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TURKGE OZET
Kuzey Kibris Topraklarindan Antimikrobiyal Aktivitesi Yiksek Streptomyces Suslarinin
Izolasyonu, Taksonomisi ve Fermentasyon Galismalari Uzerine Bir Aragtirma
Mustafa OSKAY
Doktora Tezi, Mikrobiyoloji Anabilim Dall
Tez Danigsmani: Prof. Dr. ismail KARABOZ
Aralik, 2006; 142 Sayfa

Streptomisetler Gram-pozitif filamentdz toprak bakterileri olup, her ortamda bulunurlar.
Ozellikle toprakta ¢ok yaygindirlar, ancak sediment, kompost, saman, sucul ve evsel ortamlarda da
bulunmaktadirlar. Streptomisetler, antibakteriyal, antifungal, antiparazitik, antitimoral biyolojik
aktivite gésteren ¢ogu sekonder metabolitin Ureticileri olarak bilinirler.

Kuzey Kibris topraklarindan kiiltiire edilebilir 251 Streptomyces susu izole edilmistir. izole
edilen Streptomyces izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesi Gram-pozitif, Gram-negatif bakteriler ile
kuf ve mayalara kargl denenmistir.

Birincil antimikrobiyal tarama calismasiyla; 251 streptomiset izolatindan 67 tanesinin
kullanilan test organizmalarinin en az birine karsi etkili oldudu belirlenmigtir. Bunlardan %52.23' U
sadece Gr (+) bakteriler, %5.97' si sadece Gr (-) bakteriler, %25.37' si hem Gr (+) hem de Gr (-)
bakteriler, %16.41’ inin ise sadece mayalar uzerine etkili olduklari belirlenmistir. Antifungal
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, birincil antimikrobiyal aktivite sonuglarina dayanarak segtigimiz
16 izolattan 5 tanesi test organizmasi olarak denenen kiflere kargi etkili bulunmustur.
Fermentasyon denemeleri icin secgilen 4 izolattan sadece Streptomyces sp. KEH23, 5-28 mm
arasinda degisen oranlarda, PDA ortaminda, test edilen kiflere karsi antifungal aktivite géstermistir.

Antimikrobiyal aktivitelerine gore, 4 izolat secilmis ve klasik yontemlerle tanilanmigtir.

Antimikrobiyal etkili molekulin Gretimi igin 4 farki ortamda fermentasyon yapilmistir. Karbon
kaynagi sukroz iceren besiyerinde aktif izolat Streptomyces sp. KGG32, ileri fermentasyon
islemlerine alinarak Uretmis oldugu 2 farkh antimikrobiyal etkili madde (KGG32-A ve KGG32-B)
kolon kromatografisi (Sephadex LH20 ile) ile saflastirimis ve nihayetinde kismi olarak karakterize
edilmigtir.

Ayrica, antimikrobiyal etkili KGG32-A ve KGG32-B maddelerinin UV, IR, ¢ézunlrlik ve renk
reaksiyonlari gibi baz fizikokimyasal 6zellikleri (Anisaldehit, silfirik asit, demir klorir ve ninhidrin)

belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Streptomyces, izolasyon, toprak, identifikasyon, antibiyotik Uretimi ve

antimikrobiyal aktivite.



YABANCI DILDE OZET (ABSTRACT)
A Study on Isolation, Taxonomy and Fermentation of Streptomyces Isolates These Have
Highly Antimicrobial Activity from North Cyprus Soils
Mustafa OSKAY
PhD. Thesis in Microbiology
Supervisor: Prof. Dr. ismail KARABOZ
2006, December; 142 Pages
Streptomycetes are Gram-positive, filamentous soil bacteria present in almost all kinds of
environments. They are very common in soil, but also found in sediments, composts, fodder,
aquatic habitats and buildings. Streptomycetes are known to be producers of many secondary
metabolites, which have different biological activities, such as antibacterial, antifungal, antiparasitic
and antitumor.

A total of 251 culturable Streptomyces strains were recovered from soil samples collected
from North Cyprus and its surrounding. These were then assessed for their antimicrobial activity
against Gram-Positive, Gram-Negative bacteria, moulds and yeasts.

Results indicated that of 251 streptomycete isolates, 67 were active at least one of the
tested organisms. Approximately 52.23% isolates produced antibacterial substances against only
on Gr (+) bacteria, 5.97% isolates only against Gr (-) bacteria, 12% isolates against both Gr (-) and
Gr (+) bacteria and 16.41% isolates only against yeasts. According to primary antimicrobial
screening, 16 isolates were selected to find out of antifungal activities and 5 of them were active
against tested moulds. For fermentation studies, the most active four strains selected and only one
of them, namely Streptomyces sp. KEH23 showed antifungal activity ranging from 5 to 28 mm. on
PDA medium against tested moulds.

According to their antibacterial activity, four of the isolates were selected and characterized
by conventional methods.

For isolation of antimicrobial molecule, fermentation studies carried out with 4 different
medium. The most active isolate; Streptomyces sp. KGG32 was subjected to further fermentation
studies with medium including sucrose as a sole carbon source, and 2 different active substance
(KGG32-A and KGG32-B) were isolated and purified by column chromatography on silica gel
(Sephadex LH20) and finally partially characterized.

Also, in this study some physiochemical properties of KGG32-A and KGG32-B were
determined according to UV, IR, solubility in organic solvents and color reactions (Anisaldehyde,

sulphuric acid, ferric chloride and ninhydrin).

