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TEZ BILDIRiMi

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuclarin bagka
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu iiniversite veya bagka bir tiniversitedeki baska bir tez ¢alismasi

olarak sunulmadigini beyan ederim.

Yasemin BASKAYA
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BAZI PATOJEN MiKROORGANIZMALAR UZERINDE ETKIiLi
ANTIMIKROBiYAL MADDELER URETEBIiLEN
MIKROORGANIZMALARIN TOPRAKTAN iZOLASYONU
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Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
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Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Yrd. Dog¢. Dr. Aytac KOCABAS

Subat, 2015, 61 sayfa

Son zamanlarda, saglik bilimlerinde ortaya ¢ikan problemlerden biri antibiyotik ilaglara
kars1 patojen mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasidir. Bu ylizden, mevcut olarak
kullanilan  birgok antibiyotik mikroorganizmalara karsi etkilerini neredeyse
kaybetmistir. Bu sebepten otiirii, cogunlugu sentetik yeni antibiyotik ilaglar marketlere
sunulmustur. Buna mukabil su c¢ok 1iyi bilinmektedir ki diinya {izerindeki
mikroorganizmalarin ¢ogu hala bilinmemektedir, dolayisiyla onlarin antimikrobiyal
potansiyelleri de bilinmemektedir. Bu calismada, toplanan toprak oOrneklerinden
antimikrobiyal metabolit iiretme kapasitesine sahip mikroorganizmalar tespit edildikten
sonra belirlenen izolatlarin sivi kiiltiirde antimikrobiyal iiretim kapasiteleri disk
difizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu metodlartyla  patojen
mikroorganizmalar {izerinde dl¢iilmesi hedeflenmistir. Bunun i¢in, toprak ornekleri beg
farkll agar tizerine ekildi. Saf kiiltiirler elde edildikten sonra, antimikrobiyal aktiviteleri
capraz-¢izgi metodu kullanilarak patojen mikroorganizmalara kars: test edildi. izole
edilen 60 bakteri arasindan yaklasik % 20’si B. subtilis iizerine antimikrobiyal etki
gosterdi ve sadece % 1°1 S. aureus ATCC 29213 iizerine etkiliydi. Toplamda, % 17’si
antimikrobiyal madde iiretme kabiliyetine sahipti. Antimikrobiyal aktivitelerini baz
alarak, ii¢ izolat fermantasyon ortaminda daha detayli incelendi. Alti numarali
mikroorganizmanin 8. giiniine ait fermantasyon ornegi yaklasik 26 mm temiz alan ile K.
pneumoniae‘ya karsi en yiksek antimikrobiyal etkiyi goOsterdi. Bu ¢alismada,
antimikrobiyal aktivitelerin hem Gram pozitif hem de Gram negatif mikroorganizmalara
kars1 oldugu tespit edildi. Dolayisiyla bu ¢aligma giiniimiiziin problemlerinden genis
spektruma sahip antimikrobiyal madde arayisina giizel bir 6rnek olmustur.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, Toprak Mikroorganizmalari, Antimikrobiyal Aktivite.
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In recent years, one of the problem arising in health sciences is acquired resistance of
pathogenic microorganism against antibiotics. Therefore, currently used many
antibiotics almost lost their effects on microorganism. That is why new antibiotic drugs,
mostly synthetic have been introduced to the market. On the other hand, it is very well
known that most of the microorganism on earth are still unknown, hence, their
antimicrobial potentials. In this study, It was aimed that after determination of
microorganisms, capable of producing antimicrobial metabolite from collected soil
samples, antimicrobial production capacities of the determined isolates were detected by
disc diffusion and minimum inhibitory concentration methods against pathogen
microorganisms after incubation in liquid culture. For this purpose, soil samples were
inoculated on five different agar. After obtaining pure culture, they were tested for
antimicrobial activities against some pathogens microorganisms by using cross-streak
method. Among isolated 60 bacteria, about 20 % of them showed antimicrobial activity
against B. subtilis, and only the 1 % of them had activity on S. aureus ATCC 29213.
Totally, 17 % of them has the ability to produce antimicrobial chemicals. Based on their
antimicrobial activities, three of the isolates were investigated further in fermentation
broth. The samples belonging to g™ day of the microorganism No 6 fermentation period
showed highest antimicrobial activity about 26 mm clear zone against Klebsiella
pneumoniae. In this study, it was noted that the antimicrobial activities were against
both Gram positive and Gram negative microorganisms. Thus, this study is a case in
point for study searching for broad spectrum antimicrobial chemical, one of the
nowadays problems.

Keywords: Antibiotics, Soil Microorganisms, Antimicrobial Activity.
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1. GIRiS

Antibiyotiklerin hikayesi 1929 yilinda Alexander Fleming’in Staphylococcus aureus
izerine calisirken bir rastlanti sonucu bu mikroorganizmanin iiremesini engelledigini
tespit ettigi Penicillium notatum’u bulmasiyla baslamistir. Ancak bu antibiyotigin
endiistriyel uygulamalar1 ve antibiyotiklerin tedavide kullanimi 1940’li yillarin
baslarinda Chain ve Flarey’in P. notatum’un salgilarindan elde ettigi ve penisilin adim
verdikleri ilacin bircok mikroba 6ldiiriicii etkide bulunmasinin kesfedilmesi ile baglamisg
ve hizla geligmistir. Penisilinin kesfi ile bircok hastaliin tedavisi miimkiin olmus ve bu
olay yiizyilin bulusu olarak tarihe ge¢mistir. Bundan sonraki yillar i¢inde antibiyotiklere
kars1 gelisen direncin giderek artmasi yeni antibiyotiklerin gelistirilmesini

hizlandirmigtir (Apan, 2004).

1940’Ih yillarda stafilokok ve streptokok enfeksiyonlarinin tedavisinde az miktarda
iretilen ham penisilin kullanilmis, 1943’de Selman Waksman’in arastirma grubunun
streptomisini bulmasiyla antibiyotik arastirmalar1 biiyiik bir hiz kazanmistir. O yillarda,
Streptomyces griseus aktinomiset tiiriinden elde edilmis olan streptomisin, tiiberkiilozun
tedavisinde kullamlan ilk etkili antibiyotik olmustur. 1950 ve 1960’1 yillarda cok
sayida antibakteriyal ve antifungal kesfedilmis, bu donem antibiyotik kesifleri igin
“Altin Cag” olarak adlandirilmistir (Oskay ve Tamer, 2009). 1940’dan bu yana
tiniversiteler, enstitiiler ve ila¢c sirketlerinin 0©zel arastirma laboratuvarlarinda
yiizbinlerce mikroorganizma, topraktan izole edilerek antibiyotik testine tabi tutulmus
ve boylece tedavide kullanilan antibiyotikler bulunmustur. Yeni antibiyotiklerin kesfi ve

yar1 sentetik antibiyotik iiretimi ile tibbi agidan hizla ilerlenmistir (Oner, 2001).

Son 50 - 60 y1l icerisinde kullanima giren antibiyotikler insan, hayvan ve bitki yagsamina
katki saglamig, olimciil pek ¢ok enfeksiyon hastaliginin tedavisini olanakli kilmistir.
Ancak insanlik tarihinin en Onemli buluslarindan olan antibiyotiklerin uygunsuz,
gereksiz ve bilingsiz kullanimlart sonucu gelisen diren¢ nedeniyle antibiyotikler
giiniimiizde etkilerini ©nemli oranda kaybetmislerdir (Oztiirk, 2008). Patojen
organizmalarin  diren¢  kazanmasi ile  antibiyotiklerin  aktivitelerinin  bu
mikroorganizmalara karsi arastirilmasi, yeni ve etkili antimikrobiyal maddelerin elde
edilmesi zorunlu hale gelmistir. Ozellikle 1988’lerden bu yana vankomisin direngli

Enterokoklarin (VRE) ortaya ¢ikisi, metisilin ve vankomisin direncli S. aureus



(MRSA/VRSA) suslari, buna ek olarak bagisiklik sisteminin ¢okmesine neden olan
viriis (HIV/AIDS), influenza viriis alttipi HIN1 veya HS5N1 kaynakli influenza
salginlari, alt solunum yolu enfeksiyonlari, ishal, direngli bakterilerin sebep oldugu
sepsis ve yogun bakim {iinitelerinde gozlenen hastane enfeksiyonlar1 gibi yeni
patojenlerin ortaya c¢ikmasit dogal antimikrobiyal iirlinlerin 6nemini tiim diinyada
artirmaktadir (Rondon ve ark., 2000; Martinez ve ark., 2004; Karaaslan, 2013). Yasanan
bu olaylar giiniimiizde antibiyotik direncinin halk saglig1 acisindan nasil ciddi bir tehdit
olusturdugunu ve gelecekte de olusturmaya devam edecegini gozler oniine sermektedir.
Bu yiizden yeni antimikrobiyal iiriinlerin aragtirilmasi kimyacilar, mikrobiyologlar ve

farmakologlarin ilgilendigi temel konularin basinda gelmektedir (Balkar, 2007).

Direngli patojenlerdeki artis, yeni hastaliklarin gelisimi, kullamilan bilesiklerin
toksisitesindeki artis nedeniyle kesinlikle yeni mikrobiyal metabolitlere ve farkli
stratejilere ihtiyag duyulmaktadir. Antimikrobiyallerin kullanimi arttikca bakteriyal
patojenler tarafindan ortaya ¢ikan diren¢ mekanizmalar1 daha da artmig ve karmasik bir
hal almistir. Cogul antibiyotik direncli bakterilere karsi kullanilan antibiyotiklerin giin
gectikge etkisini yitirmesinin en Onemli sebebi, bakterilerin salgiladigi B-laktamaz

enzimleridir. (Zahner ve ark., 1988; Demain, 1998).

Son yirmi yilda, kullamimda olan antibakteriyal ve antifungal ilaclara karsi, ikili
antibiyotik direncli bircok mikroorganizma klinik olarak izole edilip denendiginde,
bunlara tek yOnli antibiyotiklerin etkisinin yeterli olamadigr goriilmiistiir.
Antibiyotiklere diren¢ kazanmig mikrobiyal patojenleri kontrol altina almak igin,
farmakolojik olarak aktif, yeni bilesikleri kesfetmek gerekli olacagindan, etki alan1 daha
genis ve daha giiclii antibiyotik {ireten yeni mikroorganizma suslarinin arastirilip

incelenmesi dnem kazanmaktadir (Yilmaz ve Beyatli, 2003).

Antimikrobiyal ajanlara kars1 hizla gelisen direng, cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde
yeni antimikrobiyal ajanlarin ve yeni etki mekanizmalarinin arastirilmasina neden
olmustur. Son yillarda yeni antibakteriyal ajan gelistirme hiz1 biiyiik olciide diisiis
gostermektedir. Direng gelisiminin Oniine gegebilmek icin dogru antibiyotik kullanimi
temel ilke olmalidir. Bunun yaninda, her ne kadar yeni antibiyotikler 6nemli olsa da asil
amag istenmeyen etkileri ve ilac etkilesimlerini en aza indirmek icin yeni hedeflerin
saptanmasi, yeni mekanizmalarin belirlenmesi ve bunlara yonelik yeni antibiyotiklerin

gelistirilmesi olmalidir (Ozsen, 2009).



Ulkemizin cografik konumu diisiiniildiigiinde topraktan farkli suslarm izole
edilebilecegi ve hatta izole edilen bu suslarda farkli antibiyotik tiirevlerinin
sentezlenebilecegi soylenebilir. Bol hammadde kaynagina sahip olan iilkemizde halen
antibiyotik aktif maddeleri disaridan satin alinmaktadir. Bunun nedeni konu ile ilgili
yeterli arastirmanin yapilamamasi ve teknolojinin tam olarak bilinememesinden

kaynaklanmaktadir (Balkar, 2007).

Yaptigimiz bu calisma ile Karaman ili Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
kampiisiiniin ~ cesitli alanlarindan toprak Ornekleri toplanarak izole edilen
mikroorganizmalarin, siv1 kiiltiirde antimikrobiyal tiretim kapasiteleri disk difiizyon ve
minimum inhibisyon konsantrasyonu metodlariyla patojen mikroorganizmalar iizerinde
antimikrobiyal madde iiretim kapasitelerinin belirlenmesi, yeni ve dogal antibiyotiklerin
bulunmasi1 amag¢lanmistir. Bu ¢aligmanin iilkemizde yapilacak yeni ¢alismalara katki

saglayacag diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotiklerin Tanim ve Tarihgesi

Antibiyotigin kelime anlami Yunanca “anti” (karsi) ve “bios” (yasam) sozciiklerinden
tiretilmistir  (Aktuglu, 1997). Tirk Dil Kurumu sozliigiindeki tanimi ise
“Mikroorganizmalarin iiremesini engelleyen veya onlar1 tahrip eden, genellikle
mikroorganizmalar, kiif mantarlar1 ve bitkiler tarafindan sentezlenen ya da yapay olarak
iiretilen maddelerin ortak adidir” (Anonim, 2014a). Metchnikoff (1889)’un bir
mikroorganizmanin, baska bir mikroorganizmanin gelisimini engelledigi diisiincesinden
sonra yapilan ¢alismalarin sonucunda tip literatiiriine “yerini alma sagaltimi1” olarak
gecmistir (Yildirim, 2004). Vuillemin tarafindan aym yil “bir mikroorganizmanin diger
bir mikroorganizma iizerinde antagonistik faaliyetlerinin mevcut oldugu ve bu
faaliyetlerden insan hastaliklarinin sagiltitminda yararlanilabilecegi” fikri ortaya atilmis
ve bu durumu “antibiosis” olarak tanimlamistir (Oner, 1996). Papcostas ve Gate
1889’dan sonraki yillarda bu terimi in vitro durumlar i¢in smirlandirmis, benzer
aktivitenin in vivo da gerceklesmesini ise “antagonizm” olarak tammlamiglardir
(Yildirim, 2004). 1942 yilinda ise Waksman “mikroorganizmalarin biiyiimelerini inhibe
edici ozellige sahip mikrobiyal kaynakli kimyasal madde” leri tanimlamak igin
antibiyotik terimini kullanmigtir (Waksman, 1967). Giiniimiizde antibiyotik tanimina
diisiik molekiiler agirlikta olmas1 ve etkisini diisiik konsantrasyonlarda gosterebilmesi

gibi durumlarda eklenmistir (Yildirim, 2004).

Antibiyotigin kesfi insan saglhigi adina biiyiik ¢igir agcmig olsada ilk caglardan beri
insanlarin  bitki ve bitki Ozlerinden hatta mikroorganizmalardan yararlanarak
hastaliklarin tedavisinde kullanildigi goriilmektedir (Denizci, 1996). Cinliler, asirlar
Once ayaklarinda olusan enfeksiyonlar1 ve cibanlar1 tedavi etmek icin kiiflii soya ile
kapl sandaletler giymisler; Yunanlilar ise yara enfeksiyonlarina karsi sarap ve tuzlari
kullanmuglardir (Yildirim, 2004). 1881 yilinda Ingiliz biyologu John Tiyndall tarafindan
kiiflerin antibakteriyal o6zellikleri tarif edilmis ve bulanik olan kiiltiir ortaminin
yiizeyinde iireyen kiifler tarafindan berraklastirildigini gozlemlemistir. Pasteur ve
Johulbert ise 1877 yilinda sarbon basillerinin idrar icerisinde biiylime gosterdiklerini
fakat idrar igerisine bagka mikroorganizmalar eklendiginde onlarin ortamda goriinmez
hale geldiklerini yani kaybolduklarmi saptamislardir. Bdylece mikroorganizmalarin

tedavi amaciyla kullanilabilecegi ilk kez diisiiniilmiistiir. 1901 yilinda Emmerick ve
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Low’un yaptig1 calismada ise Pseudomonas aureginosa susunun sivi Kiiltiirlerini
tavsanlara enjekte ettiklerinde tavsanlarin sarbona yakalanmadigini gormiislerdir.
Bununla beraber hayvanin kazandigi direncin sebebini incelediklerinde bunu
organizmanin iirettigi piyasinaz enziminden kaynaklandigim diistinmiislerdir (Aslan,

1999; Yildirim, 2004).

Londra’da Azize Mary'nin Hastanesi’'nde (St. Mary's Hospital) stafilokok suslar1
izerinde calisan Alexander Fleming, bir rastlant1 sonucu kiiltiir ortamina bulasan bir kiif
mantariin etrafinda stafilokoklarin tireyemediklerini, hatta 6ldiiklerini gdormiistiir. Bu
mantar, yapilan calismalarda bir¢ok bakteriye karsi etkin bulunmus ve Fleming, lireyen
kiif mantarlarinin Penicillinum tiiriinden olusuyla, etkili maddeye penisilin adini
vermistir. Oxford Universitesi Tip Fakiiltesinden Florey, Chain ve Abraham 1940
yilinda penisilin {izerinde tekrar caligmalara baglamig; bu antibiyotigin farelerde
olusturulan streptokok enfeksiyonlarindaki yiiksek etkinligini deneysel olarak
kanitlamis ve sonuglarmi Mayis 1940°da yayinlamiglardir. Penisilin’in insanlar

izerindeki ilk basaris1 1941 yilinda gerceklesmistir (Balkar, 2007).

