P 10: Penicillin (10 pg) KETO 20: Ketocanazole (20 pg)
AM 25: Ampicillin (25 pg) NY 100: Nystatin (100 pg)

(TE): Test Edilmedi

(*): Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini gostektedir. Her disk 6 mm c¢apinda olup
25 L (mikrolitre) ekstre emdirilngiir. Sonuclar ¢ deneyin ortalamasidir.
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Cizelge 4.5Aplysina aerophobd&lardo, 1843stingerinin antimikrobiyal aktivitesi

Inhibisyon Zonlari (mm)*

Ekstrakt Mukayese Antibiyotikleri

Test P AM KETO NYS
Mikroorgamizmalari 25uL 10 25 20 100
Bacillus cereus

ATCC 7064 14 14 12 TE TE
Bacillus subtilis

ATCC 6633 15,6 13 16 TE TE
Staphylococcus epidermidis

ATCC 122298 19,6 28 25 TE TE
Staphylococcus aureus

ATCC 6538 17,3 23 20 TE TE
Enterococcus faecalis 14,3 15 13 TE TE
Escherichia coli

ATCC 25902 12,6 18 19 TE TE
Klebsiella pneumoniae 14,3 14 13 TE TE
Aspergillus niger _ TE TE 10,6 13,3
Aspergillus fumigatus var. elipticus _ TE TE 10 20
Aspergillus flavus _ TE TE 21,3 20
Aspergillus canditus _ TE TE 14 15,3
Penicillium granulatum _ TE TE 14 14,3
Penicillium rugulosum 7,6 TE TE 16 13
Penicillium jenseii 9,3 TE TE 17,3 16,6
Candida albicans

ATCC 10239 23,6 TE TE 21 20
Geotrichum candidum 19,6 TE TE 23,3 16,6
P 10: Penicillin (10 pg) KETO 20: Ketocanazole (20 pg)
AM 25: Ampicillin (25 pg) NY 100: Nystatin (100 pg)

(TE): Test Edilmedi

(*): Rakamlar inhibisyon zonlarinin ¢aplarini gostektedir. Her disk 6 mm capinda olup
25 pL (mikrolitre) ekstre emdirilngiir. Sonuclar ¢ deneyin ortalamasidir.
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Sekil 4.1.1. Bozkent (Marmara Denizi) dahoktasindan toplana®pongia officinalis

suingerinin antimikrobiyal (antibakteriyal) aktivitetograflari.

a-Bacillus cereusATCC 7064, bBacillus subtilisSATCC 6633,

c-Staphylococcus epidermiddsTCC 122228, dstaphylococcus aureusTCC 6538,
e-Enterococcus faecali$-Escherichia coliATCC 25902, Klebsiella pneumoniae
(1-Ekstrakt, 2-Negatif Kontrol, 3-4-Antibiyotik Bkleri)
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Sekil 4.1.2. Bozkent (Marmara Denizi) dahoktasindan toplana®pongia officinalis

suingerinin antimikrobiyal (antifungal) aktivite t@raflari.

a Aspergillus nigerb- Aspergillus fumigatus var. elipticus- Aspergillus flavus
d- Aspergillus candituse-Penicillium granulatumf- Penicillium rugulosum,

g- Penicillium jenseii h- Candida albican®ATCC 10239, iGeotrichum candidum
(1-Ekstrakt, 2-Negatif Kontrol, 3-4-Antibiyotik Bkleri)
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Sekil 4.2. Gelibolu Kalanora Sitesi (CanakkalegBpi) dals noktasindan toplanan

Spongia officinalistingerinin antimikrobiyal aktivite fogpaflari.

a-Bacillus cereusATCC 7064, bBacillus subtilisSATCC 6633,

c- Staphylococcus auredsT CC 6538, d-Aspergillus fumigatus var. elipticus
e- Aspergillus flavusf- Aspergillus canditusg- Penicillium granulatum

h- Penicillium rugulosum,

(1-2-Antibiyotik Diskleri, 3-Ekstrakt, 4-Negatif Kdrol)
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Sekil 4.3. Komur Limani- Gelibolu (Saroz Koérfezi)ldanoktasindan toplang8pongia
officinalis suingerinin antimikrobiyal aktivite fogoaflar:.