Key words: Streptomyces, isolation, soil, identification, antibiotic production and antimicrobial

activity.
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1. GiRiS

Streptomisetler Gram-pozitif filamentz toprak bakterileri olup, hayat donglleri sirasinda
bazi morfolojik degisimler gegirirler. Normalde spor formunda bulunurlar, yeterli besin ve su
oldugunda c¢imlenerek vejetatif miselyumu olustururlar. Bu degisimler gergeklesirken
paralelinde, pigmentlerin, antibiyotiklerin ve diger sekonder metabolitlerin Uretimi de baglar
(Kutzner 1986, Williams et al. 1989). En yogun olduklari ortam topraktir. Bunun yaninda,
kompostlarda, samanlar Gzerinde, sucul ortamlarda, nemli binalarda da yogun olarak bulunurlar
(Kutzner 1986, Andersson et al. 1999, Hyvarinen et al. 2002). Ozellikle Streptomyces genusu
uyeleri antibakteriyal, antifungal, antiparazitik, antitimoral ve immunosupresif biyolojik aktiviteye
sahip ¢ok sayida antibiyotigin Ureticileri olarak bilinir.

Mikrobiyal dogal urlnler ilaglarin, 6zellikle antibiyotiklerin Uretiminde en biylk paya
sahiptir. 1983-1994 yillari arasinda 520 yeni ilag kesfedilmis, bunlarin %60-80’i antibakteriyal
etkili olup, %39’ unu dogal urlnler olusturmaktadir. Su ana kadar kesfedilen antibiyotiklerin
¢ogunlugu Streptomyces genusu Uuyeleri tarafindan dretilmektedir. 1940’ I yillarda baslayan
antibiyotik tarama c¢aligmalari 1970’ li yillara dodru hizh bir artis gbstermis, sonrasinda
duraklama dénemine girmistir. Yeni antibiyotiklerin kesfindeki artisin enfeksiydz hastaliklarin ve
direngli organizmalarin giindeme gelmesiyle paralellik gosterdigini gérmekteyiz. Diger taraftan
yapilan calismalar 1siginda Streptomyces kokenli antibiyotiklerin heniz %1-3' lUk kisminin
belirlendigi, %99-97’ sine yakin bolimuinin heniz kesfedilemedigi belirtiimektedir (Watve et al.
2001).

Antibiyotiklerin tedavide ilk kez kullanimi Alexander Fleming’ in penisilini tesadifen
kesfetmesinden sonraki yillara dayanir. 1940’ |1 yillarda az miktarda Uretilen ham penisilin
stafilokok ve streptokok enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanildi. Antibiyotik arastirmalari 1943’
de Selman Waksman’ nin arastirma grubunun streptomisini bulmasiyla hiz kazanmigtir. O
yillarda, aktinomisetlerin tip tiri Streptomyces griseus’ dan elde edilmis olan streptomisin
tiberkilozun (verem) tedavisinde kullanilan ilk etkili antibiyotik olmustur. Waksman ve
arkadaslarinin bu énemli bulusundan sonra 1950 ve 1960’ Ii yillarda ¢ok sayida antibakteriyal
ve antifungal antibiyotikler kesfedilmis, bu dénem antibiyotik kesiflerinin ‘Altin Cagr olarak
nitelendirilmistir (Hopwood 2004).

Cok sayida antibiyotigin tedavide kullanilmasina ragmen neden yeni antibiyotiklere
gerek vardir? Bunun sebepleri arasinda; ¢ok daha az toksik antikanser ilaglara gerek olmasi;
daha da 6nemlisi hizla artan antibiyotik direnci ve bu organizmalarin kullanilan antibiyotikleri
yetersiz kilmasidir (Alsan 1999). Direngli bakteriler arasinda bulunan metisillin direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) hastanelerdeki ¢ogu enfeksiyondan sorumludur. Karin
ameliyatlarinda sorun yaratan vankomisin-direngli Enterococcus ve antibiyotiklere gogul-direng

gOsteren Mycobacterium tuberculosis’ de bilim adamlarini oldukga ugrastirmaktadir. Su anda



solunum yolu patojeni gram-negatif bakterilerin gittikge antibiyotiklere diren¢ kazanmasi
gindemdedir (Durham 2005, Navarro 2006).

Son 40 yilda yeni antibiyotiklerin kesfi icin en az 15 milyon organizma izole edilmis ve
yaklasik on bin farkli antimikrobiyal madde tanimlanmis; her yil bunlarin bir cogu karakterize
edilerek 200-300 tanesinin yeni oldugu saptanmistir. Bu calismalar ¢ogunlukla, en &énemli
antibiyotik Ureticileri olarak bilinen funguslar, aktinomisetler ve Bacillus genusu Uyeleri tzerinde
yogunlastiriimistir. Son birkag yilda diger genuslar Uzerinde detayli arastirmalar yapilmasinin
gerekliligi de vurgulanmaktadir.

insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde, hayvan beslemede kullanilan antibiyotikleri
Urettigi saptanan organizmalar diger taraftan tarimda, toprak kaynakli patojenlerin sebep oldugu
ve gunden gune buylk bir problem haline gelen, bitki hastaliklarina karsi kullanilabilmektedir.
Bitki hastaliklariyla micadelede kullanilan kimyasallar; uygulama zorluklarinin olusu, kisa ve
dar periyotlu etkileri, patojenlerin bunlara kargi direng kazanmasi ve ekonomik yuklerinin ¢ok
fazla olusu gibi nedenlerden dolayl giderek 6nemini kaybetmektedirler. Bunun aksine, bitki
patojenlerinin biyolojik kontroliinde mikroorganizmalarin kullanimi gittikge 6énem kazanmaktadir.

Aktinomisetler biyo-degradasyon gibi ekolojik 6nemlerinin (Parkinson et al. 1971,
McCarthy and Williams 1990), yaninda antibiyotikler ve enzimler gibi endustriyel acidan faydali
metabolitleri (Lazzarini et al. 2000)' de Uretmektedirler. Aktinomisetler arasinda toprakta
Streptomyces genusu Uyeleri en fazla izole edilen ve c¢ok sayida ©6nemli metaboliti
Uretmelerinden dolayi en fazla galigilan cinstir. Bu yogun ¢alismalar sonucunda yeni strainler ve
buna bagl olarak yeni sekonder metabolitler 6zellikle de antibiyotikler kesfedilmistir. Bundan
dolayida ginimizde henlz taksonomik pozisyonlari tartismali olsa bile Streptomyces cinsi
Uyeleri glincelligini korumaktadir.