1939-1943 yillar1 arasinda Actinomycetes tiirleri iizerinde ¢alismalar yapan Waksman ve
arkadaslari, Streptomyces griseus kiiltiirlerinden streptomisin adim verdikleri bir madde
elde etmislerdir. 1944 yilinda tedavi alanina giren bu antibiyotik, bircok gram pozitif ve
gram negatif mikroorganizma yaninda Mycobacterium’lara kars1 da cok etkili olmustur.
Streptomisin, Ikinci Diinya Savasi’'min genis insan Kitlelerine yaydigi tiiberkiiloz

hastaliginin denetim altina alinmasinda biiyiik katki saglamistir (Balkar, 2007).

Aslinda ilk antibiyotik olan mikofenolik asit, 1896’da Gosio tarafindan Penicillium
tiirlinden elde edilmis ancak Alsberg ve Black tarafindan 1948’de bulunmustur (Aslan,
1999). Waksman’in 1940’larda  yaptigi c¢aligmalar sonucunda aktinomisin
Actinomycetes’den elde edilen ilk antibiyotik olmus, bunu 1942’de streptotrisin 1943’de

ise streptomisin takip etmistir (Aslan, 1999).

1952 wyilinda Filipinler’de McGuire ve ark. Streptomyces erythreus kiiltiirlerinden
eritromisin adi verilen ve makrolit grubu antibiyotiklerin ilkini olusturan yeni bir
antibiyotik elde etmiglerdir. Bu antibiyotik bircok Gram negatif ve Gram pozitif bakteri
yaninda, Actinomyces, Mycobacterium, Treponema, Mycoplasma, Chlamydia ve
Rickettsia’lara kars1 da yiiksek diizeyde aktivite gostererek genis spektrumlu antibiyotik

olarak kullanilmigtir. Ispanya’da 1970’li yillarda Streptomyces cattlea Kiiltiirlerinden
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yeni bir B-laktam antibiyotigi elde edilmis ve tienamisin adi verilmistir. Bu madde

karbapanemlerin ilk 6rnegini olusturmaktadir (Aktuglu, 1997).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda giiniimiize kadar bir¢cok yeni antibiyotik kesfedilmistir.
Ancak bulunan her yeni antibiyotige karst aym1 hizda mikroorganizmalar da direng
gelistirmektedir. 1960’11 yillarin sonlarina dogru antibiyotige direngli plazmidlerin
bulunusu ile “Amerika Birlesik Devletleri saglik bakanhigina bagh Gida ve ila¢ Kurumu
(FDA)” yeni ilag calismalarina baslamistir. 1990’1 yillardan bugiine kadar ise
bakterilerin antibiyotige olan direncinin Onlenemeyen artiginin engellenmesi icin
biyokimyasal ve genomik calismalar hiz kazanmistir (Sekil 2.1) (Ergiil ve Sadi, 2012).
Mikrobiyolojik calismalarin gelistirilmesi, as1 ve serumlarin sagaltima girmesi, yeni

kemoterapoétiklerin kesfiyle bu direng durumuyla denge saglanmaya ¢alisiimaktadir.

Antibiyotik
Penisilinin Direncli Verimsiz Yillar | .
kesgfi Plazmidier ‘,i
[ [ I o O oncigne A -[
1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
Kesif Altin Farmokolojik Bgﬁk'm”la“' Yeni Genomik
villar Yillar Calsmalar ARMAAC s ntibiyotik Calbgmalar Antibiyotik
Karanic Gda ve llag Arayiglan Tedavisi Artik
Cad Endistrisinin Yetersiz mi ?
B Yeni llag
Cabmalan ‘

Sekil 2.1. Antibiyotik ¢ag1 evreleri (Davies ve Davies, 2010)

2.2. Antibiyotikler

Antibiyotikler, cesitli  mikroorganizmalar  tarafindan  sentezlenen  diisiik
konsantrasyonlar1  dahi  diger  mikroorganizmalarin  iiremesini  engelleyen
“bakteriostatik” veya onlarin Olimiine sebep olan ‘“bakterisid” etki gosteren ve
enfeksiyon hastaliklarinin  tedavisinde kullanilan, diisiik molekiiler agirliktaki

mikrobiyal molekiillerdir (Caki, 2009).

Molekiiler agirliklart 150-5000 dalton arasinda degisen antibiyotikler, prokaryotik ve
Okaryotik organizmalarin belli bdlgelerine olumlu ya da olumsuz yonde etki
gosterebilen, sekonder metabolitlerdir. Molekiilleri karbon, hidrojen, oksijen ve azot,

hatta diger bir kismi kiikiirt, fosfor veya halojen atomlarindan olugsmaktadir (Sekil 2.2)



(Oskay ve Tamer, 2009). Hemen hemen tiim organik kimyasal fonksiyonel guruplar
(hidroksil, karbonil, nitrojen fonksiyonel gruplar1 vb.) ve biitiin organik yapilar1 (alifatik
zincirler, alisiklik zincirler, aromatik halkalar, heterosiklikler, karbonhidratlar,
polipeptitler vb.) bulundururlar. Genellikle antibiyotikler, bakteri biiylimesini
baskilayan polar gruplara sahiptir (Balkar, 2007).

Penicillin G Ampicillin HO Ticarcillin

0 o o
/=0 /=0 /=0
HO HO HO
0/ Methicillin Imipenem Clavulanic acid
OH NHz
5 H N=/
o — OH
(0] \S)< S l\_'/\o)zf
+—N +—N / Vi N
o} 0 0
/=0 OH OH
HO (0] O/\

Sekil 2.2. Bazi antibiyotiklerin yapisal formiilii (Anonim, 2014b)

Antibiyotikler diger sekonder iirlinler gibi, enzimatik olarak katalize edilmis uzun
reaksiyonlar serisinin son iirliniinii olusturmaktadir. Sentez icin yapisal ve diizenleyici
genler i goriir. Yaklasik 20 genin ortak {iriinii olan antibiyotiklerin sentez reaksiyonlari
birka¢c biyosentetik yol izinde gruplanmistir. Bu yol izleri, normal hiicresel
metabolizmanin basit biyosentetik yol izi varyasyonlaridir. Burada meydana gelen

kiigiik degisimler farkli maddelerin olusumuna neden olmaktadir (Balkar, 2007).
Antibiyotikler biyosentetik yol izlerine gore iki ana grup altinda siniflandirilirlar:

1. Primer metabolitlere analog olanlar (Aminoasitler, koenzimler, niikleosidazlarin

analoglar).
2. Polimerizasyon yolu ile tiirevlenenler. Bunlar dort grup altinda toplanmaktadir;

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

b. Asetat ve propionat iceren antibiyotikler. Yag asitlerinin biyosentetik yol izinden

tiirevlenmektedirler (poliketit sentezi).



c. Terpenoidler. Isopiren sentezinden tiirevlenirler, sadece funguslar ve baz
aktinomisetler tarafindan iiretilirler.
d. Aminoglikozitler. Birka¢ seker molekiiliiniin yogunlagsmas1 ile (genellikle amino

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

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavi edilmesinde ya da 6nlenmesinde kullanilan, kimyasal
yapilar1 belli olan veya yapay olarak elde edilen maddelere kemoterapotik; dogal
kaynakli olanlarina ise antibiyotik denilse de, giiniimiizde kullanilan antibiyotiklerin
cogunun sentetik ya da yarisentetik yontemlerle elde edilebildiginden, antibiyotik
deyimi tedavide kullanilan kemoterapotik ve antibiyotik niteligindeki maddeler icin
genel bir ad olarak kullanmilmaktadir (Usta, 2012). Antibiyotik ve kemoterapdtik
maddelerin, mikroorganizmalar {izerine zararli etkisi fazla olmasina ragmen; bu etki
konak organizma iizerine yok denecek kadar azdir. Yani bu maddeler

mikroorganizmaya zarar verirken, makroorganizmaya zarar vermemektedirler.

Kimyasal bir maddenin kemoterapotik madde olarak kullamilabilmesi igin segici
toksisiteye sahip olmasi gerekir. Diger bir ifadeyle, soz konusu madde, parazitleri
inhibe etmeli veya 6ldiirmeli fakat konak¢1 hiicresine az veya hi¢ zarar vermemelidir.
Ayrica hiicre ve dokulara penetrasyon Ozelligine sahip olmali ve konak¢inin dogal

savunma mekanizmasim bozmamalidir (Ozgelik, 1998).

Sidal ya da statik etkili olabilen antibiyotikler mikroorganizmalarin; kimyasal
yapilarina, {iretici organizmaya, etki spektrumlarina, ortam sartlarina ve hiicrede etkili

olduklar1 hedef bolgelere (Sekil 2.3) gore farkli gruplara ayrilmaktadir (Tabarez, 2005).
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Sekil 2.3. Bazi antibiyotikler ve bakteri hiicresinde hedef aldiklar1 bolgeler (Tabarez, 2005)

2.3. Antibiyotiklerin Smmiflandirilmasi

Antibiyotikler kimyasal yapilarina gore on gruba ayrilir (Berdy, 1974).

1. Karbonhidrat yapili antibiyotikler (Saf sakkaritler, aminoglikozitler, diger C ve N

glikozitler, diger seker derivatlar).

2. Makrosiklik lakton (Laktam) antibiyotikler (Makrolit antibiyotikler, Polyen

antibiyotikler, diger makrosiklik lakton antibiyotikler, makrolaktam antibiyotikler).

3. Kinonlar ve benzer antibiyotikler (Lineer kondanse polisiklik bilesikler, naftokinon

tiirevleri, benzokuinon tiirevler, cesitli kinon benzeri bilesikler).

4. Aminoasit, peptit antibiyotikler (Aminoasit tiirevleri, homopeptitler, heteromer

peptitler, peptolitler, yiiksek molekiil agirlikli peptitler).
5. Nitrojen iceren heterosiklik antibiyotikler (Kondense olmamis (tek) heterosiklikler,

kondanse heterosiklikler, antibiyotik (antitiimor) etkili alkoloidler).

6. Oksijen iceren heterosiklik antibiyotikler (Furan tiirevleri, piran tiirevleri, benzopiran

tiirevleri, kiiciik laktonlar, polieter antibiyotikler).

7. Alisiklik antibiyotikler (Sikolakton tiirevleri, kiiciik terpenler, oligaterpen

antibiyotikler).
8. Aromatik antibiyotikler (Benzen bilesikleri, kondanse aromatik bilesikler,

nanbenzoid aromatik bilesikler, aromatik bilesiklerin farkl: tiirevleri).



9. Alifatik antibiyotikler (Alkan tiirevleri, alifatik karboksilik asit tiirevleri, S veya P
iceren alifatik bilesikler).
10. Miselli antibiyotikler.

2.4. Antibiyotik Ekolojisi

Mikroorganizmalar denizlerin en derin kismindan gokyiiziiniin en iist tabakalaria kadar
genis bir alana yayilmis durumdadirlar. Ancak en fazla bulunduklar1 ortam topraktir
(Yildirim, 2004). Ciinkii toprakta mikroorganizmalarin yasami i¢in gerekli olan su,
hava, oksijen, mineral maddeler, karbon ve azot kaynaklar1 bulunmaktadir. Topragin
mevsimlere gore degisen 1s1s1 ve pH seviyeleride farkli oldugundan her toprak tipine
uygun bir toprak mikrofloras1 mevcuttur. Bu yiizden bir gram toprakta milyonlarca
mikroorganizma yasamaktadir. Mikroorganizma sayisinin fazla olmasindan dolay1
mikroorganizmalar arasinda bir rekabet gelisir. Bu rekabette birbirlerinin yasamini
engellemek icin kendi iirettikleri toksik maddeleri kullanarak kendileri i¢in daha genis
alan, organik madde, su gibi faktorlere sahip olmaya c¢alisgirlar. Bu durum yeni
antimikrobiyallerin kesfi icin arastirmacilarin en sik kullandig1 materyal olarak topragi
secip analiz etmelerinin sebebidir (Yildirim, 2004). Toprakta organizma gruplarinin

ortalama sayilar1 asagidaki Cizelge 2.1°de verilmistir (Ozsen, 2009).

Cizelge 2.1. Topraktaki organizma gruplarinin ortalama sayilar1 (Ozsen, 2009)

Organizma Gruplari 1 g Topraktaki Organizma Sayis1 (x1000)
Bakteriler
Direkt Metod 2500000
Indirekt Metod 15000
Aktinomisetler 700
Mantarlar 400
Algler 50
Protozoa 30
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2.5. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari

Antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 genellikle bes gruba ayrilmaktadir. Giiniimiizde

kullanilan bazi1 antibiyotikler ve mikroorganizmalara etki sekilleri Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.2. Bazi antibiyotikler ve etki sekilleri (Oner, 1989; Schlegel, 1995)

Grup

Alt Grup/ Ornek

Etki Sekli

p-Laktamlar

Penisilinler
Metisilin
Aminopenisilinler
Piperasilin
Ampisilin

Sefalosporinler
Sefalordin
Sefalotin
Sefagisin

Monobaktamlar
Aztreonam

Hiicre Duvar1 Sentezini Durduranlar

Karbapenemler
Imipenem
Meropenem

Peptitler

Glikopeptidler
Vankomisin
Teikoplanin
Avoparsin

Tetrasiklinler

Tetrasiklin
Minosiklin

Klortetrasiklin

Makrolidler

Eritromisin
Azitromisin
Oleandomisin
Spiramisin
Tilosin
Karbomisin

Protein Sentezini Baskilayanlar

Aminoglikozidler

Gentamisin
Tobramisin
Streptomisin
Kanamisin

Nitrofurantoin

Nitrofurantoin

DNA Hasar1

Metronidazol

Metronidazol

Quinolonlar

Siproflokasin
Oflokasin
Norflokasin
Nalidiksik asit

DNA Sentezini Baskilayanlar
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2.5.1. Hiicre Duvar Sentezini inhibe Etme

Bakteri hiicre duvar1 bakterinin biitiinliigiinii koruyan, boliinme ve cogalmasin saglayan
murein denilen bir polimer bilesikten meydana gelen kismidir. Murein tabakas1 lineer
peptidoglikan  zincirlerinin yan dallarla  birbirlerine baglanmasiyla olusan
mukopolisakkarit bir yapidadir. Gram negatif bakterilerde hiicre duvari Gram pozitif
bakterilere gore daha incedir ancak dis katmaminda lipopolisakkarit-lipoprotein yapili
ikinci bir tabaka bulunmaktadir. Bakterilerde dig ortamdan aktif tagima sistemiyle alinan
suda ¢Oziinmiis bir ¢ok madde sitoplazmada konsantre edilerek hiicre ici osmotik
basinci yiikseltmektedir. Hiicre duvari sayesinde olusan osmotik basinca karsi bir direng
olugmakta boylece hiicre biitiinliigli korunmaktadir (Tunail, 2009). p-laktam
antibiyotikler (penisilinler, sefalosporinler), glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin),
novobiosin, basitrasin, sikloserin gibi antimikrobiyal maddeler bakteri hiicre duvarinin
sentezlenmesinde, hiicre ceperindeki temel madde olan peptidoglikan olusumunda rol
oynayan transpeptidaz ve karboksipeptidaz enzimlerinin islevlerini bloke ederek

biyokimyasal yap1y1 bozar ve bakteri hiicresinin 6lmesine neden olur (Oztiirk, 1997).