a-Bacillus subtilisATCC 6633, b-Staphylococcus auredsTCC 6538,

c-Aspergillus canditusd- Penicillium rugulosum,

(1-2-Antibiyotik Diskleri, 3-Ekstrakt, 4-Negatif Kurol)
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Sekil 4.4.1. Komur Limani- Gelibolu (Saroz Kdrfezialis noktasindan toplang®pongia

agaricina sungerinin antimikrobiyal (antibakteriyal) aktigifotgzraflari.

a-Bacillus cereusATCC 7064, bBacillus subtilisSATCC 6633,

c-Staphylococcus epidermiddsTCC 122228, dstaphylococcus aureusTCC 6538,
e-Escherichia coliATCC 25902, fKlebsiella pneumoniae

(1-2-Antibiyotik Diskleri, 3-Ekstrakt, 4-Negatif Kdrol)
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Sekil 4.4.2. Kémir Limani- Gelibolu (Saroz Korfedialis noktasindan toplang®pongia

agaricina sungerinin antimikrobiyal (antifungal) aktivitetégraflari.

a Aspergillus nigerb- Aspergillus fumigatus var. elipticus- Aspergillus flavus
d- Aspergillus candituse-Penicillium granulatumf- Penicillium rugulosum,

g- Penicillium jenseii h- Candida albican®ATCC 10239, iGeotrichum candidum
(1-2-Antibiyotik Diskleri, 3-Ekstrakt, 4-Negatif Kdrol)
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Sekil 4.5. Komur Limani- Gelibolu (Saroz Koérfezi)ldanoktasindan toplanakplysina
aerophobasungerinin antimikrobiyal aktivite fogoaflar.

a-Bacillus cereusATCC 7064, bBacillus subtilisSATCC 6633,

c-Staphylococcus epidermiddsTCC 122228, dstaphylococcus aureusTCC 6538,
e-Enterococcus faecali$-Escherichia coliATCC 25902, Klebsiella pneumoniae

h- Penicillium rugulosumi- Penicillium jenseiij- Candida albican®ATCC 10239,
k-Geotrichum candidum

(1-2-Antibiyotik Diskleri, 3-Ekstrakt, 4-Negatif Kdrol)
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4.2. Tartisma

Literatir aratirmalarina goére, deniz stngerlerindeki biyoakti§anik bilsiklerin
acga cikariimasinda en etkili ¢ozucinin metanol gldwildiriimektedir. (Crews ve
Naylor, 1985) Bu nedenle ekstraksiyogleminde c¢ozici olarak metanol secitimi
Calsmanin amaci ve detayina gore metanolin yanindartpldiklorometan, etanol,
dietileter, aseton gibi organik ¢ozulculerin dda&uldigi goralmtar.

Amade ve ark. (1987) yaptiklarnn gahada Akdenizden toplanananSpongia
agaricina deniz stingerine ait ekstrelerBacillus subtilis Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Escherichia’'cgé kagi inhibisyon zonunun 10 mm’ nin altinda
oldugu rapor edilmgtir. Tez calsmasinda Komur Limani Saroz Korfezi datioktasindan
toplanan Spongia agaricinastinger ekstrakti Bacillus subtilis e kagi 9,3 mm,
Escherichia coliATCC 25902ye kakl 7,3 mm, Staphylococcus aureaskari 10 mm
inhibisyon zonu olgturarak, Amade ve ark. (1987)'de yaptiklari gala ile paralellik
gostermektedir.Staphylococcus epidermides’kagl 13,6 mm inhibisyon zonu tespit
edilerek farkli bir sonug elde edilgtir.