Tuarkiye’ de yapilan ¢alismalarda kullanilan streptomiset suslarinin genellikle Avrupa
kokenli kdltar koleksiyonlarindan temin edilen suslar olmasi nedeni ile Turkiye’ ye 6zgu suslarin
izole edilmesi, antibiyotik tarama c¢alismalarina katkida bulunmak, dolayisiyla yuksek verimli
antibiyotik Ureticisi Streptomyces suslarinin belirlenmesi bu galismanin amaglari arasindadir.
Bol hammadde kaynagina sahip oldugumuz halde disaridan satin aldigimiz gesitli antibiyotik
etkin maddelerinin Ulkemizde Uretilememesinin nedeni, konu ile ilgili teknolojilerin yeterli
olmayisi ve bu konuda arastirma eksikliginin bulunmasidir. Antibiyotikler glinimuizde, batin
dinyada en fazla kullanilan ilaglar arasinda yer almaktadir. Bu yaygin kullanim hem ekonomik
yukii hem de yan etkilerinin sik goérilmesi gibi énemli sorunlari da beraberinde getirirken;
direncli bakterilerin gelismesine neden olmalarindan dolay! da, toplum saghgini tehdit eder
duruma gelmislerdir. Bu nedenle antibiyotik tarama (screening) programlarinin tlkemizde de

yayginlastiriimasi gerekmektedir.



2. KAYNAKLARIN OZETi

2.1. Genus: Streptomyces (Waksman ve Henrici 1943)

Aktinomisetler icerisinde gerek morfolojisi gerekse toprakta bol bulunan bir cins
olmasindan dolayi ¢ok iyi tanimlanmis; antibiyotik ve diger sekonder metabolitleri Gretmesi
yoninden ¢ok 6nemli bir genustur (Cross 1989, Locci 1989, Wendisch and Kutzner 1991, Al-
Tai et al. 1999).

Streptomyces genusunun kimyasal, molekiler ve taksonomik 6zellikleri bazi ¢alismalar
ile sekillendiriimistir (Goodfellow et al. 1987, Lechevalier 1989, Williams et al. 1989, Anderson
and Wellington 2001). Onlar, Gram pozitif, asit fast olmayan, nadiren pargalanan vejetatif hiflere
(0.5-2 um) sahip ve uremeleri aerial (havasal) hiflerin ucundaki hareketsiz sporlarla gergeklesen
organizmalardir. istisna birkag tiir substrat miselyumda kisa spor zincirleri olusturur; sclerotium,
piknidium, sporangium ve sinnema benzeri yapilar olusturulabilir. Bliylimenin baslangicinda
koloniler diiz ve yumusak, sonralari sert-siki, pamuksu, flokkoz, granilli, pudramsi veya
kadifemsi gorilebilir. Substrat miselin renginden sorumlu ¢ok sayida pigment Uretilebilir, ayrica
diffise pigmentler de olusturulabilir. Normalde spor formunda olmalarina ragmen, yeterli nem ve
besin oldugunda sporlar gimlenerek vejetatif miselyumu olusturur. Bu morfolojik degisimlerle
beraber pigmentler, antibiyotikler ve diger sekonder metabolitlerinde Uretimi baslar. Codu strain
tek tip ya da c¢ok cesitli antibiyotik Uretebilir. Aerobik olup, kemo-organotrofik oksidatif
metabolizmaya sahiptirler. Katalaz pozitifdir. Genellikle nitratlar nitritlere indirgenir ve adenin,
eskulin, kasein, jelatin, hipoksantin, nisasta, L-tirozin pargalanir. Buyime ve enerji i¢cin ¢gok
sayida organik bilesik tek karbon kaynagi olarak kullanilabilir. Optimum sicaklik 25-35 °C olup
bazi tirler, psikrofiik ve termofiliktir. Optimum pH istekleri 6.5-8.0' dir. Hicre c¢eperi
peptidoglikan yapisinda blylk miktarda L-Diaminopimelik asit (L-DAP) igerirler. Mikolik asit
icermezler ve doymus izo ve anteizo yag asitleri, predominant izoprenolok olarak dokuz izopren
birimi ile hekza ve okta dehidrojene menaquinon; ayrica, difosfatidilethonalamin,
fosfatidilgliserol, fosfatidilinositol, difosfotidilinositol iceren kompleks polar lipid icerirler; bu lipid
karakterleri ile fosfolipid tip 2 grubuna dahildirler. DNA' da % G+C orani 69-78 arasinda degisir.
Cogunlukla saprofitik olup; birka¢ tir insanlarda ve hayvanlarda patojen, digerleri
fitopatojendirler.

2.1.1. Siniflandirma

Streptomyces genusuna giren tlrlerin sayisi gittikge artmaktadir. 1997 yilina kadar 464
tur ile 45 alttur rapor edilmistir (Hain et al. 1997). 2002 yilinda Alman Mikroorganizma ve Hicre
Kdltirleri Koleksiyonu (DSMZ)'nda 650’ den fazla tir bulundugu bildiriimistir. Béylece, bu genus

Actinobacteria sinifi Actinomycetales ordosunun en fazla tir igceren dyesi olmustur



(Stackebrandt et al. 1997). Streptoverticillium ve Kitasatospora taksonomik durumlar tam
belirlenmemis olmasina ragmen (Zhang et al. 1997) Streptomyces tyelerine dahil edilmektedir
(Witt and Stackebrandt 1990, Wellington et al.1992).

Streptomisetlerin  siniflandiriimalari  genelde morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik
karakterlere dayalidir (Kutzner 1986, Williams et al. 1983, Goodfellow et al. 1987, Kadmpfer et al.
1991, Goodfellow et al. 1992). Ayrica; Serolojik metotlar (Ridell et al.1986), faj tiplendirmesi
(Korn-Wendish and Schneider 1992) ve protein profillerinin ¢ikarilmasi teknikleri (Ochi 1995,
Taguchi et al. 1997) siniflandirmada kullanilabilmektedir. Genetik metotlar arasinda DNA-DNA
homolojisi (Labeda and Lyons 1992, Kim et al. 1999) ve 16S rRNA gen dizi analiz (Gladek et al.
1985, Stackebrandt et al. 1992, Kim et al. 1996, Takeuchi et al. 1996, Hain et al. 1997, Kataoka
et al. 1997, Kim et al. 1999) teknikleri bulunmakta ve bu teknikler fenotipik karakterlerle beraber
kullaniimaktadir. Anderson and Wellington (2001) streptomisetlerin taksonomisi ile ilgili
prosedurleri 6zetlemektedirler.