2.5.2. Hiicre Zar Islevini Bozma

Hiicre zar1 mikroorganizmalar i¢in gerekli olan maddelerin dig ortamdan membran
icerisine pasif diflizyon ve aktif tasima ile alinarak osmotik bir bariyer gorevi
gormektedir. Polimiksinler, gramisidin, nistatin, amfoterisin B, imidazoller gibi
antibiyotikler sitoplazma membraninin gecirgenligini artirip sitoplazma icerisinde
bulunan ve yasamsal 6nemi olan aminoasit, niikleotit ve potasyum gibi maddelerin
hiicre disina ¢ikmasimi saglayarak mikroorganizmanin 6lmesine neden olmaktadirlar
(Cingi ve Erol, 1996). Bu maddeler iiremesi tamamlanmis mikroorganizmalara da etkili
olurlar. Ornegin katyonik deterjan etkisi yapan polimiksinler bakteri hiicre zarindaki
fosfolipidlerin fosfat boliimleriyle birlesir, kendi molekiillerinin lipofilik bdoliimiinii
hiicre zar1 lipidlerine yerlestirerek bozarlar. Boylece mikroorganizmanin geg¢irgenligi

artar, osmotik denge bozulur ve hiicre icerigi disar1 sizar (Oztiirk, 1997; Akbulut, 2012).
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2.5.3. Protein Sentezini Baskilayanlar

Bakterilerin protein sentezini inhibe eden c¢ok c¢esitli antibiyotik (aminoglikozitler,

tetrasiklinler, kloramfenikol, makrolitler, linkozamitler) gruplari vardir. Bunlarin bir

kism1 bakterilerin ribozomlarn ile birlesip orada mRNA tarafindan yonetilen protein

sentezini bozmakta ya da anormal proteinlerin sentezlenmesine neden olmaktadir

(Ayanoglu-Diilger, 1990). Bu tiir antibiyotikler genellikle genis spektrumlu olup,

bakteriyostatiktirler ve ribozom yapilarindan dolayr memeli hiicrelerindeki protein

sentezine etki etmezler. Bu grup ilaglar ribozomlarda farkli etkilere neden olurlar;

1. Aminoasitlerin aktivasyonunu yani tRNA’ya baglanmasi baskilama.

2. mRNA’nin ribozomlara baglanmasim veya aminoacil-tRNA bilesiginin ribozom-
mRNA kompleksine baglanmasini baskilama.

3. Peptidil transferaz etkinligini azaltarak peptid baglar1 olusumunu baskilama.

4. mRNA iizerindeki kodonlarin, tRNA’lar tarafindan yanlis okunmasina neden olma

(Oztiirk, 1997; Akbulut, 2012).

2.5.4. Niikleik Asit Sentezini Baskilayanlar

Bu tip etki gosteren antibiyotikler (rifampin, nalidiksik asit ve diger kinolonlar,
nitrofuranlar, vidarabin, asiklovir, griseofulvin, nitroimidazole tiirevleri), genetik
materyal icerisinde DNA sentezini veya DNA sentezi altinda yapilan mRNA sentezini
bozarak etki gostermektedirler. Bu maddeler deoksiguanozinlere baglanarak DNA ile
bilesikler yaparlar. Boylece DNA’ya bagli olan RNA polimerazi inhibe ederek,
mRNA’nmin olusmasimi  onlerler (Oztiirk, 1997). Kinolonlar bu islemi DNA
replikasyonunu onleyerek yaparken, rifampin trasnkripsiyonu onleyerek yapmaktadir

(Durupinar, 2001).

2.5.5. intermediyer Metabolizmay1 Bozanlar (Antimetabolitler)

Bu smniftaki antibiyotikler (sulfonamidler, izoniazit (INH), PAS, ethambutol,
dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri (trimethoprim, primetamin), 5- fluorositozin vb.)
bakterinin metabolizmas1 i¢in gerekli bazi maddelerin sentezini bozmaktadirlar.
Ornegin, sulfonamidler dihidropteroat sentetazi inhibe ederek paraaminobenzoik asit

(PABA) ve pteridinden dihidropteroik asit sentezini bozarlar ve dihidrofolik asidin ve
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dihidrofolat rediiktazla bundan olusan tetrahidrofolik asidin yapimi azalir. Boylece
piirin bazlar1 ve timidinin yapimmim saglayan enzimlerin kofaktorii olan tetrahidrofolat

tiirevleri yapilamaz ve bakterilerde DNA ve RNA sentezi bozulur (Oztiirk, 1997).

Bunlarin yaninda antibiyotikler etkili olduklar1 bakteri tiirlerinin genisligine bagl olarak
dar, orta ve genis spektrumlu olarak simiflandirdmaktadir (Gangle, 2005). Eger
antibiyotik bir veya birkag¢ bakteri tiiriine etkili ise buna “dar spektrumiu antibiyotik”,
cok sayida bakteri ve diger mikroorganizma tiirlerine karsi etkili ise “geniy spektrumlu
antibiyotikler” denilmektedir. “Orta spektrumlu antibiyotikler” ise genellikle Gram
negatif bakteri tiirlerine karsi azaltilmis aktiviteli maddeler icermektedir (Ayanoglu-

Diilger, 1990; Gangle, 2005).

2.6. Antibiyotiklerin Kullanim Alanlari

Antibiyotikler genellikle kimyasal tedavide kullanilmak iizere, antimikrobiyal etkili
madde olarak iiretilmektedir (Crueger ve Crueger, 1984). Bunlar daha ¢ok tip alaninda
kullanilmalarinin yan1 sira ziraatte patojenlere karsi, hayvancilikta agirlik artist igin
katk1 maddesi olarak ve hatta arastirma laboratuvarlarinda biyokimyasal ve kiiltiir

ortaminda secici ajan olarak da kullanilmaktadir (Yildirim, 2004).

2.6.1. Antibiyotiklerin Enfeksiyon Hastaliklarinda Kullaninm

Antibiyotikler giiniimiizde, klinik tedavide en 6nemli olan ve en ¢ok tercih edilen ilaclar
arasindadir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi, antibiyotik veya diger antimikrobiyal
maddelerin sistematik bir sekilde ilag olarak verilmesiyle, mikrobiyal kaynakli

hastaliklarin tedavi edilmesi olarak ifade edilmektedir (Yildirim, 2004).

2.6.2. Antibiyotiklerin Hayvancilikta Kullanim

Antibiyotikler, hayvanlarin c¢esitli enfeksiyonlara karsi korunmasinda, hayvancilikta
agirhik artisinin olmasi igin besin katki maddesi olarak ve besinlerin muhafazasinda

biyokimyasal ve kiiltiir ortamlarinda segici ajan olarak kullanilmaktadir.

[k defa 1948°de diyetlerde diisiik dozda antibiyotiklerin kullanimi ile tavuklarda agirlik

artisinin gozlendigi rapor edilmis ve daha sonraki yillarda farkli antibiyotikler ile farkli
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hayvanlarda yapilan calismalarda bagirsak bakteri florasinin etkilenmesi sonucunda

agirlik artis1 oldugu saptanmistir (Yildirim, 2004).

Biiyiime iizerine antibiyotiklerin etkisi, asagida verilen nedenlere dayandirilmistir:

(Lancini ve ark., 1995).

1. Toksin iireten bagirsak bakterilerinin baskilanmasina,

2. Asemptomik hastaliklara neden olan bakterilerin baskilanmasina,

3. Diyetlerde sequester proteinler veya esansiyel besinleri parcalayan bakterilerin
baskilanmasina,

4. Floranin bir boliimiiniin baskilanmasi sonucunda konagin biiylimesi i¢in gerekli
besin faktorlerini sentezleyen bakterilerin uyarilmasina dayandirilmistir.

Antibiyotiklerin hayvancilikta kullanilmaya baslamasinin ilk yillarinda medikal amacl

olarak penisilin, tetrasiklin, eritromisin, streptomisin; besin katkis1 olarak da

klortetrasiklin, eritromisin gibi antibiyotikler bir¢ok iilkede kullanilmigtir. Fakat daha

sonra bir¢ok Avrupa iilkesi ve Japonya’da bu tip antibiyotiklerin artan kullanimlarindan

dolayi besin kaktis1 olarak kullanilmas1 yasaklanmistir (Denizci, 1996).

2.6.3. Antibiyotiklerin Ziraat Alamnda Kullanimm

Bugiin bir¢ok antibiyotik, tehlikeli etkileri olan bakteriyal, fungal, viral enfeksiyonlara,
boceklerin ve diger parazitlerin neden oldugu hastaliklara karsi hatta, rekabetc¢i otlara
karst kiiltiir bitkilerini bu hastaliklara karsi korumak icin tarimda kullanilmaktadir
(Lancini ve ark., 1995).

Antibiyotiklerin tarimdaki uygulamalar1 su sekilde siralanabilinir (Lancini ve ark.,

1995):

1. Bakteriyal enfeksiyonlarin kontroliinde kullanilanlar; bu amacla genellikle insanlar
icin gelistirilmis olan ve kullanilan streptomisin, o6zellikle Erwina sp. ve
Xhantomonas sp. enfeksiyonlarina karsi1 kullanilmaktadir.

2. Fungal enfeksiyonlarin kontroliinde kullanilanlar; bunlarin bir ¢ogu Piricularia
oryzae tiirtine karsi etkili olan blastisidin S gibi niikleosid ve polioksinlere aittir.
Diger onemli antifungal antibiyotikler 6karyotlarda protein sentezi inhibitorii olarak
bilinen siklohegzimid ve kasugamisindir.

3. Yabanci ot kontroliinde herbisit olarak kullanilanlar (Denizci, 1996).
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2.6.4. Antibiyotiklerin Laboratuvarlarda Arastirma Materyali Olarak Kullanimm

Giiniimiizde bir¢ok antibiyotik klinikte tedavi amach kullanilsada, biyokimyasal arac
olarak kullanilan cesitleri de bulunmaktadir. Bu antibiyotiklerden bazilar1 enzim
inhibitorii olarak kullanilip hiicresel metabolizmada gorev alan bir molekiiliin islevinin
saptanmasinda  kullanilir. Orne@in, protein sentezinde bircok ayrintih  bilgi,
kloramfenikol ve siklohegzimidinin inhibitér olarak kullanilmas1 ile ortaya

cikarilmiglardir (Waksman, 1967; Umezawa ve ark.,1972; Lancini ve ark., 1995).

Bu gibi antibiyotiklerden, prokaryot ve 6karyotlarda RNA polimeraz arasindaki farkhlik
rifamisin kullanimi ile saptanmustir. Bunlarin yaninda antibiyotikler, birkac genetik
islemde belirte¢ olarak veya konjugasyon denemelerinde verilen karakterlerdeki
mikroorganizmalar1 secmek amaci ile ve hedef enzim inhibisyonu sonucunda, hedef
enzimin genetik haritada gen pozisyonunun belirlenmesinde, bir veya daha c¢ok
antibiyotik diren¢ genleri tasiyan vektorlerin gen transferi icin kullanildigi genetik
mithendisliginin  biitlin  islemlerinde ve rekombinanat klonlarin se¢iminde
kullanilmaktadir (Lancini ve ark., 1995). Leben ve Keitt tarafindan, 1948 yilinda
bulunan ve Streptomyces kistazawaensis, St. griseus, St. blastomycetius, St.
flavochromogenes tarafindan iiretilen antimisin, solunumun elektron tasima
sistemlerinde, oksidatif inhibitor olarak biyokimya laboratuvarlarinda kullanilmaktadir

(Berdy, 1986).

2.7. Antibiyotik Direnci

Antimikrobiyal ilaglar hicbir zaman gelisigiizel kullanilmamalidir; enfeksiyonun teshisi
yapilsa bile, izole edilen primer etkenin duyarlilifinin (antibiyogram) belirlenmesi
gerekmektedir. Kemoterapotik ajanlarin, mikroorganizmalara olan etkilerinin
spektrumu oldukca farklidir. Bazilar1 ¢ok az tiirdeki mikroorganizmaya etkiliyken,
bazilar1 ¢ok daha fazla cins ve tiirdeki hastalik ajanlarina toksik etki yapmaktadirlar

(Arda, 2000).

Bir mikroorganizmaya karsi belli bir antibiyotigin etkinlik gdsterememesi durumu
antibiyotik direnci olarak adlandirilmaktadir. Bu diren¢ mikroorganizmalar arasindaki
yapisal farkliliklardan olabilecegi gibi baslangigta etkiliyken sonradan etkisiz hale

gelmesine neden olan cesitli mekanizmalardan da kaynaklanabilmektedir. Bu direng
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durumu, in vitro olarak, ideal laboratuvar sartlarinda ve uygun kontroller yapilarak bir
antibiyotigin bir mikroorganizmaya kars1 minimum inhibitor konsantrasyonu (MIK) ya
da minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) degerlerinin 0Olgiilmesi ile
belirlenmekte olup buna gore direncli, orta direngli ya da duyarli kavramlar1 arasindaki
sinirlar ortaya konulmaktadir (Scott, 2005). Antimikrobiyal direng, antibiyotigin tedavi
edici dozlarina karst olusan direng olup, bu doz yiikseltildiginde mikroorganizma
duyarli olarak bulunabilse de bu durum klinik agidan anlamli bulunmamaktadir

(Bozkaya, 2002).

Gecmisten bu giine kadar, insanlar ile mikroorganizmalar siirekli savas halindedirler.
Veba, tiiberkiiloz, sitma ve son zamanlarda HIV/AIDS, HIN1 veya H5N1 kaynakl
influenza salginlar1 gibi hastaliklara sebep olan mikroorganizma hastaliklari, insan
topluluklarinda cok sayida kisiyi etkileyerek, olimlere sebep olmustur. Bakteriyal
enfeksiyonlar acisindan 1940’larin baslarinda penisilinin bulunmasi ve antibakteriyal
ilaclarla ilgili yapilan caligmalarin katkisi ile durum diizelmis, fakat kisa siireli
olmustur. Antibakteriyal ajanlarin yaygin olarak kullanilmaya baslanmasindan hemen
sonra bakteriler bu duruma cesitli direng¢ mekanizmalar1 ile karsilik vermislerdir.
Antimikrobiyallerin yaygin olarak kullanimi artik¢a bakteriyal patojenler tarafindan
ortaya konan diren¢ mekanizmalar1 da artmig ve bu durum karmagik bir hal almistir.
Boylece insanlarin enfeksiyonlara karsi iistiin gelme cabasi giliniimiize kadar devam

etmistir (Kuyucu, 2007).

Giiniimiizde sentetik antimikrobiyal maddeleri tamimlama ve gelistirme asamalarinin
yiiksek maliyetler gerektirmesi ve zamanin verimli kullanim1 gerekliliginden, ¢caligmalar
dogal aktif bilesenleri bulma ve gelistirme alanina dogru yon degistirmistir.
Antimikrobiyal maddeler dogal kaynaklardan elde edildiginde, sentetik maddelerin
neden oldugu yan etkilerinin de ortadan kalkacagi ve bazi antibiyotiklere karsi direng
olusturmus tiirler icin de alternatif olabilecekleri diisiiniilmektedir. MRSA ve
vankomisine direncli Enterococcus (VRE) insan saghigim ciddi anlamda tehdit eden,
coklu direng gosteren tiirlerdir (Lampinen, 2005). Giiniimiizde hala bu tiirler i¢in yeni
antibiyotikler aranmaktadir. Fakat son yillarda yeni antibiyotiklerin bulunmasi1 olduk¢a
azalmistir (Wise, 1998). 1980 sonrasi, antimikrobiyal madde arayan bir¢ok kurum
finansal zorluk nedeni ile calismalari1 sonlandirmig, bu konuda sadece ©Onemli

aragtirmalar devam etmistir. Sonuca bakildiginda mikroorganizmalar ile yapilan savasta

17



mikroorganizmalar hicbir zaman teslim olmamus, ancak ila¢ firmalar1 ve yapilan

aragtirmalar onlar1 kismen teslim almistir (Varaldo, 2002).

2.7.1. Antimikrobiyal Diren¢ Cesitleri

Bakteriler antibiyotiklere karsi temel olarak iki sekilde direng gostermektedir.
Bunlardan ilki bakterinin kalitsal 6zelliklerinden kaynaklanan ve bakteride dogal olarak
her kosulda var olan dogal (intrinsik) direng, ikincisi ise bakterinin aslinda 6nceden
kalitsal ozellikleri arasinda bulunmayan fakat farkli mekanizmalarla (kromozomal
direng, plazmidler, transpozonlar, integronlar) sonradan sahip olabildigi kazamlmis
(Non-intrinsik) direngtir (Karaaslan, 2013). Cizelge 2.3’de baz1 antibiyotiklerin hangi
mikroorganizmalardan elde edildikleri, kullanima girisi ve diren¢ bildirilis tarihleri

gosterilmektedir (Baquero ve Canton, 2009; Akbulut, 2012; Karaaslan, 2013).