Amade ve ark. (1987) Akdenizdeki bazi deniz simgmrin antimikrobiyal
aktivitesi Uzerine yaptiklari ¢camada, Spongia officinalis e ait ekstrelerin Bacillus
subtilis, Staphylococcus epidermidis, Escheriatol bakterilerine veAspergillus niger
ve Aspergillus fumigatukifleri ve mayalarda€andida albicans kasi inhibisyon zonu
gelismedigi rapor edilmgtir. Tez calgmasinda kullanilan Bozkent dalistasyonundan
toplananSpongia officinalise ait ekstrelerirBacillus subtilisATCC 6633e kagl 13 mm
Staphylococcus epidermidiaTCC 122228'e kan 7 mm Escherichia coli ATCC
25902ye kagl 12 mm inhibisyon zonu tespit edilgtir. Yine tez c¢akmasinda
funguslardanAspergillus nigeré kagl 8,6 mm veAspergillus fumigatus kagl 14,6 mm,
Candida albicans ATCC 10239'a  kan 10 mm inhibisyon zonu gsligi tespit
edilmistir.

Gelibolu Kalanora Sitesi’'nden (CanakkalegBal) toplanarSpongia officinalise
ait ekstreler ise Bacillus subtilisATCC 6633’e kagi 8 mm inhibisyon zonu olturmus,
Staphylococcus epidermid&STCC 122228’eve Escherichia coliATCC 25902ye kaki
antimikrobiyal aktivite gostermestir. Staphylococcus aureusTCC 6538 e kagl 10 mm
inhibisyon zonu olgtugu tespit edilmgtir. Calismada kullanilan funguslardakspergillus
niger'e kagl bir antimikrobiyal aktivite gostermestir. Aspergillus fumigatus var.
elipticusa karl 7 mm zon olgturak zayif bir antimikrobiyal aktivite gostegdli

55



BOLUM 4- ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA Hasan Micahit CANAKAY

gorulmektedir. Bu sonuclar Amade ve arkddanin yaptgl ve 1987’ de yayinlanan
calismanin sonuclari ile ayni daultuda olan sonuclardir.

Komdr Limani Saroz Korfezi'nden toplang®pongia officinalis e ait ekstreler
Bacillus subtilisATCC 6633’e kagi 7 mm, Staphylococcus aurelSTCC 6538 e kasl
7,6 mm capinda inhibisyon zonu olctlgnie zayif bir antimikrobiyal aktivite gorulngtur.
Bu sonuclar da Amade ve arkal@aunin 1987’ de yayinladiklari ¢cginadaki sonuclarla
paralellik gostermektedir.

Tez calsmasinda uc¢ farkli dagli istasyonundan toplana®pongia officinalis
orneklerine ait ekstrelerin, test mikroorganizmadarkag! farkli antimikrobiyal aktivite
gostermelerinin nedeni, bu stinger 6rneklerininlfalttrler olmasindan ya da stingerlerle
simbiyont ygam siren deniz bakterilerinin Urgtti farkli sekonder metabolitlerden
kaynaklandgl distintlmektedir.

Bir ¢cok turd bulunarBacillus’ lar toprak, su ve géli gidalarda bulunmaktadirlar.
Calsmada kullanilanBacillus cereus’un gidalarla birlikte c¢cok sayida alinmasi ile
bireylerde gida zehirlenmesi elnaktadir.Bacillus subtilisise ekmekte "rope" adi verilen
hastalik etmenidir (Adams ve Moss, 1995).

Tez calgmasinda kullanilanAplysina aerophobatingerine ait ekstrelerin 6zellikle
Candida albicans ATCC 10239’a kap 23,6 mm inhibisyon zonu ojturarak cakmada
kullanilan Ketocanazole ve Nystatin antifungallden daha yiksek bir antifungal aktivite
sergiledgi gorulmektedir.

C. albicansinsan &z ve sindirim sistemi i¢cinde yayan pek ¢ok organizmadan
biridir. Saslikh yetiskinlerin % 40 inin &zinda, salikh kadinlarin % 20-25 inin
vajinasinda varfi gosterilebilir. C. albicans sindirim sistemindeki vagliyla baka
patojen bakterilerin g@lmasini engeller. Vicudun ggklik sistemi ve dier zararsiz
bakteriler normasartlardaCandidd yi kontrol altinda tutarlar.