Batin bu siniflandirmalara dayanarak streptomisetler, 20 major, 41 minor ve 22 tekil-
Uye gruplarina ayrilmigtir. Major siniflar 6 ya da daha fazla tip strainlerinden olusan tir
gruplarini, minor sinif ise 2-5 tip straininden olusan tek bir tlr olarak dusinulmektedir. Bu
gruplarin sayl ve icerigi kullanilan ydnteme gore dedismekte olup, artabilmekte ya da
azalabilmekte; ancak su an igcin major gruplarin degismeyecegi distnilmektedir (Anderson and
Wellington 2001). En blylk grup Streptomyces albidoflavus—grubudur ve 71 straini kapsamakta
bunlar da alt gruplara boélinmektedir. En o6nemli alt gruplar arasinda S. albidoflavus,
Streptomyces anulatus ve Streptomyces halstedii yer almaktadir (Williams et al.1983).

Streptomiset sistematiginde tir kavrami hala cgeliskilidir. Cinslerin taksonomik durumlari
oldukga karisik olup, turlerin tanimlanmasi igin minimum standartlar hentiz belirlenmemistir.
Streptomyces turlerinin ifade edilmesi ve belilenmesinde daha ¢ok tir gruplari gecerli olup,
bunun i¢in ise fenotipik ve genotipik karakterlerin beraberce ele alinmasi gerekmektedir
(Labeda and Lyons 1991a, 1991b, Labeda 1993, Labeda et al. 1997, Kim et al.1999).

2.1.2. Tanilanmalari

Aktinomisetlerin hiicre ¢eperi kompozisyonunun detayli olarak c¢alisiimasi onlarin
yeniden siniflandirilmalarini kolaylastirmigtir. Lechevalier ve ark. (1977) nin bulgularina gore
Streptomyceteceae familyasi Uyelerinin peptidoglikan yapisinda LL-diaminopimelik asit, diger
aktinomiset Uyelerinde ise meso-diaminopimelik asit (meso-DAP) bulunmustur (Cizelge 2.1.).
Bazi aktinomisetlerde LL-DAP igermesine ragmen bunlar (Arachnia, Pimelobacter, Sporichthya,
Kineosporia, Nocardioides, Kitasatosporia, Intrasporangium v.b.) biyokimyasal, morfolojik ve
fiziksel ozellikleri ile Streptomyceteceae’den kolayca ayrilabilirler (Becker et al. 1965, Langham
et al. 1989, Cross 1989, Goodfellow 1989, Williams et al. 1989). Staneck ve Roberts (1974)



basit ince-tabaka kromatografi islemi ile klinik materyallerden elde ettikleri 35 izolati tanilamis ve
gruplamislar, ayrica sonuglarini 18 referans susla karsilastirmislardir. Sonugta ince-tabaka
kromatografisi ile aktinomisetlerin bitin hicre diaminopimelik asit ve karbonhidratlarinin
kolayca saptanabildigini, bu metodun rutin klinik laboratuvarlarinda ¢ok daha hizli sonug¢

verdigini ve daha uygun oldugunu agiklamislardir.

Cizelge 2.1. Aktinomisetlerde Hiicre Duvar Tipleri (Lechevalier et al. 1977, Prescott et al.1990' dan).

Hiicre Duvar Tipi DAP Izomeri Glisin Karakteristik Seker Ornek Genus

I L.L + Streptomyces

Il Meso + Micromonospora,
Actinoplanes

1] Meso - Thermoactinomyces,
Actinomadura,
Frankia

v Meso - Arabinoz, Saccharomonospora,

Galaktoz Nocardia

Streptomycetaceae’ nin siniflandirimasinda peptidoglikan tipide O6nemlidir. Bu
familyada peptid ara kopristnin glisinlerden olustugu AzY tipinde peptidoglikan vardir. Ayrica
hicre ¢eperleri fosfolipidler, menaquinonlar, yag asitleri ve asetillenmis muramik asit kalintilar
icerir. Familya Uyelerinin  sanildi§i  gibi tayinleri kolay yapilamamaktadir. Ornegin;
Kitasatosporia’ da havasal miselden sekillenen sporlar LL-DAP igerir, kati ve sivi besiyerinde
blylyen vejetatif (substrat) miselyumlarda ise meso-DAP vardir. Actinomadura ve
Microtetraspora’ da ise meso-DAP yaninda iz halde LL-DAP bulunmaktadir. Familya
Uyelerindeki yag asitleri ve polar yaglarin miktari ortam sartlarina bagli olarak degismektedir.

Streptomisetlerin  tanilanmalarinda; substrat miselyumun fragmentasyonu, spor
zincirlerinin olusumu, havasal miselin olusum tipi, spor yizey sus tipleri ve spor morfolojisi,
pigmentasyon, fizyolojik dzellikler, antibiyozis, bazi antibiyotiklere direnclilik, gibi 41 karaktere
dayali olasilik tani matriksleri Williams ve arkadaslari (1983) tarafindan olusturulmustur. Bu
matriks skalasi bilinmeyen izolatlara uygulanarak %80 benzerlik gdsterenler bir gruba dahil
edilmektedir. Kdmpfer ve arkadaslari (1991) bu karakterlere yeni karakterler ilave ederek, daha
fazla sayida straine uygulayarak ilgili datalari genigletmisler, bunlari genetik ve kemotaksonomik
verilerle desteklemislerdir. Goodfellow ve arkadaslar (1992) fluorogenik substratlar kullanarak
hizli enzim testlerini tanilamaya dahil etmislerdir. Faj duyarliik ve serolojik testlere ilaveten

hlcresel yag asitlerinin belirlenmesi, bilinmeyen Streptomyces izolatlarinin tanilanmalarinda




kullanislidir; ancak, cins igindeki tdrlerin ayriminda yeterli olmamaktadir (Anderson and
Wellington 2001).