Cizelge 2.3. Baz1 antibiyotiklerin kullanima giris ve direng bildirilis tarihleri (Baquero

ve Canton, 2009)

Antibiyotik Kesfedilisi (kullamma girisi) Direncin Bildiriligi Organizma

Siilfonamid 1935(1936) 1939 S.pneumoniae
Penisilin G 1940(1943) 1940 S.aureus,
S.pneumoniae
Streptomisin 1944(1947) 1947 E.coli,
M.tuberculosis
Tetrasiklin 1948(1952) 1952 S.dysenteriae
Eritromisin 1952(1955) 1956 S.aureus
Vankomisin 1956(1972) 1988, 2004 E.faecalis, S.aureus
Metisilin 1959(1961) 1961 S.aureus
Gentamisin 1963(1967) 1969 K.Pneumoniae
P.aeruginosa
Nalidiksik asit 1962(1964) 1966 E.coli
Sefotaksim 1975(1981) 1981, 1983 Enterobacteriaceae
Imipenem 1976(1987) 1986 P.aeruginosa
S.marcenses
Linezolid 1979(2000) 1999 S.aureus, E.faecalis
Daptomisin 1980(2004) 2005 S.aureus, E.faecalis
Tigesiklin 2005 2007 A. baumannii
K. pneumoniae
Kolistin 1947(1959) 1995 P. aeruginosa
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2.7.1.1. Dogal (intrinsik) Direnc

Bir mikroorganizmanin ila¢ kullanimiyla bir ilgisi olmayan, yapisal 6zelligi nedeniyle
direngli olmas1 anlamina gelen ve kalitsal 6zellikte olan direng tipidir (Oztiirk, 2008).
Bir tiiriin tiim sugslarinda aym antibiyotik gruplarina karsi direng gosterilebilmektedir.
Dogal direng, bakterinin antibiyotigin hedef aldig1 yapiyr icermemesi, antibiyotigin
bakteri icerisine girisininin saglanamamasi veya aktif olarak disar1 atilmasi ve
bakterinin antibiyotigi parcalayan enzimler {retmesi gibi farkli sekillerle
gerceklesebilmektedir. Ornegin, P. aeruginosa’da aktif disar1 atitlm pompalari ile
tetrasiklinlerin, siilfonamidlerin ve kloramfenikoliin bakteri igerisindeki hedef bolgeye
ulasamamalari, Enterokoklarda, tiim sefalosporinlerin etkin bir sekilde baglanip
baskilayabilecekleri penisilin baglayan proteinlerin (PBP) bulunmamasi nedeniyle
goriilen sefalosporin direnci ve Gram negatif bakterilerde vankomisinin dig membrani
gecememesi nedeniyle gozlenen vankomisin direnci dogal direng tiplerine verilebilecek

en yaygin Orneklerdir (Bozkaya, 2002; Scott, 2005; Tenover, 2006; Karaaslan, 2013).
2.7.1.2. Kazanilmis (Non-intrinsik) Direng

Kazanilmis direng, bakterilerin kromozomal ya da ekstrakromozomal (plazmidler,
transpozonlar, integronlar) olarak genetik 6zelliklerindeki degisimlerden dolay1 direng
kazandiran genler araciligiyla baslangicta duyarli olduklar1 antimikrobiyal ajanlara karsi
sonradan diren¢ kazanmalaridir (Bozkaya, 2002; Tenover, 2006). Kazanilmis direng
dogal direncten farkli olarak, bir tiiriin tiim suslarinda goriilememekte ve aymi tiiriin
farklt suslar1 arasinda direng seviyeleri agisindan farkliliklar gozlenebilmektedir. Bir
antibiyotige diren¢ kazanmis olan mikroorganzimanin, benzer bir mekanizma ile etki
eden bagka antibiyotiklere karsi da diren¢ kazanmasi olaymna capraz direng
denilmektedir. Antimikrobiyal ajanlara karsi gelisen direnc ile hiicrenin gecirgenligi
azalabilmekte ya da hedef bolgelerinde degisiklik meydana gelerek, bu sekilde olusan
genetik degisim sonucunda direncli kokenler ortaya ¢ikip yayilmaktadir. Bakteriler,
mutasyon ve se¢ilim yoluyla genetik bilgiyi baska bir bakteri veya dis ortamdan almak
suretiyle ekstrakromozomal kazamlmis dirence sahip olabilmektedir. Bu durum,

antibiyotigin hedef aldigi yapinin {iiretildigi gen bdolgesinde bir nokta mutasyonu
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araciligiyla olabilecegi gibi bir DNA baz dizisinin ¢ikartilmasi, eklenmesi ya da yerinin

degismesi sonucundada gerceklesebilmektedir (Bozkaya, 2002; Karaaslan, 2013).

Ekstrakromozomal direng, aym tiiriin farkli suslar1 ya da farkl tiirler ve cinsler arasinda
konjugasyon, transdiiksiyon ya da transformasyon yoluyla meydana gelen genetik
degisim sonucunda gerceklesmektedir. Konjugasyon sirasinda bakteri, diren¢ genlerini
iceren plazmidi pilileri araciifiyla diger bir bakteriye aktarmakta; transdiiksiyon,
direngli genin bir bakteriden digerine bakteriyofaj aracilifiyla aktarilmasiyla
gerceklesmekte; transformasyon ise, bir bakterinin hiicre lizisi sonucunda ortama
biraktii DNA parcasinin bagka bir bakteri tarafindan alinip genetik metaryele dahil
edilmesiyle meydana gelmektedir. Bu olaylar sirasinda genomda kendini kopyalayarak
ya da bulundugu bolgeden ayrilarak farkli noktalara entegre olabilen hareketli gen
parcalart olan transpozonlar, kazamlmis diren¢ geninin konak genomuna ya da
plazmidlere transferini kolaylastirabilmektedir. Ayrica integron adi verilen hareketli
DNA pargalari, kendileri diren¢ genlerini kodlamasalar da plazmid veya kromozomlar
arasinda homolog rekombinasyon alanlar1 olusturarak yeni diren¢ genlerinin

yayilmasina yol acabilmektedirler (Bozkaya, 2002; Tenover, 2006; Karaaslan, 2013).

2.7.2. Antibiyotik Diren¢ Mekanizmalari

Mikroorganizmalar antimikrobiyal ajanlardan korunmak i¢in onlara karsi cesitli direng
mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bakterilerde enzimatik inaktivasyon, gecirgenligin
azalmasi, antibiyotigin hiicre digina aktif pompa sistemi ile atilmasi (efflux), hedef
molekiiliin degismesi, hedef bolgenin korunmasi, hedefin asir1 iiretimi ve hedefin
bypass edilmesi gibi cesitli direng mekanizmalar1 bulunmaktadir (Opal ve Medeiros,

2005).

2.7.2.1. Enzimatik inaktivasyon

Mikroorganizmalarin antibiyotikleri inaktive edici enzimler sentezlemesi, giiniimiizde
yaygin olarak gozlenen direng¢ mekanizmalarindandir. Antibiyotiklerin bir¢cogunda,
yapisal biitiinliigi ile biyolojik aktivitesini saglayan ve hidrolitik enzimlere duyarh olan
cesitli kimyasal baglar bulunmaktadir (Wright, 2005). Mikroorganizmalarin yapisinda

da bu baglar1 hedef alan bazi enzimler bulunabilmekte ve boylece mikroorganizmalar
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bu enzimler sayesinde antibiyotigin yapisi ve biitiinliiglinli bozarak direng
saglayabilmektedirler. p-laktam antibiyotiklerini  (penisilinler, sefalosporinler)
pargalayan [-laktamazlar, aminoglikozidleri ve kloramfenikolii pargalayan asetil
transferaz ve eritromisini inaktive eden esteraz enzimleri bu gruba girmektedir (Bennett

ve Geme, 1999).

B-laktam antibiyotiklerine diren¢ durumu, [-laktam halkasindaki amid baginin
ayrilmasia yol acarak antibiyotigi inaktive eden, P-laktamaz iiretimine baghdir. -
laktamaz {iretimi basta Enterobacteriaceae iiyelerinde olmak iizere Gram negatif
bakterilerin  f-laktam antibiyotiklere direncindeki en Onemli mekanizmadir
(Yorgancigil, 1999). Gram negatif bakteriler, B-laktamazlar1 bakterinin peptidoglikan
tabakasi ile sitoplazma zar1 arasinda bulunan periplazmik araliga doker, burada
antibiyotigi etkisiz hale getirerek, antibiyotigin bakteri hiicre duvarma ulasmasina engel
olmaktadirlar (Oztiirk, 2002). Kromozomal ya da plasmid veya transposonlarda lokalize
transfer edilebilen genlerce kodlanan bir¢ok B-laktamaz enzimi vardir (Medeiros, 1997).
Amino asit ve niikleotid dizilimlerine gore 890’dan fazla farkli ¢esitte dort smif (Sinif

A, B, C ve D) p-laktamaz tanimlanmigtir (Canton ve Garbalosa, 2011).

Genis spektrumlu B-laktamazlar (GSBL), 1983 yilinda seftazidim ve sefotaksimin klinik
kullanima girmesinden hemen sonra E. coli ve Klebsiella spp. suslarinda diren¢ ortaya
cikmis ve bu bakterilerde yeni P-laktamazlar bulunmustur. GSBL’ler B-laktamaz
inhibitorleri ile inaktivasyona duyarlilk gosterdiginden, sefamisinleri ve
karbapenemleri hidroliz edemezler. Bu durum bakterilerde ki genetik ge¢cmisin
kompleks oldugunu ve diger P-laktamazlari iireterek [-laktamaz inhibitorlerinin
etkinligini azalttigimi diistindiirmektedir (Papanicolaou ve ark., 1990; Kuyucu, 2007).
Enzimatik inaktivasyonda B-laktamazlarin diginda, aminoglikozid grubu antibiyotiklerin
16S rRNA ile etkilesimini bozarak diren¢ saglayan aminoglikozid asetiltrasferazlar,
kloramfenikol ve streptogramine karsi diren¢ kazandiran asetiltransferazlar, makrolid
esterazlar, epoksidazlar, fosfotransferazlar gibi bir¢cok farkli inaktive edici enzim de
antibiyotik direncinde rol almaktadir (Wright, 2005; Karaaslan, 2013).

Aerobik bakterilerdeki aminoglikozid direnci genellikle modifiye edici plasmidler,
transpozonlarla tasinan enzimler ve kromozomlar iizerindeki genlerle kodlanan
enzimlere baghdir. Enzimatik aminoglikozid direnci, sitoplazma membranin1 gegerken

antibiyotigin modifiye edilmesi ile olusur. Farkli aminoglikozidlere kars1 olusan direng,
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ilac etkilesim hizina karsilik ila¢ inaktivasyon hizindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir.
Direng seviyesini belirleyen 6nemli bir faktdr de, antibiyotigi modifiye edici enzim bir
aminoglikozid i¢in yiliksek afiniteye sahipse, ilacin inaktivasyonu c¢ok diisiik

konsantrasyonlarda olsa dahi gerceklesir (Opal ve Medeiros, 2005; Karaaslan, 2013).

2.7.2.2. Gegirgenligin Azalmasi

Beta-laktamlara bakteri direncinde hiicre membran gecirgenliginin azalmasi Gram
negatif mikroorganizmalarda daha 6nemlidir. Bunun nedeni Gram negatif bakterilerin
Gram pozitiflerden farkli olarak bir zar ve kovalent baglarla birbirine bagh
peptidoglikandan olusan dis membrana sahip olmalaridir. Gram negatiflerde bu dig
membranda i¢i su dolu kanallar iceren molekiiler bir elek gorevi goren porinlerden
yapili porlar bulunmaktadir. B-laktam gibi kiiciik hidrofilik molekiiller bu kanallar
araciliglyla organizma icerisine girer. Porinlerin, yiikii, ¢Oziiniirliigli, biiyiikligi ve
sayilar1 antibiyotigin hiicre icine giris hizin1 belirler. Porinlerin say1 ve yapilarindaki bu
degisiklik membran geg¢irgenliginde azalmaya neden olarak Gram negatiflerin
antibiyotiklere diren¢ kazanmasina neden olmaktadir. Ayrica mutasyonlar ile membran
porin proteinlerinin degisimi ile de gecirgenlik azalarak diren¢ gelisebilmektedir.
Ornegin P.aeruginosa suslarinda kromozomal PB-laktamaz aktivitesi ve D2 porinin
degismesine baglh olarak imipenem direngi ortaya ¢ikmaktadir (Akbulut, 2012; Kuyucu,
2007). Antibiyotiklerden, aminoglikozidlerin dig membram gectikten sonra sitoplazmik
membrandan da gecmesi gerekmektedir. Bu gecis, enerji ve proton hareket ettirici
giiclerle gerceklestirilmektedir. Bu sistemdeki degisme ile birlikte aminoglikozidlere
uzun siireli tedavi esnasinda geri doniisiimlii direng gelisebilmektedir. E.coli, S.aureus
ve Salmonella spp. suslarinda hatali elektron tasima sistemleri sonucunda olusan direng
bu sekilde tanimlanmaktadir (Kuyucu, 2007). Gegirgenligin azalmasina bagli olan
diren¢ Ozellikle enzimlerle destekleniyorsa ©nemli derecede bir dirence sebep

olmaktadir (Yorgancigil, 1999).

2.7.2.3. Antibiyotigin Aktif Pompa Sistemi ile Disar1 Atilmasi (Efflux)

Aktif pompa sistemi, farkli siftaki antibiyotiklerin par¢alanmadan enerjiyle disari
atilmalar1 olayidir. Antimikrobiyal ajanlarin aktif atilim1 bircok patojende gittikge artan

siklikta direncten sorumlu mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Escherichia coli,
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Shigella ve diger enterik mikroorganizmalarin bazi suslar ilag atilimi ile ¢oklu ilag
direncine yol acan cok bilesenli, diizenli ve enerji bagimli membran tasima sistemine
sahiptirler. Bu enerji bagimli sistem ile antibiyotikler hiicre icinde birikememekte ve

disar1 atilmaktadirlar (Chopra ve Roberts, 2001; Kuyucu, 2007).

Gram negatif mikroorganizmalardaki tetrasiklin direncinden ¢ogunlukla bu mekanizma
sorumludur. Aktif pompa sistemleri, kinolonlar, makrolidler, streptograminler ve
azalidler, kloromfenikol ve B-laktamlara karsi olusan direncten sorumlu mekanizma
aktif atilmdir. Bu atilim mekanizmasi streptokoklarda mef, grup B streptokoklarinda
mreA ve stafilokoklarda msr genleri tarafindan kodlanmaktadir (Sutcliffe ve ark., 1996;
Clancy ve ark., 1997; Kuyucu, 2007). Aktif atihlm mekanizmasi P. aeruginosa
suslarinda B-laktam direncinin tam gelisimine de neden olmaktadir. Enterik bakteriler
ve stafilokoklarda kinolanlarin aktif atilimi tespit edilmistir. Bu atilim birden fazla
antibiyotik direng¢ transporter (norA) veya spesifik kinolon atilim pompasi (EmrAB,
AcrAB) ile iligkilidir. Gram negatif bakterilerdeki tetrasiklin direncinden de yine bu
mekanizma sorumludur (Srikumar ve ark., 1997; Opal ve Medeiros, 2005; Kuyucu,

2007).

2.7.2.4. Hedef Bolgelerinde Degisme

Hedef bolgelerindeki degisiklik sonucu gelisen bu direng, en sik goriilen direng
mekanizmalarindan biridir (Durupinar, 2001). Mikroorganizmalar, yapilarinda bulunan
ve antibiyotigin etkisi i¢in hedef olabilen yap1 birimlerinin birinde (ribozomlar ve ¢esitli
enzimler), degisiklik yaparak ya da bu hedefi ortadan kaldirarak direng
kazanabilmektedir (Wright, 2005). Bu diren¢ durumu daha ¢ok penisilin ve safalosporin
gibi B-laktam antibiyotiklerde goriilmektedir. B-laktam antibiyotiklere Gram pozitif
bakteri direnci, hem antibiyotigin PBP’lere olan affinitesinde azalma hem de bakteri
tarafindan iiretilen PBP miktarinda mutasyonla olusan degisiklik ile antibiyotikler hedef

bolgeye baglanamamakta ve antibiyotigin etkisine diren¢ olusmaktadir (Akbulut, 2012).

Tetrasiklinler, makrolidler, linkosamidler ve aminoglikozidleri iceren birden fazla
antimikrobiyal ajan grubundaki direng, ribozomal baglanma yerlerindeki degisme
sonucu olusmustur. Ribozomlar iizerindeki hedef bolgelere baglanmadaki yetersizlik,
protein sentezini ve hiicre biiyiimesini inhibe etme yersizligine neden olmaktadir.

Tetrasiklin direnci, tetrasiklinlerin ribozomlara baglanmasina engel olan tetM geni
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araciligryla gerceklesir. Ribozomal direng diger aminoglikozidlerde daha seyrek olsa da
birden fazla mutasyon sonucunda gelisebilmektedir (Opal ve Medeiros, 2005).
Enzimlerde meydana gelen degisiklik sonucunda ise antibiyotik enzime baglanamaz ve

boylece bakteride bu antibiyotige karsi direng gelisir (Yiice, 2001; Kuyucu, 2007).

Glikopeptid antibiyotikler peptigoglikan tabakasinin terminal ucunda bulunan D-alanin-
D-alanine baglanir. Biiyiik glikopeptid molekiilleri hiicre duvari iginde bu baglanma ile
onciil molekiillerin birlesmesini 6nler ve direng gelisir (LeClercq ve ark., 1992;

LeClercq ve ark., 1992; Kuyucu, 2007).