Bagisikligl baskilanmy hastalarda (AIDS, kanser kemoterapisi, orgapave
kemik iligi transferi durumlarinda) sistemik mantarsal (fuhganfeksiyonlar (fungemi),
hastalilk ve 6lumun khca nedenleri arasindadirlar. Ayrica bu yondeki olmayan
hastalarin hastanede edindikleri enfeksiyonlariditdsagslik sorunu haline gelngiir.

Komdar Limani Saroz Korfezi'nden toplanarAplysina aerophoba deniz
siingerinden elde edilen siinger eksti&siphylococcus epidermidig€ kagi 19,6 mm,
Staphylococcusaureus’a kagl 17.3 mm,Bacillus subtilisATCC 6633’e kagl 15,6 mm
capinda inhisyon zonu ghurarak oldukca guclu bir antimikrobiyal aktivite

gostermgtir.
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Amade ve ark. (1987) yayinladiklari makalede Ak#eden toplanan singer
ornesi Aplysina cavernicolanin Staphylococcusaureus’a, Bacillus subtilise kari zayif
bir antimikrobiyal aktivite sergiledi rapor edilmgtir. Amade ve arkadgarinin calgtig
Aplysina cavernicolasingeri ile tez ¢calmasinda kullanilaiplysina aerophobaleniz
sungeri ayni genusa ait farkh tdrlerdir. Bu nedenicalsmada kullanilan
mikroorganizmalara kar gosterdikleri antimikrobiyal aktivite de farkklgostermektedir.
S. epidermidigyenellikle patojen olmasa da, immun sistemi getecalsan hastalar ve
surekli kateter takili olan hastalar igin buyuk fktir. Bir ¢cosu ince bir salgi olgturur ve
bu sayede tibbi protezlerin ylzeyine de ygrle

Patojenik tirlerinden birisi de yaralarda enfeksigoyol agabilerStaphylococcus
aureustur. Bu bakteri kuru ytzeylerde ga ve gecirgengii arttirir. Metisiline-Direngli
Staphylococcus aure®RSA) hastane enfeksiyonlarinda ana etken glaruS. aureus
ayrica toksiksok sendromuna da neden olabilmektedir. 1980tsunca bazi tamponlar
S. aureu’un hizla Gremesine yol acggnve busekilde kana kasan toksinler salinmtir.
Herhangi birS. aureusenfeksiyonu stafilokokal Banms cilt sendromuna yol acabilir. Bu
durum ise derinin kana kaan ekzotoksine vergii reaksiyon ile olgur. Ayrica piyemi
diye adlandirilan bir g septisemiye de yol acabilir.

Amade ve ark. (1987)Spongia agaricinadeniz stngerine ait ekstrelerde
Aspergillus nigere kasl 10 mm’ nin altinda inhibisyon zonu agtugunu veAspergillus
fumigatus’a kagl ve mayalardai€andida albican'a kasi inhibisyon zonu gejmedigi
rapor edilmgtir. Tez calsmasinda Saroz Korfezi'nden toplangpongia agaricina
suingerine ait ekstrakAspergillus niger e kagl 8,3 mm inhibisyon zonu ofturarak
Amade ve arkadgarinin bulgulariyla értgmektedir. CakmamdaSpongia agaricinga ait
ekstrelerAspergillus fumigatus var. elipticaskarl 8,6 mm imhibisyon zonu getigi
gorulmistir. MayalardanCandida albicans ATCC 10239'a  kan 20.6 mm capinda
inhibisyon zonu dlgilerek Amade ve arkgldandan farkl bir sonug bulunngur.

Bazi Aspergillus tirleri patojendir, insan ve hayvanlarda ciddi tabklara yol
acabilirler. invazif etmen olanlardan en yayginl&spergillus fumigatusve Aspergillus
flavus tur. Alerjik hastalga neden olanlar arasinda en yaygin olamapergillus
fumigatus ve Aspergillus clavatustur. Diger bazilari zirai patojendirAspergillus
turlerinin bazilari tahil Grtnlerinde hastalik yapaflatoksin dahil ¢gtli mikotoksinler
uretirler.