Sporlar piknidia, sporangia veya sporangiaya benzer vesikiillerde olusturulabilir. Sporlar
fungus sporlarina benzerliginden dolayi konidia veya artrospor olarak isimlendirilirler. Havasal
miselyumun dallanmasi, spor zincir sekilleri ve spor ylzeyleri gibi morfolojik 6zellikleri substrat
miselyumdan daha onemlidir. Spor yuzey sekilleri; yumusak, sigilli, spin seklinde veya tuyl{;
spor zincir sekilleri ise; diz, fleksiydbz veya spiral sekilli olabilmektedir. Havasal sporlarin
olusumu ise, havasal hiflerin spor zincirleri sekline donisimuyle gergeklestigi varsayilmaktadir.
Bu olay genustan genusa farklilik géstermekle beraber, hifin fragmentasyonu ile gubuk seklinde
veya kokoid elementler olusmaktadir. Hareketli sporlar nadir olarak gortlmektedir. Cizelge 2.2.'

de Streptomyces ve iligkili genuslarin bazi morfolojik 6zellikleri verilmistir.

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

Substrat miselyum Havasal miselyum

Genus Spor Sporangia benzeri Sclerotia | Uzun artrospor Sporangia benzeri Hareketli

zinciri vesikuller zincirleri vesikuller sporlar
Streptomyces +,-2 - - + - -
Actinopycnidium - - - + - -
Actinosporangium - - - + - -
Chainia - - + + - -
Elytrosporangium - + - + - -
Kitasatoa - + - + + ?
Microellobosporia - + - - + -
Streptoverticillum - - - + - -

@, semboller; +, pozitif; -, negatif; +,-, bazi trler pozitif; ?, kesin belirli degil.

Genus Chainia koloni ylzeylerinde buyluk miselyum topluluklari igerisinde sferik
skleroitik grantller olustururlar. Havasal hif ve spor zincirleri Streptomyces ile hemen hemen
aynidir. Laboratuvarda buyutilmus olanlarda sclerotia olusumu kaybolmasina ragmen havasal
misel Uretimi artmaktadir. Strepfomyces’ de gbzlenen sclerotia benzeri yapilar orijin ve yapi
bakimindan Chainia’ daki sklerotiumdan farkhidir.  Bu grandllerin biokimyasal analizleri
yapilamamaktadir.

Chainia’ daki sclerotia (20- 75 um yarigapinda veya daha blylk)' nin detayli ¢alisiimasi,
bunlarin orijininin genis dallanmis yag damlalari igeren hifsel bolgeler oldugunu géstermistir. Bu
cok lokuslu yapilarin bireysel hiicreleri L-2-3 diaminopropionik asit iceren hiflerle ¢evrilmis ve

hep birlikte ¢cimento seklinde siki bir yapi olusturmustur. Zamanla sclerotianin yag icerigi




yaklagik kuru agirhdinin %50’ sine ulasir. Sclerotia ezilirse yad damlalari ortaliga yayilr.
Chainia’ nin yasam devresinde sclerotianin gdérevi tam belirli olmayip; yapilan Kkulttr
calismalarinda sclerotia'nin kuruluga olagantstu bir direng gosterdigi anlasiimis, fonksiyonunda
kuru cevrelerde organizmanin yasamasini saglamak oldugu agiklanmigtir.

Genus Elytrosporangium ve Microellobosporia eskiden burgu seklindeki vesikillerin
olusumu nedeniyle Streptomyces’"den ayri olarak siniflandiriliyordu. 'Merosporangia ‘ ismi
verilen yapida, 7 tane hareketsiz spor bulunmaktadir. Bu yapi, Elyfrosporangium’ da substrat
miselyumu Uzerinde Microellobosporia’ da ise ya substrat ya da havasal misel Uzerinde
olusturulur. Spor olusum tarzi diger Streptomyces artrospor zincirleriyle ayni olup, biraz daha
biyik olabilir. Vesikil duvari zayif burusuk membranl olup, diger aktinomiset genuslarinda
bulunan spor zincirlerini gevreleyen fibréz kina denk geldigi diistiniimektedir.

Streptomyces’ in izolasyon ve karakterizasyon metodlari Kitasatoa iginde ayni olup,
Streptomyces havasal miselyumu UGzerinde gorilen artrospor uzun zincirleri bu genusla aynidir.
Ama filogenetik olarak bu genus sporangia olusturan aktinomisetlerden uzaktir. DNA homolojisi,
hicre duvari tipi, lipid karakterleri, faj- hiicre iligkileri gibi benzerliklerinden dolayi Streptomyces
genusuna aktariimistir. Cizelge 2.3." de hlcre ¢eperi kemotip 1 olan diger aktinomisetler ile
Streptomyces genusu ayriminda kullanilan karakterler verilmigtir.

Streptomisetlerin tanilanmalarinda ve dolayisiyla tirlerin ayriminda DNA’ ya dayali
molekuler metotlar kullanilabilmektedir. DNA-DNA homoloji metodu, iki organizmanin DNA
benzerliklerinin ortaya konulmasi olup; birbirine yakin taksonlarin incelenmesinde oldukca
kullaniglidir. Ayni tire dahil strainlerde DNA-DNA benzerligi %70’ den daha fazladir
(Stackebrandt and Goebel 1994). Bu metot streptomisetlerin tanilanmalarinda ¢ok sayida
¢alismada (Healy and Lambert 1991, Doering-Saad et al. 1992, Labeda 1992, Labeda and
Lyons 1992, Kim et al. 1999, Bouchek-Mechiche et al. 2000) uygulanmig ve morfoloji ile
fizyolojiye dayall tanilamalara oldukga fazla katkida bulunmustur. Her ne kadar Streptomyces
izolatlarinin tanilanmasinda da kullanigl olmasina ragmen, genomlarinin stabil olmamasindan
dolay! tek basina yeterli degildir, diger testlerle beraber ele alinip degerlendiriimesi gerekir
(Anderson and Wellington 2001).