Kinolonlarla iligkili olarak DNA giraz ve topoizomeraz IV enzimlerini kodlayan gyrA
ve gryB genlerinde goriilen nokta mutasyonlar1 sonucu hiicre duvar gegirgenliginde
azalma, disa atilim ve enzim koruma mekanizmalar1 ile 6zellikle enterik bakterilerde

coklu direng gelisimi gozlenmektedir (Nakamura, 1989).

2.7.2.5. Antibiyotik Inhibisyonunun Bypass’1

Spesifik antibiyotiklere kars1 gelisen bir diger diren¢ mekanizmasi da, orijinal sustan
farklt bir biiyiime gereksinimi olan yeni suslarin ortaya ¢ikmasi ile olusur. Ancak bu
mutantlarin hedef enzimler tarafindan sentezlenen substratlara ihtiyaclar1 vardir. Eger
cevrede bu substrat varsa, organizma sentez yapan enzimin inhibisyonuna ragmen
cogalabilmektedir. Bu mekanizma ile siilfonamidlere ve trimetopirime yiiksek diizeyde

direng gelisebildigi tanimlanmistir (Opal ve Medeiros, 2005; Kuyucu, 2007).

2.8. Antibiyotik Pozitif Mikroorganizmalar

1940’11 yillarda yaklasik 10-20 arasinda antibiyotik kesfedilmistir. 1950’lerde 300-400,
1960’da 800-1000, 1970’lerde ise 2500 antibiyotik bilinmekteydi. 1980’lerde bu say1 5
bin, 1990’da 10 bin, 2000’ler de 20 bin olmustur. 2010 yilina gelindiginde sadece bu yil
da 24 bin ve 2012 yilinda ise 27 bin biyoaktif sekonder metabolit (antibiyotikleri i¢ine
alan) ile ilgili bilimsel yayin yapilmistir. Giiniimiizde ise yaklasik 30 bin biyoaktif
sekonder metabolit ile ilgili bilimsel yayin yapildigi bilinmektedir (Balkar, 2007).

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalar (bakteri, fungus, aktinomiset vs.), algler,
likenler, bazi bitkiler ve cesitli hayvan organizmalar1 tarafindan iiretilmektedir. Yeni

kesfefilen antibiyotiklerin biiyiikk ¢ogunlugu topraktan izole edilen “yabani” izolatlarin
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aragtiritlip incelenmesiyle kesfedilmistir. Ancak antibiyotik lireten mikroorganizmalarin
taksonomi ve kimyasal yapilarinda bazi diizenler ve sinirlamalar goriilmektedir.
Antimikrobiyal madde {iiretme yetenegine sahip mikroorganizmalar, dogada genis
olarak bulunmasma ragmen, farkli mikroorganizma gruplarinda orantili olarak
dagilmamiglar, sadece birka¢ cins ile smirlandirilmislardir. Bu cinsler icinde
aktimomisetler antibiyotiklerin esas {iireticileri olarak kabul edilmislerdir. Kiiflerden
yaklagik 1500 antibiyotik veya biyoaktif metabolit izole edilmis, bunlarm 1/3’i
Penicillium ve Aspergillus cinslerine ait suglardan elde edilmistir. Bakterilerden
yaklagik 1200 antibiyotigin Bacillus ve Pseudomonas cinsinden elde edildigi rapor
edilmistir (Yildirim, 2004). Aktinomisetler tarafindan iiretilip rapor edilen 6000 kadar
antibiyotik vardir. Bunlarin 34’ii Streptomyces cinsi suslarindan elde edilmistir. Son
yillarda GBF (Gesellschaft fiir Biotecnologische Forschung mbH) laboratuvarinda
yapilan calismalarda Myxobacterial kokenli yaklagik 100 farkli yapida bilesik izole
edilmis, bdylece ¢ok az sayida sus taranmasina ragmen Myxococus ve Sorangium

tiretken bir grup olarak ortaya cikmistir (Yildirim, 2004).

2.8.1. Bakteriler

Antimikrobiyal madde iiretimi bakteriler tarafindan sinirli olsa da en c¢ok antibiyotik
elde edilen bakteri grubu Bacillus cinsine aittir. Pseudomomas ve Enterobacteriaceae
cinsi iiyeleri de antibiyotik iiretiminde gorev alan bakteri gruplarindandir. Bakteriler
habitatlarindaki rekabete kars1 antibiyotiklerin sagladigi antagonistik etki sayesinde bazi
besin avantajlarina sahip olmaktadirlar. Ancak bunun yani sira, sporulasyon veya
cimlenme ile iligkili olan, hormon veya sinyal molekiillerinin antibiyotik aktiviteye
neden olabilecegi de soylenmektedir (Anonim, 2014c¢). Bacillus cinsi tarafindan iiretilen
antibiyotiklerin ¢ogu peptit yapidadir. Pseudomonas iiyeleri tarafindan c¢ok sayida
sekonder metabolit iliretilmesine ragmen, iodinin ve pycyanine sadece P.aeruginosa ve
P.fluorescens tiirlerinden iiretilmektedir. Peptidoglikan inhibitorleri, sikloserin ve
fosfomisin, antiprotozoal olarak da azomisin, antifungal olarak ise pyrolnitrin ve deri
enfeksiyonlar1 icin kullanilan mupirosin da bu grup mikroorganizmalardan
tiretilmektedir. Cizelge 2.4’de bakteriler tarafindan elde edilen antibiyotikler ve elde

edilen bakteri cinsleri verilmistir.
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Cizelge 2.4. Bakteriler tarafindan tiretilen baz1 antibiyotikler (Yildirim, 2004)

Bakteriler Antibiyotik

Bacillus licheniformis Bacidrasin
Bacillus brevis Gramisidin
Bacillus polymyxa Polimiksin B

Kolitsin (Polimiksin E)
Bacillus circulans Butirosin®
Bacillus megaterium Glukomikotrienin

Ansamisin
Bacillus subtilis Basidrasin®

Subtilin’
Pseudomomas pyyrolnitrica Pirolnitrin
Pseudomomas fluorescens Pirolnitrin

Mupirosin
Pseudomomas acidophila Siilfazesin
Pseudomomas mesoacidophila [zosiilfazesin
Myxococcus fulvus Althiomisin

Pirolnitrin
Myxococcus corallodies Korallopironin
Sorangium cellulosum Ambutirisin

Soraphen

a: Klinik olarak kullaniliyor
b: Besin katki maddesi olarak kullaniliyor

2.8.2. Funguslar

Funguslar, gercek hiicre ¢ekirdeklerine sahip, dallanmis iplik¢ikler halinde ya da maya
formunda olan ve kitin iceren hiicre duvarlarina sahip Okaryotik organizmalardir
(Deacon, 2005). lyi havalanan islenmis topraklarda, toplam mikrobiyal protoplazmanin
biiyiik bir kismini olusturarak baskin mikroorganizma durumundadirlar. Zor c¢evre
kosullarna birgok mikroorganizmadan daha iyi adapte olabilmektedirler. Phytium,
Mucor, Rhizopus, Zygorrhinchus, Trichodarma, Aspergillus, Penicillum ve Fusarium
toprakda en cok bulunan mantar gruplaridir. Toprak mantarlar1 penisilin, mikofenolik

asit gliotoksin, klavasin, gladiolik asit, penisilik asit ve fumigasin gibi ¢ok fazla sayida
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antimikrobiyal madde iiretmektedirler. Cizelge 2.5’de funguslar tarafindan elde edilen
antibiyotik sayilar1 ve hangi gruba ait olduklar1 verilmistir.

Cizelge 2.5. Funguslar tarafindan tiretilen antibiyotik sayis1 ve gruplart (Yildirim, 2004)

Funguslar Uretilen Antibiyotik Sayisi
Phycomycetes 14
Ascomycetes 299
Basdiomycetes 140
Fungi Imperfecti 315
2.8.3. Aktinomisetler

Aktinomisetler dogada genis olarak dagilmis, dallanmis yapidaki tek hiicreli
mikroorganizmalarin bir grubudur. Substrat veya vejetatif olarak tammlanan tek tip

veya substrat ve havasal olarak tanimlanan iki tip misel olustururlar. (Oner, 1989).

Toprak mikroorganizmalarinin %10-50’sini olustururlar. Aktinomisetlerin bir ¢ok tiirii
antibiyotik ireticileri olarak medikal ve endiistriyel 6neme sahiptir. Streptomisin,
klortetrasilin,  oksitetrasilin ~ ve  siklohekzimin gibi ©nemli antibiyotikler
aktinomisetlerden elde edilmistir. Aktinomisetlerden elde edilen antibiyotiklerin ¢ogu
Streptomyces cinsleri tarafindan iiretilmektedir. Bu yiizden endiistriyel 6neme sahip en
onemli grubudur. Micromonospora, Actinoplanes, Aktinomadura ve Nocardia cinsleri
de antibiyotik iiretimi bakimindan dnemli gruplardir. Cizelge 2.6’da cesitli aktinomisetler

tarafindan iiretilen biyoaktif mikrobiyal metabolitlerin sayis1 verilmistir.
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Cizelge 2.6. Cesitli aktinomisetler tarafindan iiretilen biyoaktif mikrobiyal metabolitler (Balkar,
2007)

Streptomycetaceae Miktar Thermomonosporaceae Miktar
Streptomyces ~ 8000 Actinomadura 345
Streptoverticillium 258 Saccharothrix 68
Kitasatospora 37 Microbiospora 54
Chainia 30 Actinosynnema 51
Microellobosporia 11 Nocardiopsis 41
Nocardioides 9 Microtetraspora 26
Micromonosporaceae Thermomonospora 19
Micromonospora 740 Micropolyspora/Faenia 13/3
Actinoplanes 248 Thermoactinomyces 14
Dactylosporangium 58 Thermopolyspora 1
Anpullariella 9 Thermoactinopolyspora 1
Glycomyces 2
Catenuloplanes 3 Mycobacteriaceae
Catellatospora 1 Nocardia 357
Pseudonocardiaceae Mycobacterium 57
Saccharopolyspora 131 Arthrobacter 25
Brevibacterium 17
Amycalotopsis/Nocardia 120/357
Kibdellosporangium 34 Proactinomyces 14
Pseudonocardia 27 Rhodococcus 13
Amycolata 12 Diger tiirler
Saccharomonospora 2 Actinosporangium 30
Actinopolyspora 1 Microellobosporia 11
Streptosporangiaceae Frankia 7
Streptosporangium 79 Westerdykella 6
Streptoalloteichus 48 Kitasatoa 5
Spirillospora 11 Synnenomyces 4
Planobispora 10 Sebekia 3
Kutzneria 4 Elaktomyces 3
Planomonospora 2 Excelsospora 3
Alkalomyces 1
Catellatospora 1
Erythrosporangium 1
Streptoplanospora 1
Microechinospora 1
Salinospora 1
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullamilan Test Mikroorganizmalari ve Kimyasal Maddeler

Topraktan izole edilen mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivitelerinin tespiti i¢in,
Karamanoglu Mehmetbey Universitesi, Kamil Ozdag Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii,
Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Laboratuvar1 koleksiyonunda bulunan test
mikroorganizma kiiltiirleri kullanildi. Calismada kullamlan kiiltiirler soyledir; Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli 0157: H7 ATCC 43897, Proteus vulgaris, Enterococcus

faecalis, Agrobacterium tumefaciens ve Klebsiella pneumoniae.

Calismada mikroorganizma izolatlarinin aktive edilmesinde, morfolojik ve kiiltiirel
ozelliklerinin incelenmesinde, antimikrobiyal aktivitelerinin gozlenmesi asamasinda
Nutrient Broth, Nutrient Broth Agar, LB Broht Agar, Sabouraud — 2 % Glucose Agar,
Sabouraud — 4% Dextrose Agar, Patates Dextrose Agar ve Actinomycete Isolation Agar
besi yerleri kullanildi. Besi yeri igerikleri distile suda ¢oziilerek, pH ayarlamalari
yapildiktan sonra, otoklavda 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika siire ile
steril edildi. Calismada kullanilan kimyasallar Merck, Sigma ve Fluka firmalarindan
temin edildi. Sec¢ilen mikroorganizmalar1 tanimlama islemlerinde API Staph

(bioMérieux) ve API 20NE (bioMérieux) tam kitleri kullanildi.

3.2. Mikroorganizmalarin Topraktan izolasyonu

Aragtirmada ¢alisilan toprak Ornekleri Mart 2013 - Agustos 2014 tarihleri arasinda
Karaman ili Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Kampiisiiniin 74 farkli alanindan
toplandi. Toprak ornekleri, izole edilecek mikroorganizmalarin arazide bulundugu
yerlere gore farkli mevsimlerdeki cevresel istekleri dikkate alinarak topragin yiizey ve
dip kisimlarindan alind1. Ornekler, alkolle temizlenmis bir spatula ile 2-4 cm ve 8-10
cm derinlikten yaklasik 25 g kadar alinip steril falkon tiiplere konularak laboratuvara
getirilip incelemeye alind1 (Sekil 3.1 a). Alinan toprak ornekleri 10 g tartilarak iizerine
20 mL % 0,9’luk NaCl cozeltisi eklenip 5 dakika boyunca karistirild1 (Sekil 3.1 b).
Topragin dibe c¢Okmesi icin 5 dakika bekletilerek steril kapakli tiiplere Ornegin
siipernatant kisimlari siizdiiriildii (Sekil 3.1 c). Onceden hazirlanan bes farkli kat1 besi

yerine (Nutrient Broth Agar, LB Broth Agar, Actinomycete Isolation Agar, Potato
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Dextrose Agar ve Sabouraud-2 % Glucose Agar) 100 uL drneklerden konularak her bir
ornek icin ii¢c paralel olacak sekilde yayma ekimleri yapilarak 28°C, 35°C ve 50°C de
inkiibasyona birakildi (Sekil 3.1 d). Tiim petriler inkiibasyon siiresi boyunca biiyiiyen
mikroorganizmalarin birbiri iizerine etkili olanlar1 veya etraflarinda bir aciklik meydana

getirenleri saptamak adina gézleme alindi.

Biiyiiyen mikroorganizmalarin birbirleri {izerine etkili olanlar1 belirlendiginde bu
kolonilere cesitli kodlar verilerek biiyiidiikleri uygun besi yeri ortamina ¢izgi ekimleri
yapilarak saflastirild. Inkiibasyon sonrasinda ise buzdolabinda +4°C de diger islemlerin

uygulanmasi i¢in saklandi.

lEmemEA

Sekil 3.1. Toprak mikroorganizmalarinin izolasyon goriintiileri
3.3. izole Edilen Mikroorganizmalarin Antimikrobiyal Etkilerinin Saptanmasi

Calismamizda mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek amaciyla
capraz ¢izgi (cross-streak) metodu ile Kirby-Bauer disk difiizyon yontemleri kullanildi
(Fleming, 1922; CLSI, 2006). Toprak mikroorganizmalar1 tarafindan iiretilen
antimikrobiyal maddelerin, minimum inhibitor konsantrasyon (MIK) degerleri
belirlenerek bu maddelerin test mikroorganizmalarina karsi diren¢ durumlar: tespit

edildi (Andrews, 2001).
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3.3.1. Capraz Cizgi (Cross-Streak) Metodu

Bu islem i¢in antibiyotik iireticisi oldugu diisiiniilerek toprak drneklerinden saflagtirilan
mikroorganizmalar, uygun besi yerleri ile hazirlanmis olan petrilerin bir tarafina ¢izgi
ekim yontemiyle yayildi (Sekil 3.2). Belirlenen test mikroorganizmalari, antibiyotik
tireticisi oldugu diisliniilen mikroorganizmalarin karsisina 90° ac1 yapacak sekilde
mikroorganizma kolonisinden baglayarak petri kenarina dogru tek cizgi halinde ekildi.
Mikroorganizmalarin gelisimi icin petri plaklar1 farkli sicakliklarda (28°C, 35°C ve
50°C) inkiibasyona tabi tutuldu. Inkiibasyon sonunda ortaya ¢ikan inhibisyon zonlarinin
olusmasi, mikroorganizmalarin test mikroorganizmalarina kars1 etkili antimikrobiyal

madde iirettigini gostermektedir (Fleming, 1922).