Aspergillosis (veya aspergillozAspergilluscinslerinin neden oldiu bir hastalik
grubudur. Belirtiler arasinda atedksurik, ggus arisi veya nefessizlik olabilir, bunlar
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baska hastaliklarda da gorulgii icin tani koymak zordur. Basikhk sistemi zayiflamy
veya baka akcger sorunlari olan hastalar buna daha muisaittir.

Insanda hastgin balica bigimleri:

1. Allerjik aspergillosis (astim, kistik fibroz \snizit hastalarini etkiler)

2. Akut invazif aspergillosis (bazi kanser hastale kemoterapi gorenlerde

oldugu gibi zayif b&isiklik sistemlilerde risk artar)

3. Dissemine invazif aspergillosis (vicuda yayshmi

Hentschel ve ark. (2001) de yayinlanan bir matt@leAkdeniz singerleri
Aplysina aerophobae Aplysina cavernicolalan izole edilen bakterilerin antimikrobiyal
faaliyetleri ve filogenetik bakteri analiz sonuglgayinlanmgtir. Aplysina aerophoba
ve Aplysina cavernicolalan izole edilen SB144 izoldh.aureusakterisine kan 18 mm,
inhibisyon zonu olgturdusu rapor edilmektedir. Yine ayni c¢gtinada, SB207 izolati
E.coli ye kagl 14 mm, S.aureu® karl 16 mm inhibisyon zonu ofturdusu rapor
edilmektedir.  Tez camasinda  kullanilan Aplysina  aerophoba ekstreleri
Staphylococcus aurelSTCC 6538e kagl 17,3 mm,Escherichia coliATCC 25902’ ye
kargi 12,6 mm inhibisyon zonu goOstererek, Hentschel avkadalarinin 2001’ de
yayinlanan cagma sonuclari ile ortimektedir.

Tez calsmasinda kullanilan ve antibiyotiklere kar direncli olan Klebsiella
pneumoniaebakteri kiltirtine kar 14,3 mm capinda zon olcllerekplysina aerophoba
deniz stingeri ekstresinin gucli antimikrobiyal aitési tespit edilmitir.

K. pneumoniadakterisi pndmoni hastgina neden olmaktadir. Genel bir kural
olarak,Klebsiellaenfeksiyonlari ¢cgunlukla zayif baisiklik sistemi olan kjilerde gorular.
Hastallk en sik kasiklik sistemi zayiflatan hastaliklarla beraber,aostgl ve yal
erkekleri etkiler. Bu hastalik grubuna diyabet,dditkm, kanser, karager hastafii, kronik
obstruktif akcger hastalii (KOAH), glukokortikoid tedavisi, bobrek yetmegli olan
kisiler de dahil olmak Uzere, bazi meslek gruplarin@agit fabrikasi gcileri gibi) dahil
edilmektedir. Bu enfeksiyonlarin go bir hastane enfeksiyogaklinde gelsebilmektedir.
Hastane dinda Klebsiella bakterisinin neden olgw en sik gortlen enfeksiyon bran
seklinde tipik olarak gejen bronkopnomonidir. Bu hastalarin gier absesi, kavitasyon,
ampiyem, plevral yapikliklar gelistirmek icin artan bir glimi vardir. Bu hastalik
antibiyotik tedavisi ile bile % 50 civarinda yuksék 6lum oranina sahiptir. Mortalite
orani alkolizm ve bakteriyemi gedin insanlar icin yakkak % 100 olabilir.

Klebsiellabakterileri pnémoniye ek olarak, idrar yolu enfigkslari, alt safra yolu
ve cerrahi yara enfeksiyonlarina da neden olallinik hastaliklarin yelpazesi pnémoni,
tromboflebit, idrar yolu enfeksiyondYE), kolesistit, ishal, tist solunum yolu enfeksiyon
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osteomiyelit, menenijit ve bakteriyemi ve septisgania enfeksiyonunu icerir. Vilicudunda
invaziv bir cihaz bulunan kilerde daha sonra cihazin kirlenmesiyle bir riskurpbrnegin
solunum destek ekipmanlari ve Uriner kateter kalta hastalar yuksek riskli hastalar
grubundadir. Ayrica, bilingsiz antibiyotik kullaniidlebsiellabakterilerinin neden oldiw
hastane enfeksiyonu riskini arttiran bir faktoriolia.