Ribozomal alt birimlerini (16S, 23S ve 5SrRNA) kodlayan gen dizilerinin analizi bakteri
identifikasyonunda olduk¢a Onemlidir ve turlerin filogenetik dizenlenmelerinde dnemli bilgiler
vermektedir (Woese 1987, Brenner et al. 2001). Ribozomal genleri kodlayan DNA sekanslari
oldukga stabil olup, bazi bolgeleri degisken olabilmektedir, bundan dolay tir ayriminda daha
guvenilirdir (Stackebrandt and Goebel 1994, Rossell6o-Mora and Amann 2001). Kataoka ve
arkadaslar (1997), 16S rRNA degisken gen bolgelerinden yararlanarak Streptomyces turlerinin
identifikasyonu igin bir indeks olusturmuslardir. Ancak, 16S rRNA sekans bilgisi tek basina tir
tanisinda vyeterli degildir (Rossell6-Mora and Amann, 2001). Ayrica, tekrarlayan DNA
sekanslarini kodlayan genlerin PCR-RFLP ile belirlenmesi de (Sadowsky et al. 1996,



Steingrube et al. 1997) patojenik ve diger klinik agidan o&nemli Streptomyces tirlerinin

siniflandirma ve identifikasyonunda sik¢a kullaniimaktadir.

2.1.3. izolasyon Metotlan

Streptomisetlerin farkli habitatlardan izolasyonunda tek bir selektif yontem yoktur.
Streptomiset sporlarinin Gram-negatif bakterilerden; amonyum, sodyum hipoklorit, 1sI, kalsiyum
karbonat, klor-amin gibi ©6n iglemlere daha dayanikli olmalarindan dolayl, bu yollarla
zenginlestirme yapilmaktadir (Kutzner 1986, Goodfellow and Simpson 1987).

Daha fazla selektif izolasyon; farkli besin kaynaklarinin kiltir ortamina ilave edilmesi ile
mumkin olmaktadir.  Streptomisetler diger bakterilerin aksine ¢odu biyopolimerize
elementlerden, oOzellikle de nitrat gibi inorganik azot kaynaklarindan daha iyi
yararlanabilmektedirler (Kutzner 1986, Goodfellow and Simpson 1987, Williams et al. 1989).
izolasyon ortamlarinin gliserol, nisasta gibi karbon; nitrat, kazein ya da arginin gibi azot
kaynaklari ile desteklenmesi selektif izolasyonu kolaylastirmaktadir (Kutzner 1986).

Antifungal ajanlarin izolasyon ortamlarina ilavesi ile fungus turlerinin bUyUimesi
engenlenebilmekte; ancak, antibakteriyal antibiotikler streptomisetlerinde blyUmesini inhibe
edebileceginden dolayi kullanilamamaktadir. Siklohekzimit (50-100 pg/ml), pimarisin ve nistatin
(10-50 pg/ml) izolasyonda siklikla kullanilan antibiyotiklerdir (Kutzner 1986). Athalye ve
arkadaslari (1981) aktinomisetlerin izolasyonunda ¢ok sayida besiyerine rifampisin (5 pg/ml)
ilave etmigler, topraktan Actinomadura strainlerini; organik maddeden ve samandan
Thermomonospora chrogena ile Streptomyces albus' u daha kolay izole etmislerdir.
Calismalarinda bu antibiyotige (2-5 pug/ml oranlarda) karsi bazi Streptomyces turlerinin duyarli
oldugunu belirtmislerdir. Toprak drneklerinin 100 °C' de 15 dakika muameleye tabi tutulmasinin
¢ok sayida istenmeyen bakteriyi imha ettigini calismalarinda géstermislerdir.

Mezofilik streptomisetler genellikle 22-37 °C’ de 14 gun, termofilik tirler 40-55 °C’ de 5
gln inkibe edilmektedir (Kutzner 1986, Goodfellow and Simpson 1987, Williams et al. 1989).
Streptomisetlerin gogu nétrofiliktir ve izolasyon igin genelde ndétral pH tercih edilir. Asidofilik
strainler elde edilmek istenirse pH 4.5’ e, alkalifilikler icin ise pH 10-11’ e ayarlanir. Ancak bazi
turlerin adaptasyonu hizli oldugundan pH dederlerinin degisken olabilecedi unutulmamalidir
(Suutari et al. 2000).



Cizelge 2.3. Hucre Ceperi Kemotip | olan Diger Actinomycetes ile Streptomyces Genusu Ayriminda

Kullanilan Karakterler (Bergey' s Manual of Systematic Bacteriology ; Locci, 1989’ dan).

Karakterler Streptomyces Intrasporangi Streptoverticillum Kineosporia  Nocardioides Sporichthya
um

Koloni blyukligu Gorulur ND Gorulir Kuglk ND Mikroskobik

Substrat miselyum +° + + + + -
Sporlar +/- - - - - -
Sporangia - - - + - _
Hareketli sporlar - - - + _ _

Fragmentasyon - - - - +

Havasal miselyum + - + - ? +
Artrospor zinciri + +
Vertisil artrosporlar +,- + - +
Spor ylizeyi

Diz + + - +

Spor yuzeyi sagsl,
kivrik ya da dikenli +,- +,- - -
Hareketli sporlar - +
Hiicre ceperi
hidrolizat
sekerleri;arabinoz, - - - + - _
galaktoz, ksiloz

Lipid karakterleri

Fosfolipid tip Pll PIV Pll PlI Pl ND
Predominant

menaquinon MK-9(H6) MK-8 MK-9(H6) MK-9(H4) MK-8(H4) MK-9(H6)

Yada Yada Yada
MK-9(H8) MK-9(H8) MK-9(H8)

Yag asitleri
Doygun diiz zincirli + + + ND + +
izo-/anteizo- dalli + - + ND + +
Doymamis - + - ND + +
10-metil dallanmig - - - ND + +

Mol % G+C 69-78 71 69-73 ND 66-72 ND

@ semboller; +, pozitif; -, negatif; +,-, bazi turler pozitif; ?, kesin belirli degil; ND, belirlenmedi.