Geligme ve antibiyotik
uretimi igin inkibe edilir

2N o Y g

Olasi antibiyotik dreticisi Test organizmalan gizgi Duyarl test organizmalarinin
cizgi ekimle inokule edilir ekimle inokile edilir inhibisyon zonlan tespit edilir

Sekil 3.2. Mikroorganizmalarin antibiyotik etkisini belirleyen ¢apraz ¢izgi metodu

3.3.2. Fermantasyon Sivisinda Antimikrobiyal Etkinin Disk Difiizyon Yontemi ile

Saptanmasi

Capraz cizgi metodu sonuglarina goére 60 mikroorganizma izolatindan, test
mikroorganizmalari tizerine aktif antimikrobiyal etkisinin oldugu belirlenen 9 bakteri ve
6 kiif, antimikrobiyal aktivitelerinin disk difiizyon ydntemi ile belirlenmesi amaciyla
fermantasyon besi yeri ortaminda biiyiitiilmek iizere se¢ildi. Fermantasyon besi yeri
ortam1 1L distile su icin; 10 g D(+) Glucose, 5 g NH4NO3, 0,5 g KH,PO4, 0.4 g NaCl,

0,5 g Corn steep liquor kimyasallar1 kullanilarak hazirlandi.
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Fermantasyon denemeleri sporulasyon, inokulum ve fermantasyon olmak iizere baghca
lic asamada gergeklestirildi. Fermantasyonda kullanilan mikroorganizmalardan
bakterileri izolatlar1 icin SGA ve NB Agar, kiifler icin ise PDA besi yeri hazirlanarak
taze Kkiiltiirleri elde edildi. Kiiltiirlerin ortamda aktif hale ge¢meleri ve kiiflerin
sporulasyona girmeleri icin 35°C’de inkiibe edildiler. Inkiibasyon sonunda izolatlar
inokulum ortaminit agsilamak icin kullamildi. 250 mL’lik erlenlere hazirlanan
fermantasyon besi yerinden 100’er mL konuldu ve bir 6ze dolusu spor ve bakteri
agilanarak, ¢alkalamali etiivde 35°C, 175 rpm’de (devir/dakika) 15 giin boyunca inkiibe
edildi. Fermantasyon kiiltiir ortamindan 0, 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10 ve 15. giin besi yeri
ornekleri alindi1 ve 4°C, 5000 rpm (1663g) de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant
kisimlar1 ayrildi. Test mikroorganizmalarinin NB besi yerinde hazirlanan 24 saatlik taze
kiiltiirleri 0,5 McFarland (108KOB/mL) bulanikligina esit olacak sekilde, steril

fizyolojik tuzlu su (NaCl) icerisinde siispansiyonlari elde edildi.

Disk diftizyon yontemi i¢in, test organizmalarindan 100 pL alinip steril drigalski 6ze ile
Nutrient Broth Agar {izerine petrinin her yerine homojen bir sekilde yayma ekimleri
yapildi. Fermantasyon besi yeri ortamindan belirlenen giinlerde alinan besi yeri
ornekleri, 6 mm c¢apinda olan antimikrobiyal bos test disklerine 30’ar pL yiiklenerek;
diskler aseptik kosullarda pens yardimiyla agar iizerine yerlestirildi. Petriler 35°C’de
18-24 saat siireyle inkiibasyona birakildi ve bu siirenin sonunda olusan inhibisyon
zonlarinin c¢aplart dlgiilerek mikroorganizmalarin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenip

kaydedildi (CLSI, 2006).

Fermantasyon besi yeri ortaminda biiyiitiilen bu 15 mikroorganizma arasindan en fazla
antimikrobiyal aktiviteye sahip olan 2, 5 (SGA E¢ 1) ve 6 numarali ii¢ mikroorganizma

kiiltiirii se¢ildi ve bu iglemler bu ii¢ izolat iizerinde tekrarlandi.
3.4. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerinin Saptanmasi

Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK), mikroorganizma gelisimini belirgin bir
sekilde engelleyen en diisilk antimikrobiyal konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir.
Genellikle test mikroorganizmalarinin antibiyotiklere olan hassasiyetini belirlemede
kullanilir (Caki, 2009). Calismada antibiyotiklere ait MiK degerlerinin belirlenmesinde
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009) tarafindan O&nerilen

mikrodiliisyon yontemi kullanildi. Bu deney icin belirlenen mikroorganizmanin,
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antimikrobiyal etkisinin tespit edildigi giine ait fermantasyon ortamindan alman besi
yeri Ornekleri kullanilarak 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, 0,1 ve 0,05 olacak sekilde farkli
konsantrasyonlar1 hazirlandi. Bir giin 6nceden ekilen (18-24 saat) ve uygun sicaklikta
inkiibe edilen test organizmalarinin (S. aureus ATCC 29213, S. Enteritidis, K.
pneumoniae, A. tumefaciens, B. subtilis, B. licheniformis, P. vulgaris ve E. faecalis)
konsantrasyonlar1 0,5 McFarland standardi (108KOB/mL) kullanilarak 10*KOB/mL
olacak sekilde hazirlandi. Bu islem i¢in 96 kuyulu mikro plaka iizerinde kuyucuklar
uygun konsantrasyonlara gore belirlendi. Kuyucuklara ilk olarak sirasiyla 100 pL
hazirlanmis uygun konsantrasyondaki 2 ve 6 numarali besi yeri 6rneklerinden ve 100
uL uygun konsantrasyondaki test organizmalarindan konuldu. Bu iglemin devaminda 3
farkl1 kor hazirlandi:

a) 100uL fermantasyon besi yeri ornegi + 100uL steril NB besi yeri

b) 100uL uygun hazirlanmis test mikroorganizma + 100uL steril NB besi yeri

¢) 200uL steril NB besi yeri

Mikro plakalarin iizeri steril aliiminyum folyo ile kapatild1 ve uygun sicaklikta inkiibe
edildi. 18-20 saat sonunda hem gozlem yoluyla hem de 660 nm’de absarbans degerleri

oOlciilerek sonuclar kaydedildi (Andrews, 2001).

3.5. Mikroorganizmalarin Tanimlanmasi

Antibakteriyal etkinligi tespit edilen 5 numarali bakteri i¢in Gram boyama ve API
kitleriyle tanimlama islemi yapildi. 2 ve 6 numarali kiifler i¢in ise metilen mavisi ile

basit boyama islemi yapilarak grup tanimlamalar gerceklestirildi.

3.5.1. API Staph Tam Kiti ile Tamimlanmalari

Topraktan elde edilen bakterilerin NB besiyerinde hazirlanan 24 saatlik taze kiiltiirleri,
0,5 McFarland (10°KOB/mL) bulanikhigi kullamlarak, steril fizyolojik tuzlu su
icerisinde siispansiyonlar1 elde edildi. Bu siispansiyonlardan API Staph kitinde bulunan
kuyucuklara belirtilen kismina kadar dolduruldu. Daha sonra bakteri siispansiyonundan
200 pL almarak test kiti icerisinde bulunan 6zel bir besiyeri olan API Staph Medium’a
eklendi ve iyice karistirildiktan sonra test kitinin kalan kuyucuklar1 da doldurularak
prosediir tamamlandi. Ekim yapilan kitler 35°C’de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda reaktiflerin herbirinden 1 damla eklenerek reaksiyonlar gelistirildi.
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Bu islemler sonunda test sonuglar1 kaydedildi ve 6zel okuma tablolar1 yardim ile

sonuclar yorumlandi.
3.5.2. API 20 NE Tam Kiti ile Tanimlanmalari

Oksidaz testi sonucu pozitif olan bakterilerin NB besiyerinde hazirlanan 24 saatlik taze
kiiltiirleri ile 0,5 McFarland (10°KOB/mL) bulanikligi kullanilarak, steril fizyolojik
tuzlu su icerisinde bakteri siispansiyonlar1 elde edildi. Bu siispansiyonlardan API 20 NE
kitinde bulunan kuyucuklarin belirtilen kismina kadar dolduruldu. Daha sonra bakteri
stispansiyonundan 200 pL alinarak test kiti icerisinde bulunan 6zel bir besiyeri olan API
AUX ortamina eklendi ve iyice karistirildiktan sonra test kitinin kalan kuyucuklar1 da
doldurularak prosediir tamamlandi. Ekim yapilan kitler 28°C’de 24 - 48 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda reaktiflerin herbirinden 1 damla eklenerek reaksiyonlar
gelistirildi. Kiipiillerin aldig1 renge gore sonuglar 6zel okuma tablolar1 yardim ile

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Toprak Mikroorganizmalarimn Capraz Cizgi Metodu Ile Antimikrobiyal

Etkisi

Karaman ili Karamanoglu Mehmetbey Universitesi Kampiisii’niin 74 farkli alanindan
toplanan 92 toprak ornegi, bakteri biiyiimesini destekleyen Nutrient Broth Agar, LB
Broth Agar, aktinomiset segici olarak Actinomycete Isolation Agar ve kiif ve mayalarin
biiytimesi destekleyen Potato Dextrose Agar ve Sabouraud-2 % Glucose Agar besi
yerlerine yayma ekim ile ekilerek inkiibe edildiginde mikroorganizmalarin birbirleri
tizerine etki ettigi ve bazilarimn digerlerine kars1 etki gostererek etrafinda temiz bir alan
(zon) olusturup onlar1 biiyiitmedigi, mikroorganizmalardan bir kisminin ise digerleri
izerine sagilimlar yaparak onlarin alanlarim isgal edip biiyiimelerine engel oldugu

gozlemlendi (Sekil 4.1).

Toprak mikroorganizmalar1 arasindan secilerek saf kiiltiirleri elde edilen kiiflerin
etkileri ayn1 petride birbirleri tizerine 2’li, 3’lii ve 4’li sekilde denendiginde mantarlarin

antifungal madde iirettigi Sekil 4.1°deki gibi goriildii.
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Sekil 4.1. Toprak mikroorganizmalarinin inkiibasyon sonras1 goriintiileri

Topraktan izole edilen 172 mikroorganizmadan, birbirleri iizerine etkili olan, farkli
koloni morfolojisine sahip 60 mikroorganizma susu bulunduklar1 ortamdan izole
edilerek saflastirildi. Saf olarak elde edilen mikroorganizma suslarinin antimikrobiyal
aktiviteleri test mikroorganizmalar1 iizerine ilk olarak ¢apraz cizgi metodu kullanilarak
gozlemlendi. Sekil 4.2’de izole edilen bazi mikroorganizmalarin ¢apraz ¢izgi

goriintiileri verilmektedir.
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Sekil 4.2. Bazi1 toprak mikroorganizmalarin ¢apraz ¢izgi metodu goriintiileri

1. Bacillus subtilis, 2. Agrobacterium tumefaciens, 3. Escherichia coli.

Uygulanan capraz ¢izgi metodu sonrasinda ortaya ¢ikan inhibisyon zonlari, 60 farkh
izolatin test mikroorganizmalarina kars1 etkili antimikrobiyal bir madde iirettigini
gosterdi. Elde edilen bulgulara gore; 60 farkli toprak mikroorganizmanin % 18’1 6nemli
bir insan patojeni olan B. subtilis’i etkilerken % 22’sinin B. subtilis’den etkilendigi
belirlendi. Toprak mikroorganizmalarinin en az etkilendigi patojenin % 3 oranla S.
Enteritidis oldugu goriildii. Mikroorganizmalarin sadece % 1’inin Onemli insan
patojenlerinden olan S. Enteritidis ve S. aureus ATCC 29213’ etkiledigi gbzlemlendi.
Toprak mikroorganizmalar1 bir gida patojeni olan E.coli 0157: H7 ATCC 43897 iizerine
% 7 etkili olurken, E. coli 0157: H7 ATCC 43897 ’nin toprak mikroorganizmalarina
karst % 4 etkili oldugu goriildii. Yine bitki patojenlerinden olan A. tumefaciens’in

mikroorganizmalar iizerine herhangi bir etkisi gdzlenmezken mikroorganizmalardan

37



sadece % 3’niin A. tumefaciens’a etki ettigi belirlendi. Calisma sonucunda 60 farkli
mikroorganizmadan % 17’sinin test mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etki

gosterdigi tespit edildi.

4.2. Fermantasyon Sivisimin Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Etkisi

Capraz ¢izgi metodu sonuclarina gore 60 mikroorganizma arasindan secilen 9 bakteri ve
6 kiif, fermantasyon besi yeri ortaminda biiyiitiilerek belirli giinlerde disk difiizyonlar1
yapildi. Ancak bunlardan aktif antimikrobiyal etkisinin daha fazla oldugu tespit edilen
2, 5 ve 6 numaral ii¢c mikroorganizma kiiltiirii se¢ildi. Bu ii¢ farkli mikroorganizmanin
diger toprak mikroorganizmalarma gore daha giiclii bir etki gosterdigi ve genis
spektrumlu antimikrobiyal etkinliginin oldugu belirlendi. Ug farkli mikroorganizmanin
fermantasyon besi yeri ortamlarmmdan birer giin araliklarla alinan Ornekleri disk
difiizyon metoduyla dokuz farklt mikroorganizmaya karsi denendiginde en fazla

antimikrobiyal aktivitenin 8. ve 15. giinlerde oldugu tespit edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1’e bakildiginda en yiiksek etki 6 numarali mikroorganizmanin 8. giin
orneginden K. pneumoniae’ya kars1 26 mm’lik bir agilim alarak gozlemlendi. Benzer
etki 2 numarali mikroorganizmanin 6rneginde de 23 mm’lik bir acilim olarak tespit
edildi. 6 numarali mikroorganizma 8. giin 6rneginde B. subtilis’e kars1 15 mm’lik bir
aciklik yaparken, 2 numarali mikroorganizma orneginin de 17 mm’lik aciklik yaptigi
goriildii. A. tumefaciens’e karst 6 numarali mikroorganizma, 15. giin drneginde 13
mm’lik etki yaparken, 2 numarali mikroorganizma 6rnegi de 20 mm’lik bir agiklik
olusturdu. S.aureus ATCC 29213’e kars1 6 numarali mikroorganizma Ornegi 8. giinde
12 mm’lik bir agiklik olustururken ayn1 patojene 2 numarali mikroorganizma 6rnegi en
yiiksek etkiyi 15. giinde 15 mm’lik agiklik yaparak gosterdi. 6 numarah
mikroorganizma Orneginin B. licheniformis’e karsi en yiiksek etkiyi 8. giinde 12 mm
olarak gosterirken ayni patojene benzer etkiyi 2 numarali mikroorganizma 15. giinde 14
mm agiklik yaparak gosterdi. S. Enteritidis’e karsi 6 numarali mikroorganizma rnegi
en yiiksek etkiyi 5 ve 8. giinlerde 12 mm aciklik yaparak gosterirken, 2 numarah
mikroorganizma ornegi benzer etkiyi 15. giinde 13 mm’lik aciklik yaparak gosterdi. 6
numarali mikroorganizma ornegi P. vulgaris’e karst en yiiksek etkiyi 8. giinde 14 mm
bir aciklik yaparken 2 numarali mikroorganizma ornegi 12 mm’lik bir aciklik yapti.

Yine 6 numarali mikroorganizmanin 15. giin 6rneginden E. faecalis’e karst 11 mm’lik
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bir aciklik olarak gozlenirken benzer etki 2 numarali mikroorganizmanin 15. giin
orneginde 14 mm olarak tespit edildi. Bir bakteri olan 5 numarali mikroorganizma
Orneginin A. tumefaciens, E. faecalis ve E. coli 0157: H7 ATCC 43897
mikroorganizmalarina kars1 herhangi bir etkisi gézlenmezken diger patojenlere karsi 6

mm’lik etkisinin oldugu belirlendi.

[zolatlar K. pneumoniae’ya karsi kolonilerin iiremesini baskilayarak bakteriyostatik bir
etki gosterirken, izolatlarin diger patojenlere karsi disk etrafinda temiz bir alan
olusturarak bakterisidal etki gosterdigi tespit edildi. Cizelge 4.1’de de goriildiigii gibi 2,
6 ve 5 numarali mikroorganizma Orneklerinin E. coli 0157: H7 ATCC 43897 Kkiiltiiriine

antibakteriyal bir aktivite gostermedigi belirlendi.