Aplysina aerophoba&e Spongia officinaligleniz siingerlerinden elde edilen stinger
ekstreleriGeotrichum candidumfungusuna kar oldukc¢a yuksek bir antifungal aktivite
sergilemektedirGeotrichum candidungeftali, nektarin, domates ve havug tzerindeki ek
curimeye neden olan bir bitki patojendir. Ayrigskandinav sit Uriinleri tretiminde
kullanilan ve urinun yilzeyinde kadifemsi bir tadalolsumundan sorumludur. Ayni
zamanda insanlarda da hastaliklara neden olabilir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Sungerlerle ilgili olarak yapilan antimikrobiyal takte aragtirmalarinda disk
difizyon metodunun kolay uygulanabilmesi ve maliyiet distik olmasi nedeniyle tercih
edilen yontemler arasinda ofglu goriilmektedir. Bu metod gnda MK yontemi de
kullaniimaktadir.

Cakmamizda 3 farkh siinger turiine ait metanol céziciiglelde edilen singer
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi disk d#yion metoduyla asairiimistir. Tez
calismasinda prokaryot hiicre yapisina sahip 5 Gramtipdmkteri, 2 Gram negatif
kaltard ile d6karyot hiicre yapisina sahip 8 fungeslvnaya kultiri olmak tzere toplam 16
test mikroorganizmasi kullanilgtir. Bu sayede elde edilen sonuclarin,
mikroorganizmalara kar geng spektrum olsturacak dizeyde antimikrobiyal aktivitesi
ortaya cikarilmgtir.

Elde edilen bulgular incelenginde; bu tez caymasinda kullanilan g farkh stinger
turinden elde edilen ekstrelerin, galada kullanilan patojen bakteri ve fungus
orneklerine  ka, farkli diuzeylerde antimikrobiyal aktiviteye g$ah olduklari
gorilmektedir.

Ozellikle Aplysina aerophobaiingerine ait ekstrelerin; gahada kullanilan Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilere karen fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip ofiu
tespit edilmgtir. Spongia agaricinaiingerinden elde edilen ekstrelerin, funguslariide
geng spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip ofdugorilmektedir.

Salik, gida, tarim ve hayvancilik gibi farklh sek#@nmdle; mikroorganizmalar
nedeniyle meydana gelen hastaliklar, tlke ekonomiésiher yil ¢cok buyik kayiplara
neden olmaktadir. Bu kayiplarin dnlenmesi, en azfiriiebilmesi ve tlke ekonomisine
katki s&lamasi amaciyla, mikroorganizmalara garyurutilen micadelede deniz
sungerleri yeni ¢6zim yollari sunabilir.

Aplysina aerophoba, Spongia agaricima Spongia officinalisdeniz stingerlerinden
elde edilecek antifungal ajanlar sebze, meyveltdidinlerinde bozulmaya neden olan
funguslara kaw; yeniilaclarin Gretiminde ve ggiiriimesinde kullanilabilir.

Sonu¢ olarak; mikroorganizmalarin antibiyotiklerarsk diren¢ mekanizmalari
gelistirmeleri ve kullanilan antibiyotiklerin yan etkrhedUstnuldigtinde, alternatif yeni
etken maddelerin bulunmasi ve preparat haline ilpetisi gerekmektedir. Yurt ginda
uzun yillar 6nce bgayan benzer caimalarin Glkemizde de yapilmasi, géhilmesi ve
desteklenmesi gerekmektedir. Denizlerimizdegadwlarak yetien ve milli servetimiz
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olan sungerlerin, antimikrobiyal aktivitelerininganmasi, yeni antimikrobiyal ilaglarin
uretilmesi ile patojenlere kgrtedavide bizleri bir adim 6ne gecirecek; hemrdanlgin
hizmetine sunulmak Uzere ileride yapilacak olamsgadlara gik tutacaktir.
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