Streptomisetlerin molekiler tekniklerle topraktan izolasyonlari mimkin olabilmektedir.
Stackebrandt et al. (1992) ve Mehling et al. (1995), 16S rDNA sekanslarini belirleyerek, bu
bolgeyi kodlayan genleri genus-spesifik problarin ve primerlerin olusturulmasi igin
kullanmiglardir. Ancak, bazilarinin su anda var olan streptomiset sekanslariyla eslesmelerinde
sorun yasamislardir. Huddleston et al. (1997) topraktan streptomisin Ureten streptomisetlerin

izolasyonu igin; streptomisin Uretiminde rol alan biyosentetik genleri tasiyan DNA problarini
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kullanarak bir metot gelistirmiglerdir. Roberts ve Crawford (2000), Streptomyces lydicus igin
PCR ile, polimorfik DNA (RAPD) kullanarak strain-spesifik DNA probu gelistirmiglerdir.

2.2. Streptomisetlerin Dogal ve insan Yapimi Alanlarda Bulunusu

Streptomisetler ¢cok sayida maddeyi pargalayabilen ekstra-selliler enzim (Uretirler
(Morosoli et al. 1997). Williams (1976), streptomisetlerin silikon, dogal plastik, pamuk, PVC
plastik, odun, yin, saman ve tahil tanelerini kolayca pargalayabildiklerini belirtmistir. Jendrossek
ve arkadasglan (1997) izole ettikleri 50 plastik pargalayici aktinomisetten 33 tanesinin
streptomiset oldugunu belirtmislerdir. Mezofilik aktinomisetlerin godunlugunu olusturan
Streptomyces turleri farkli bina yapimi materyellerden 6zellikle de seramik, boya ve

yapiskandan izole edilebilmistir (Hyvarinen et al.2002).
2.2.1. Toprak

1900 yilhinda Beijerinck aktinomisetlerin toprakta, bahge topradinda bir metreye kadar,
kumsal toprakta 2 metreye kadar gok bol miktarda bulunduklarini ortaya koymustur. Hiltner ve
Stormer 1903’ de jelatin plak metodunu kullanarak aktinomisetleri ilk defa saymislar ve
aktinomisetlerin sayisinin mevsime bagli olarak dedistigini bulmuslar; onlarin toprak
mikroflorasinin %13-30’ nu olusturdugunu, mevsime bagh olarak ilkbaharda %20, yazin %13 ve
sonbaharda %30 olarak saptamiglardir. Cohn 1916’ da aktinomisetlerin bitki kdklerince zengin
topraklarin mikrobiyal populasyonlarinin %40’ na kadar ciktiklarini; halbuki ekimi yapilan
topraklarda onlarin sayilarinin toplam mikrofloranin sadece %21’ ini teskil ettigini saptamistir
(Oner, 1989).

Toprak streptomisetlerin en bol bulundugu ortam olup, hemen hemen butin toprak
tiplerinde bulunmaktadirlar (Kutzner 1986, Williams et al. 1989). Topraktaki organik maddeyi
pargalamalarindan dolayi ekolojik rolleri blyuktir (Khan and Williams 1975, Kutzner 1986,
Goodfellow and Simpson 1987, Nielsen and Winding 2002). Toprakta en yogun bulunduklari yer
organik horizondur (Hagedorn 1976). Cogdu toprakta, canli mikroorganizmanin %1-20" sini,
(Kutzner 1986) aktinomisetlerin ise %64-97’ sini olustururlar (Xu et al. 1996, Wang et al. 1999).
Organik maddece fakir ve iklimin soduk slUrdigu bélgelerdeki topraklarda bulunan
aktinomisetlerin hemen hemen hepsi streptomiset tyeleridir (Xu et al. 1996). Asidik, bataklik ve
maden ocagdi topraklarindaki streptomisetlerin sayisi yaklasik 10%-10° cfu / g olarak bulunmustur
(Khan and Williams 1975). Li (1997) topraktan sellilozu pargalayan bir aktinomiset izole etmis,
morfolojik karakterleri ve hiicre duvari tipine gore bu izolatini Streptomyces cellulolyticus olarak

tanilamistir.
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Streptomisetler bitki bliyimesini tesvik ettiklerinden ve 6zellikle antifungal antibiyotikleri
uretmelerinden dolayi kék patojenlerinin kontrolinde kullaniimaktadir (Yuan and Crawford 1995,
Hamby and Crawford 2000).

Sembiring ve arkadaslari (2000) tropik bir angiosperm olan Paraserianthes falcataria’
nin kok c¢evresinden ve yetistigi alanlardaki topraklardan aldiklari 6rneklerden c¢ok sayida
Streptomycetes izole etmislerdir. izolatlarin renk gruplamasini Oat Meal Agar ve Pepton Yeast
Ekstrakt Iron Agar' Ii besiyerinde belirlemisler, pigment olusturabilme kabiliyetlerini referans
suslarla karsilastirmiglardir. Renk gruplamasi ve morfolojik &zellikleri bakimindan 94 susla
uyusan kendi izolatlarinin Streptomyces violaceusniger oldugunu saptamislardir. Ayrica 12
izolatt buglin icin gegerli olan tanimlanmis S. violaceusniger sinifina giren tirlerle
karsilastirmislar, 6 izolatin genotipik ve fenotipik Ozellikleri agisindan bu sinif iyelerinden ve
kullanilan referans strainlarden farkli olduklarini belirlemiglerdir. Ayni arastiricilar izole ettikleri

S. violaceusniger' in patojen funguslara karsi antogonist oldugunu g¢alismalarinda belirtmiglerdir.
2.2.2. Kompost ve Saman

Streptomisetler 6zellikle isisal islem gérmis kompost, hayvan yemleri ve samanda
bulunmaktadir (Lacey and Crook 1988). Kompostun olusumundaki ve isisal islemlerin erken
safhalarinda mezofilik tirler, ilerleyen siregte yerini Streptomyces albus ve Streptomyces
griseus gibi termotolerant tirler ve zamanla gergek termofilik tirler almaktadir (Goodfellow and
Simpson 1987). Komposttan izole edilen termofilik tlrlerin sayisi 10%-10° cfu/g arasinda
degismektedir (Goodfellow et al. 1987). Bu tirler, genelde Streptomyces thermovulgaris,
Streptomyces thermoviolaceus, Streptomyces macrosporus, Streptomyces megasporus ve
Streptomyces thermolineatus gruplarina dahil edilmektedir (Goodfellow et al. 1987).