Cizelge 4.1. Mikroorganizmalarin disk difiizyon metodu ile elde edilen inhibisyon zon caplari

(mm)
2 numaral1 5 numaral1 6 numarali

Mikroorganizmalar mikroorganizma mikroorganizma mikroorganizma

0. |5 |8 |15.]0. |5 |8 15. |{0. |5 |8 |15.

glin | giin | glin | giin | giin | glin | glin | glin | glin | giin | giin | giin
B. subtilis - 15 |17 |17 |- 6 6 6 - 14 |15 |14
B. licheniformis - 12 |13 |14 |- - 6 6 - 10 |12 |9
A.tumefaciens - 14 |13 |20 |- - - - - 13 |13 |13
K. pneumoniae - 12 123 |9 - 6 6 - - 10 (26 |-
S. aureus ATCC - 12 |12 |15 |- 6 6 - - 12 |12 |9
29213
S. Enteretidis - 11 |12 |13 |- - 6 6 - 12 |12 |9
P. vulgaris - 12 |12 |9 - 6 6 6 - 10 |14 |9
E. faecalis - 10 |11 |14 |- - - - - 9 11 |11
E. coli 0157: H7 |- - - - - - - - - - - -
ATCC 43897

- : Disk etrafinda agilma (zon) yok

Calismada kullanilan test mikroorganizmalarinin standart antibiyotiklere karsi
olusturdugu inhibisyon zonlar1 Cizelge 4.2°de belirtildigi gibi bulundu. Test
mikroorganizmalarindan, kullanilan antibiyotiklere karsi en yiiksek c¢oklu direng
gosteren grubun E. coli 0157: H7 ATCC 43897 oldugu goriiliirken, antibiyotiklere
duyarlilig1 en yiiksek olan kiiltiiriin ise S. aureus ATCC 29213 oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.2. Standart antibiyotiklerin test mikroorganizmalarina kars1 olusturduklar1 inhibisyon

zon c¢aplari (mm)

Bakteri/ Penisilin G | Gentamisin Tetrasiklin Ampisilin Oksasilin

Antibiyotik 10 iinite' 10pg 30ug 10pg lpg
B. subtilis 36 28 25 22 12
B.licheniformis 29 20 27 * *
A. tumefaciens - 19 28 10 -
K.pneumoniae - 19 13 * *
S. aureus 24 18 31 14 16
S. Enteretidis 30 17 29 16
P.vulgaris - 19 13 * *
E.faecalis 22 11 14 * *
E. coli 0157 - 16 32 - 13

-: Inhibisyon zonu yok, *: Denenmedi

Yinite: ikinci uluslar arasi standardlara gore 0,0005988 mg penisilinin gosterdigi aktivite olarak
tanimlanmuistir.

Cizelge 4.2’de goriildiigii gibi standart antibiyotiklerin test mikroorganizmalarina karsi
gosterdikleri duyarhiliga bakildiginda, gentamisin ve tetrasikline karsi hicbir
mikroorganizmada direnclilik gézlenmezken, penisilin ve penisilin tiirevlerinden olan
ampisilin ve oksasiline karsi bazi test mikroorganizmalarinda direng tespit edildi.
Cizelge 4.3’de calismada kullanilan antibiyotiklerin test mikroorganizmalar1 iizerine

etkilerini gosteren zon caplarinin degerlendirilmesi verilmektedir.
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Cizelge 4.3. Baz1 antibiyotiklerin zon g¢aplarinin degerlendirilmesi (mm) (Ozplnar ve ark.,

2013; CLSL 2014)

Bakteri/ Penisilin G Gentamisin Tetrasiklin Ampisilin Oksasilin
Antibiyotik 10 tinite 10 pg 30 pg 10 pg lpg
S |OD| D S |OD| D S |OD | D S |OD| D S |OD| D

229 | - [ <28 | =15 | 13- | <12 | =219 | 15- | <14 [ >29 | - | <28 |=>22| - | <21
S. aureus 14 18

>17 | 14- | <13 | 215 | 13- | <12 | =219 | 15- | <14 | 217 | 14- | <13 | =16 | 11- | <10
S. Enteretidis 16 14 18 16 15

>17 | 14- | <13 | 217 | 13- | <14 >17 | 14- | <13
K.pneumoniae 16 14 16

>22 | 12- | <11 | =215 | 13- | <12 >22 | 12- | <11 | 222 | 12- | <11
A. tumefaciens 21 14 21 21

222 | 12- [ <11 | 215 | 13- | <12 | =219 | 15- | <14 | =222 | 12- | <11 | >22 | 12- | <11
B. subtilis 21 14 18 21 21

222 | 12- [ <11 | 215 | 13- | <12 | =219 | 15- | <14 | 222 | 12- | <11 | >22 | 12- | <11
B.licheniformis 21 14 18 21 21

>17 | 14- | <13 | 215 | 13- | <12 | =219 | 15- | <14 | =17 | 14- | <I3
P.vulgaris 16 14 18 16
E.faecalis =17 - | <16 | =10 | - <6 | =219 | 15- [ <14 | =217 | - |<16|=>=16| 11- | <10

18 15

S: Duyarl1, OD: Orta Duyarl1 (Hassas), D: Direncli

Cizelge 4.2 ve 4.3’e bakildiginda bazi mikroorganizmalarin giiniimiizde bakteriyal
tedavide kullanilan antibiyotiklere kars1 diren¢ kazandigr goriilmektedir. K.
pneumoniae’nin penisilin G’ ye direncliyken, gentamisine duyarli oldugu; aym1 zamanda
2 ve 6 numarali orneklerin 23 ve 26 mm zon c¢api ile K. pneumoniae’ya karsi
gentamisinin bireysel acilimindan daha fazla agilim yaptig1 belirlendi. A. tumefaciens’in
penisilin G’ye direngli; 19 ve 28 mm zon capi ile gentamisin ve tetrasikline duyarl
oldugu belirlendi. Aym1 zamanda 2 numarali 6rnegin 20 mm zon c¢ap1 ile A.
tumefaciens’a etkili oldugu; 6 numarali drnegin ise 13 mm zon cap ile etkili oldugu
goriildii. S. aureus 24 mm ile penisilin G’ye direngliyken, 18 ve 31 mm ile gentamisin
ve tetrasikline duyarli oldugu belirlendi. S.aureus ATCC 29213’nin 15 mm zon ¢apiyla
2 numaral drnege duyarli oldugu tespit edildi. B. subtilis sirasiyla 36, 28 ve 25 mm zon
capi ile penisilin G, gentamisin ve tetrasikline duyarli olurken; 17 ve 15 mm zon ¢api ile

2 ve 6 numaral drneklerin B. subtilis’e ekili oldugu kaydedildi.

2, 5 ve 6 numarali ii¢ izolatin patojen test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal

madde iirettigini gosteren goriintiiler Sekil 4.3’de verildi.

41




Sekil 4.3. 2, 5 ve 6 numaral1 mikroorganizmalarin dokuz farkli patojene kars1 antibakteriyal

etkileri

a. Bacillus subtilis, b. Bacillus licheniformis, c. Agrobacterium tumefaciens, d. Klebsiella pneumoniae, e.
Staphylococcus aureus ATCC 29213, f. Salmonella Enteritidis, g. Proteus vulgaris, h. Enterococcus
faecalis, 1. Escherichia coli 0157: H7 ATCC 43897.
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4.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Degerleri

Fermantasyon besi yeri Orneklerinin test mikroorganizmalarina karsgi antimikrobiyal
etkilerinin disk difiizyon metoduyla elde edilen sonuglarina bakilarak 2 ve 6 numarah
kiiflerin MiK degerleri belirlendi. Bu amacla iki mikroorganizmaya ait fermantasyon
besi yeri orneklerinin 0,5 - 0,4 - 0,3 - 0,2 - 0,1 - 0,05 katlik konsantrasyonlar1 uygulandi.
Hazirlanan korlerden a korii (fermantasyon besi yeri ornegi + NB besi yeri) ve c
koriinde (NB besi yeri) turbidite gozlemlenmezken, b koriinde (patojen + NB besi yeri)
beklendigi gibi turbidite olusumu tespit edildi. Burada mikroorganizmalarin etkili
olduklar1 sekiz test mikroorganizmasi (S. aureus ATCC 29213, S. Enteretidis, K.
pneumoniae, A. tumefaciens, B. subtilis, B. licheniformis, P. vulgaris ve E. faecalis)
kullanildi. Sonu¢ olarak gozlem yoluyla ve elde edilen absorbans sonuglarina gore
tiremenin belirgin bir bicimde inhibe oldugu en diisiik antibiyotik konsantrasyonu olan

0,05 degeri minimum inhibitér konsantrasyonu olarak kabul edildi.

MIK’in gozlem yolu ile yapilan sonuclarmmi sayisal veriye dokmek ve sonuglari
anlamlandirmak adma 2 ve 6 numarali Orneklerin 660 nm’de Olgiilen absorbans

degerleri Cizelge 4.4’deki gibi elde edildi.

Cizelge 4.4. 2 ve 6 numarali 6rneklerin 660 nm’de Slgiilen absorbans degerleri

. 2 numarali 6rnek (660 nm) 6 numaral1 6rnek (660 nm)
MIK
0.05 Patojen + Patojen + Fark Patojen + Patojen + Fark
Besiyeri Ornek Besiyeri Ornek

S. aureus ATCC 0,16 0,063 0,094 0,16 0,045 0,111
29213
S. Enteritidis 0,198 0,083 0,115 0,198 0,042 0,156
K. pneumoniae 0,28 0,102 0,181 0,28 0,044 0,239
A. tumefaciens 0,144 0,055 0,088 0,144 0,043 0,100
B. subtilis 0,145 0,051 0,094 0,145 0,042 0,102
B. licheniformis 0,196 0,097 0,098 0,196 0,039 0,157
P. vulgaris 0,30 0,113 0,189 0,30 0,049 0,253
E. faecalis 0,16 0,049 0,109 0,16 0,126 0,032
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4.3. Secilen Aktif Izolatlarin Tamimlanmasi

Secilen aktif izolatlardan 5 numarali izolat, SGA besi yerinde biiyiitiiliip incelendiginde
parlak beyaz renkli, akiskan kremsi bir yapisinin oldugu goriildii (Sekil 4.4). Gram

boyama sonucuna gore Gram negatif, streptobasil oldugu belirlendi.

API 20 NE tam kiti sonucuna gore ise 5 numarali izolatin % 98,5’le Rhizobium
radiobacter oldugu tespit edildi. Bu tiirler aerobik, hareketli, spor olusturmayan,
oksidaz pozitif ve gram negatif basillerdir. Rhizobium tiirleri icerisinde Rhizobium
radiobacter tirli insanda hastaliga en sik neden olan tiirdiir (Altungeki¢-Yildirim ve
ark., 2014).

Sekil 4.4. 2, 5 ve 6 numarali mikroorganizma kolonileri

a. 2 numarali mikroorganizma, b. 5 numarali mikroorganizma, c. 6 numarali mikroorganizma

2 ve 6 numarali izolatlar PDA besi yerinde biiyiitiilerek (Sekil 4.4), metilen mavisi ile
basit boyama yapildi. izolatlarmn mikroskop goriintiisii (40X) incelendiginde; her
ikisininde spor yapilarinin, eseyli cogalma ile ve askokarp adi verilen bir kese icinde
olusan askosporlara benzediginden Ascomycetes iiyeleri olduklar1 tespit edildi (Sekil

4.5). Haploid yapida olan bu mikroorganizmalarin kamcili hiicreleri bulunmamakta ve
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vejetatif evreleri genelde septali hiflerden meydana gelmektedir. Ayrica hiicre ¢eperleri

genellikle kitin ve glukan icermektedir.

Sekil 4.5. 2 ve 6 numaral1 mikroorganizma sporlarinin mikroskop goriintiileri (40X)
a-b. 2 numaral1 mikroorganizma, c-d. 6 numarali mikroorganizma
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S. TARTISMA ve SONUC

Tiim canlilar hayatta kalma, yagamlarim1 devam ettirme ve cevrelerine uyum saglama
cabasindadir. Bakteriler de hayat miicadelelerinde maruz kaldiklar1 antimikrobiyal
maddelere karsi1 diren¢ mekanizmalar1 gelistirmektedir. Bakteriler giiniimiizde mevcut
olan antibiyotik c¢esitlerinin en az birine kars1 bir miiddet sonra diren¢ mekanizmasi
gelistirmekte ve hatta bazi durumlarda, bakteriler iki ya da daha fazla antibiyotige karsi
ayn1 anda farkli diren¢ mekanizmalar1 gelistirebilmektedir. Bu yiizden neden olduklari

enfeksiyonlarin tedavisi cok daha zor ve daha maliyetli olmaktadir (Karaaslan, 2013).

Antimikrobiyal direng, her gecen giin artarak karsimiza ¢cikmakta ve bu durum coklu
direnclilik kazanimiyla giderek daha biiyiikk bir problem olmaktadir. Antibiyotik
kullanimimmin insan ve hayvanlarda artmasi nedeniyle antibiyotife maruz kalan
mikroorganizma sayisinin artmasi, besin iiretim tesislerinde yanls ve fazla antibiyotik
kullanilmas1 ile direncin besin zincirine gecmesi, yanlis dezenfektan kullanimi ve
antimikrobiyal etkili maddelerin su ve topraga karisarak direngli genlerle
mikroorganizmalara yeni savunma mekanizmalar1 kazandirmalar1 gibi nedenlerle insan
ve hayvan sagligi acgisindan gittikce artan bir tehdit olusturdugu anlagilmaktadir

(Karaaslan, 2013).

Meyer ve arkadaglar1 (2013) Avrupa iilkelerinde antibiyotik tiiketimi ve direng verilerini
yorumlayan caligmalarinda her yil tonlarca antibiyotigin insanlar ve hayvanlar
tarafindan tiiketildigini belirtmislerdir. Ayn1 ¢alismada MRSA direncinin 2001 ve 2011
yillar1 arasinda lineer bir artis gosterdigi buna karsilik 6zellikle karbapenem, kinolon,
glikopeptid ve 3. kusak sefalosporin kullanimindaki artisa paralel olarak 3. kusak
sefalosporinlere direncli E. coli suslarinin % 1,3’ten % 16,7°ye, K. pneumonaie
suslarinin % 4,5’ten % 20,3’e yiikseldigi, ayn1 zamanda P. aeruginosa ve A. baumannii
suslar1 arasinda da imipenem direncinde artiy oldugunu gostermislerdir (Karaaslan,
2013). Yaptigimiz bu tez calismasinda topraktan izole edilen 60 farkli mikroorganizma
test mikroorganizmalarina karsi denendi. Sonucglara gore topraktan elde edilen 60
mikroorganizmanin % 18’1 B. subtilis’i etkilerken % 22’sinin B. subtilis’den etkilendigi
belirlendi. Toprak mikroorganizmalarinin en az etkilendigi patojenin % 3’le S.
Enteritidis oldugu goriildii. 60 mikroorganizmanin sadece % 1’inin Onemli insan

patojenlerinden olan S. Enteritidis ve S. aureus ATCC 29213’ etkiledigi gdzlemlendi.
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Toprak mikroorganizmalar1 bir gida patojeni olan E. coli 0157: H7 ATCC 43897
tizerine % 7 etkili olurken, E. coli 0157: H7 ATCC 43897°nin toprak
mikroorganizmalarina karsi % 4 etkili oldugu goriildii. Yine bitki patojenlerinden olan
A. tumefaciens’in toprak mikroorganizmalar1 iizerine herhangi bir etkisi gézlenmezken
60 mikroorganizmadan sadece % 3’niin A. tumefaciens’a etki ettigi belirlendi. Calisma
sonucunda 60 mikroorganizmadan % 17’sinin test mikroorganizmalarina karsi

antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edildi.

Antimikrobiyal maddelerin kesfi ©ncelikle dogal yollarla dogal maddelerin
kullanilmasiyla baglamistir. Giiniimiizde yeni antibiyotiklerin bulunmasi ve dogal olarak
iretilmeleri yoniinde yapilan calismalarda bakteri, aktinomiset, streptomiset, fungus ve
alglerin sekonder metabolitlerinin antimikrobiyal etkilerinin incelenmesi {izerine
yogunlasmaktadir. Bu asamada en c¢ok ilgiyi dogal antimikrobiyal madde iireticisi
olarak bilinen Actinomycet’ler c¢ekmektedir. Fakat bilin¢siz antibiyotik kullanimi
sonucunda cogul direngli izolatlarin ortaya c¢ikmasi ve yeni patojen organizmalarin
belirlenmesi, antibiyotik tiirevlerinin kesfini zorunlu hale getirmektedir. Karsilasilan
yeni hastaliklar ve mikroorganizmalarin diren¢ kazanmalari, yar1 sentetik
antimikrobiyal maddelerin kullamlmasim gerektirmistir. Ancak coklu antibiyotik
direngli bir¢ok mikroorganizmaya, tek yonlii antibiyotik uygulandiginda bunlarin
etkilerinin yetersiz ve etkisiz kaldigi goriilmiistir (Yimaz ve Beyath, 2003; Pidot,
2014). Meyer ve arkadaslar1 (2013) calismalarinda, ¢oklu direngli suslardan olan P.
aeruginosa ve A. baumannii’nin karbapenemlere ve florokinolonlara kars1 artan direng
oranlarindan dolayr zamaninda yan etkileri nedeniyle kullanilmayan kolistini, son ¢are
antibiyotik olarak kullanilmaya baslandigin1 belirtmislerdir. Ancak giiniimiizde az

sayida da olsa kolistine kars1 da direncin gbzlendigine dair raporlar bildirilmistir.

[lag endiitrisi icin de ilgi ¢eken antimikrobiyal madde iireten mikroorganizmalardan
elde edilen bilesiklerin, bircogu gelistirilerek insan hastaliklari, veterinerlik ve ziraat
boliimlerinde siklikla kullanilmaktadir. Dogal antibiyotik temelli ila¢ kesfi i¢in, cok
farklt flora ve faunaya sahip olan iilkemiz topraklarindan, izole edilen toprak
mikroorganizmalarinin arastirma caligmalar1 giiniimiizde de devam etmektedir. Tez
caligmamizda bu amagla, toprak Ornekleri toplanarak genis bir zaman araliginda
canliligin1 devam ettirebilen ve hem cevre sartlarina direngli hem de diger rakip

mikroorganizmalar karsisinda etkili miicadele verebilen, laboratuvar ortaminda kiiltiirii
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yapilabilecek mikroorganizmalarin taranmasi hedeflendi. Bu sekilde genis spektruma
sahip antimikrobiyal bir madde bulma sans1 artirildi. Toprak 6rneklerinden elde edilen
izolatlarin in vitro kosullarda antimikrobiyal aktiviteleri arastirildi ve toplamda 172
izolattan antimikrobiyal etkiye sahip, 2, 5 ve 6 ile numaralandirilan birbirinden farkl ii¢

izolat se¢ildi.

Oskay (2002) da benzer olarak yaptig1 ¢alismasinda Manisa ili tarim topraklarindan
izole ettigi 50 aktinomisetten 17’sinin antimikrobiyal aktivite gosterdigini tespit
etmistir. Antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlardan 8’inin yalmizca Gram pozitif,
3’iiniin ise yalnizca Gram negatif bakterilere ve 6’sinin hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakteriler iizerine etkisinin oldugunu saptamistir. Ozsen (2009) ise yaptigi
caligmada Canakkale ili tarim alanlarindaki topraklardan 56 aktinomiset tiirli izole
etmis. Izole ettigi aktinomiset Kiiltiirlerini cesitli test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal aktiviteleri icin arastirmistir. Kiiltiirlerden 42’sinin antimikrobiyal
aktivite gosterdigini belirlemistir. [zolatlariin % 67,85 inin Gram pozitif bakterilere, %
50’sinin Gram negatif bakterilere, % 50’sinin mayalara, % 42,85’inin ise hem
bakterilere hem de mayalara kars1 etkili oldugunu gozlemlemistir. Bizimde yaptigimiz
bu calisma ile, topraktan elde edilen 60 farkli sus icerisinden, en fazla antimikrobiyal
aktivite gosteren 3 mikroorganizma izolat1 segilerek fermantasyon besiyeri ortaminda
biiyiitiildii. Fermantasyon sonucunda yapilan disk difiizyon testinde zon olusumlarinin
hem Gram pozitif (S. aureus) hem de Gram negatif (A. tumefaciens) bakteriler iizerine
etkili oldugu saptandi. Secilen bu ii¢ izolattan 2 ve 6 ile numaralandirilan aktif kiif
izolatlarinin test mikroorganizmalarina karsi en fazla antimikrobiyal aktiviteyi, toplum
ve hastane kaynakli enfeksiyonlarin Onemli bir nedeni olan, gram negatif, spor
olusturmayan ve hareketsiz bir bakteri olan K. pneumonia Xkiiltiirline gosterdigi
belirlendi. Onu izolatlarin antimikrobiyal etki derecelerine gore sirasiyla; A.
tumefaciens, B. subtilis, S. aureus ATCC 29213, B. licheniformis, S. Enteritidis, E.
faecalis ve P. vulgaris test mikroorganizmalarinin takip ettigi goriildii. 5 numarah
bakteri izolatinin kullamlan test mikroorganimalarina kars1 antimikrobiyal etkisinin ise
B. subtilis, S. aureus ATCC, B. licheniformis, S. Enteritidis, K. pneumonia ve P.
vulgaris kiiltiirlerine etkili oldugu, fakat A. tumefaciens, E. coli 0157:H7 ATCC 43897
ve E. faecalis kiiltiirlerine kars1 antimikrobiyal etkisinin olmadig1 belirlendi. izolatlarin
ticiiniinde E. coli 0157:H7 ATCC 43897 patojenine kars1 antimikrobiyal aktivitesinin

olmadigini goriildii. izolatlarin K. pneumonia kiiltiiriine kars1 disk etrafinda tamamen
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temiz bir zon olusturamayip, kolonilerin iiremesini baskilalayarak bakteriyostatik etkili
oldugu, diger test mikroorganizmalarina karsi ise disk etrafinda temiz bir alan

olusturarak bakterisidal etki gosterdigi belirlendi.

Tiirkiye’den benzer bir calismayr Usta ve Demirkan (2012) gerceklestirmistir.
Calismalarinda Tiirkiye’nin 25 farkli ilinden aldiklar1 toprak orneklerinden antibiyotik
potansiyeline sahip Bacillus tiirlerini izole etmisler ve test bakterilerine kars1 antibiyotik
iretim kapasitelerini ¢apraz-¢izgi testi ile belirlemislerdir. En biiyiik inhibisyon zonu
gosteren susu se¢mis ve bakterinin maksimum antibiyotik iiretimi i¢in farkli glukoz
konsantrasyonlaria sahip 6 besi yeri kullanarak 24., 48., 72. ve 96. saatlerde 6rnekler
alip, antibakteriyal madde iiretimini Agar Kuyu Diflizyon Metodu ile tespit etmislerdir.
Bacillus sp. EA62 olarak isimlendirdikleri sus, en yiiksek inhibisyon zonunu (25 mm)
Shigella sonnei’ye karst gostermistir. 6 farkli besiyeri ortamindan sadece birinde
maksimum antibiyotrik iiretimi 15 mm inhibisyon zon c¢ap1 ile 72. saatte elde
etmislerdir. ~ Farkli  glukoz  konsantrasyonlarinda  antibiyotik  iiretimlerini
karsilagtirdiklarinda ise maksimum inhibisyon zonunun 72. saatte 25 mm ile % 3 w/v
glukoz konsantrasyonunda Ol¢miislerdir. Glukozun % 0,5 - 2,5 w/v arasi
konsantrasyonlarindaki ~ inhibisyon =~ zon  Ol¢limlerinde  biiyiikk  farkliliklar
gozlemlemiglerdir. Yaptigimiz bu tez calismasinda topraktan elde edilen 172 izolattan
en fazla antimikrobiyal aktiviteye sahip olan 2 ve 6 numarah kiifler 6ncelikle capraz
cizgi yontemiyle belirlendikten sonra fermentasyon ortaminda biiyiitiildii ve farkl
giinlerde oOrnekler alinarak antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi ile
denendi. Maksimum antimikrobiyal aktivitenin 8. ve 15. giinlerde oldugu tespit edildi.
Ancak ilerleyen giinlerde aktivitede diislis goriildii. Bu diisiisiin mikroorganizmalarin
gelisimi ile yakindan ilgili olan antimikrobiyal maddenin iiretiminden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ciinkii liretilen sekonder metabolitler sadece iiretici organizmanin
gelisimi  swrasinda  sentezlenmektedir.  Antimikrobiyal madde aktivitelerinin,
mikroorganizmalarin biiyiime safhasindaki logaritmik fazla beraber artmaya baslayip,
maksimum seviyeye durgun fazda geldigi bilinmektedir. Durgun fazin sonuna dogru
ortamda biriken kimyasal maddeler artacak, mikroorganizmalar arasinda rekabet
gelismeye baslayacagindan bu maddeler yikilarak besin olarak da kullanilabildiginden
antimikrobiyal madde tiretimi baskilanir. Bu diisiisiin bir diger nedeninin ise, gelisme
fazinin sonunda proteazlarin yikimindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Kim ve

ark., 2006; Sensoy-Karaoglu, 2013).
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Calismamizda test mikroorganizmalarinin duyarlilik ve diren¢ profillerini arastirmak
izere, kliniklerde siklikla kullanilan antibiyotiklerden olan tetrasiklin, gentamisin,
penisilin ve penisilin tiirevleri olan ampisilin ve oksasilin kullanildi. Bu
antibiyotiklerden penisilin, penisilinaza dayanikli penisilin grubuna giren oksasilin ve
aminopenisilinler grubunda olan ampisilin; diger B-laktam grubu antibiyotikler gibi,
penisilin baglayan proteinlere (PBP) baglanarak hiicre duvarn sentezini bozmak suretiyle
bakterisid etki gostermektedir. Aminoglikozid grubu antibiyotiklerden olan gentamisin,
ribozomun 30S alt birimine baglamip protein sentezini bozarak bakterisid etki
gostermektedir. Tetrasiklinler ise, bakteri ribozomunun 30S alt birimine baglanarak
protein sentezini inhibe edip bakteriyostatik etki gosterirler. Standart antibiyotiklerle
yaptigimiz ¢alismada bazi test mikroorganizmalarinda penisilin ve penisilin tiirevi
antibiyotiklere direnc tespit edilirken, bu mikroorganizmalarin tiimiiniin gentamisin ve
tetrasikline duyarli olduklar1 belirlendi. K. pneumonaie’a kars1t antimikrobiyal
etkilerinin oldugu belirlenen 2 ve 6 numaral 6rneklerin gentamisin ve tetrasiklinin tek
baslarina yaptiklar1 agilimdan daha fazla a¢ilim yaparak bu antibiyotiklere gore daha
etkili oldugu belirlendi. Gentamisin K. pneumonaie’a 19 mm, tetrasiklin 13 mm aciklik
yaparken; 2 ve 6 numarali ornekler sirasiyla 23 ve 26 mm acgiklik yapmislardir. Ayni
durum A. tumefaciens, B. subtilis, S. aureus ve S. Enteritidis i¢in de benzerdir. Elde
edilen verilere gore 2 ve 6 numarali 6rneklerin, mikroorganizmalarin ribozomal alt
initesine baglanmak suretiyle etki ettigi veya baska bir mekanizma ile test edilen

antibiyotiklerden daha etkili bir mekanizmaya sahip olduklar1 diistiniilmektedir.

Tez calismamizda topraktan elde edilerek saflastirilan kiiflerin antifungal etkilerini
tespit etmek amaciyla birbirlerine karsi aym petride agar lizerinde 2’li, 3’1i ve 4’lii
olacak sekilde denendiginde kiiflerin antifungal madde iirettigi goriildi. Kiiflerden
bazilarinin digerlerine karsi etki gostererek etrafinda temiz bir alan olusturup onlari
biiylitmedigi, bir kisminin ise digerleri iizerine sag¢ilimlar yaparak onlarin alanlarini
isgal edip biiylimelerine engel oldugu gozlemlendi. Kiiflerin bu etkilerinin kitinaz
enziminden veya {Urettikleri farkli bir antifungal maddeden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bu antifungal maddenin veya kitinazin ilerki projelerde incelenmesi

planlanmaktadir.

Topraktan izole edilen 60 farkli mikroorganizma izolat1 arasindan ¢apraz ¢izgi testinin

sonuclarina gore daha etkin antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilip secilen 9 farkh
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bakteri ve 6 farkli kiif fermentasyon besi yeri ortamimda cogaltilarak disk difiizyon
metoduyla test edilen fermentasyon besi yeri 6rnekleri sonucunda sadece 2 kiif ve bir
bakterinin antibakteriyal kapasite bakimindan digerlerine gore daha etkili olduklar
gozlemlendi. Diger mikroorganizmalarin fermantasyon besi yeri Orneklerinin
antibakteriyal etkilerinin ¢apraz cizgi metoduna kiyasla ya daha az ya da hicbir etki
gostermedikleri tespit edildi. Bunun sebebi olarak degisen besi ortaminin ve igeriginin
etkisinin oldugu tahmin edilmektedir ciinkii hem kat1 besi yerinden sivi besi yerine
aktarildilar hem de zengin besi yeri ortamindan misir surubu haricinde sentetik bir besi

yerinde cogaltildilar.

Calismamiz sonucunda elde edilen 2, 5 ve 6 numarali mikroorganizmalardan, 2 ve 6
numarali kiif izolatlarinin test bakterilerine kars1 gdsterdigi antimikrobiyal aktivitenin, 5
numarali bakteri izolatinin gosterdigi etkiden daha fazla oldugu goriildii. Ozellikle 2 ve
6 numaral kiif izolatlarinin genis spektrumlu antimikrobiyal madde iiretme yeteneginin
daha yiiksek oldugu tespit edildi. Boylece 2 ve 6 numaral izolatlarin etkili olduklar1
sekiz test mikroorganizmasina karsi uygulanan MIK deneyinde, gézlem yoluyla ve 660
nm de Olciilen absorbans sonuclarina gore iiremenin belirgin bir bicimde inhibe oldugu
en diisik antibiyotik konsantrasyonu olan 0,05 degeri minimum inhibitor
konsantrasyonu olarak kabul edildi. Elde edilen bu sonuca gore 2 ve 6 numarah
izolatlarin iirettikleri antimikrobiyal maddenin calismada uygulanan en diisiik
konsantrasyon olan 0,05 katlik seyreltmede dahi test mikroorganizmalarinin tiremelerini

engelledigi tespit edildi.

Ulkemizde ve diinyada antimikrobiyal aktivite ¢aligmalar1 bilimsel alandaki gelismeleri
takiben, hizla devam etmektedir. Etken maddelerin hassas tespiti icin g¢aligmalar
arttirilarak, tiim fiziko kimyasal parametreler kullanilarak degerlendirmeler
yapilmalidir. Kapali sistemlerde yapilacak olan deneylerin sonuclar1 ve kontaminasyon
riskine bagli kayiplar da 6nemli Olciide engellenebileceginden, kontrollii laboratuvar
kosullarinda yapilan deneylerin sonuglarinin daha verimli olmas1 beklenmektedir.
Antimikrobiyal bir ajanin etkinliginin calisma kosullar1 yaninda bircok ekolojik faktore

bagli odugu unutulmadan, ¢alismalar siirekli hale getirilmelidir (Caki, 2009).

Sekonder metabolitlerin, topraktan elde edilen mikroorganizmalar tarafindan
tiretildiginde daha ekonomik olmasi beklenmektedir. Tez caligmamizda, dogal kaynak

olarak nitelendirilen toprak mikroorganizmalarina yOonelmemizin en temel
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nedenlerinden biri de ekonomik olarak, bulunma ve ulagilma gii¢liigiiniin olmamasidir.
Bu nedenle bulunduklar1 bolgeye ve mevsime bagh tarama yapildiginda toplanan
ornekler ile, ileri farmasotik aragtirmalara yonelmek daha dogru olacaktir. Ciinkii bir tiir
ne kadar zor sartlarda kalirsa savunma mekanizmasimi da o kadar giicli tutmaya
caligmaktadir. Sekonder metabolitler genellikle bir savunma mekanizmasi1 olarak
tanimlanirlar ve bu yilizden tiirlerin bulunduklar1 ekolojik kosullar, onlarin

antimikrobiyal etkinliginde onemlidir.

Antibiyotik direnci tiim diinyada yaygin olarak goriilen ve klinikte hastaliklarin
tedavisinde siklikla karsilasilan bir durumdur. Gerek calismalarimiz da gerekse
yayinlanan diger benzer caligmalarda elde edilen bulgulara gore bakterilerde, klinik
kullanimda olan antibiyotiklere kars1 yiiksek diizeyde direnc gelistigi goriilmektedir.
Calismalarimiz sirasinda yaklasik 200 izolatin birbirlerine veya test patojenlerine karsi
antimikrobiyal etki gosteremedigi tespit edilmistir. Bu durumun mikroorganizmalarda
gelisen diren¢ durumuyla paralellik gosterdigi diisiiniilmektedir. Bu sorunun Oniine

gecilmesi i¢cin dogru ve bilingli antibiyotik kullanimina 6zen gosterilmelidir.

Sonu¢ olarak, toprak mikroorganizmalarindan izole edilen aktif izolatlarin, test
mikroorganizmasi1 olarak kullanilan bakteri kiiltiirlerine karsi1 antibakteriyal etki
spektrumu in vitro olarak tespit edilmis olup, bunlarin genis spektrumlu antimikrobiyal
etki gosterdigi saptanmistir. Bu izolatlarin, antibiyotiklere direng gosteren
mikroorganizmalara karsi antagonistik etki olusturmasi olduk¢ca Onemlidir. Bu
izolatlarin fermantasyon ortaminda biiyiitiilerek etkilerinin endiistriyel alanda kullanim
icin uygun oldugu tespit edilmistir. Bu gibi toprak izolatlarindan yola c¢ikilarak
yapilacak ilerki farmakolojik arastirmalarla, kesfedilecek yeni antibiyotiklerin
kullanilmas1 durumunda hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde dnemli yol alinabilecegi

diistiniilmektedir.
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