Ruiz ve arkadaslari (1995) samandan ksilan' | pargalayan bir aktinomiseti Streptomyces

halstedii olarak tanilamiglar, bu organizmanin endustride kullanilabilecedine isaret etmiglerdir.
2.2.3. Sucul Ortamlar

Streptomisetler her ne kadar gevre topraklarin suyla yikanmasi sonucu sucul ortamlarda
bulundugu distncesiyle tartisma konusu olsada; taze sulardan ve denizsel ortamlardan izole
edilmislerdir (Cross 1981, Goodfellow and Simpson 1987). Moran ve arkadaslari (1995) kiyi
batakligindan izole ettikleri streptomisetlerin toplam mikrobiyal komunitenin %2-5" ini
olusturdugunu tespit etmiglerdir.

Streptomisetler nadir olarak icme suyu kaynaklarinda bulunabilmekte ve olusturduklari
geosmin ve metil izo-borneol gibi kokuya neden olan sekonder metabolitler ile suyun kalitesini
bozmaktadirlar (Bentley and Meganathan 1981, Cross 1981, Wood et al. 1985).
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Yapilan c¢alismalar streptomisetlerin evsel ortamlarda, havada bulundugunu da

gOstermektedir (Andersson et al. 1999).

2.3. Sekonder Metabolitler

Mikrobiyal sekonder metabolitler arasinda antibiyotikler, pigmentler, toksinler,
simbiyozis ve rekabette etkili maddeler, enzim inhibitorleri, feromonlar, immun sisteme etkili
ajanlar, reseptdr antagonist ve agonistleri, pestisitler, antitimdral ajanlar ile bitki ve hayvan
blylime promotérleri bulunmaktadir. Uretimlerini, besinler, biiyiime orani, geri-déniigiim
kontroli (feed back control), enzim inaktivasyonu ya da aktivasyonu reglle edebilmektedir.
Hucre icindeki Uretimleri ise; dusik molekuler agirlida sahip bazi molekuller, tRNA, sigma-
faktorleri ve ileri-eksponential gelisimdeki gen uUrlnleri tarafindan etkilenmektedir. Sekonder
metabolizma genelde DNA (zerindeki bir grup gen tarafindan, nadiren plasmid DNA (zerindeki
genler tarafindan kontrol edilir. Primer metabolizmanin aksine, sekonder metabolizmayi
yoénlendiren biyokimyasal yol izleri tam olarak anlasilamamistir (Demain 1998).

Sekonder metabolitlerin hiicrede birincil derecedeki metabolik islemlerde ve blylimede
gerekli olmadiklari sdylenmektedir. Streptomisetler sekonder metabolitleri kendi dogal
ortamlarinda ve o6zellikle toprakta, morfolojik degisimlerle beraber lretmeye baslamaktadirlar
(Vining 1990). 23.000’ in Gizerinde bilinen mikrobiyal sekonder metabolitin %42’si aktinomisetler,
%42’ si funguslar ve % 16’ si diger bakteriler tarafindan Uretilmektedir. Yaklasik olarak bilinen
10.000 antibiyotigin %45-55’i Streptomyces genusu Uyeleri tarafindan uretiimektedir (Demain
1999, Lazzarini et al. 2000).

Sekonder metabolitlerin sentezini kodlayan genler gruplandiriimistir. Bu gruplar ayni
zamanda biyosentez, oto-resistant ve regllasyon genlerini de kapsamaktadir (Pissowotzki et al.
1991). Bazi durumlarda bu genler plazmitlere aktarilip, gen transferiyle sekonder metabolitler
uretilebilmektedir. Bu olay dogal olarak toprakta da gergeklesebilmektedir (Egan et al. 1998,
Omura et al. 2001). Su anda Streptomyces coelicolor (Bentley et al. 2002) ve Streptomyces
avermitilis (Omura et al. 2001) gen sekanslari tamamlanmistir. Her iki tlirde genomlarinin
timine yayllmis durumda c¢ok sayida sekonder metabolitin Uretiminden sorumlu genleri
icermektedir ve ¢cogunlugu kromozomlarinin u¢ kisimlarinda lokalize olmustur (Omura et al.
2001). Kromozomdaki bu ug¢ kisimdaki genler, replikasyonun gerceklestigi ¢ekirdek (merkez)
genlerinden ¢ok daha az stabildir, bu bakimdan arastirmalar u¢ kisimdaki genler Uzerine
yogunlasmistir (Volff and Altenbuchner 1998).

Sekonder metabolitlerin Gretimi ortamdaki besin miktari ve tipine gére degismektedir.
Fermentasyon ortamlarina blylumeyi sinirlayan karbon kaynagi ilavesi ya da yeterli fosfatin
azaltilmasi antibiyotik Uretiminde artisa neden olmaktadir (Aharonowitz and Demain 1978,

McDowall et al. 1999). Ortamdaki azot miktari da sekonder metabolitlerin Uretimini
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etkileyebilmektedir (Aharonowitz 1980). Sekonder metabolitlerin Gretim mekanizmasi tam olarak
bilinmemekte, ancak sporulasyona bagl oldugu ve paralelinde uretildikleri distUnulmektedir.
Hem sekonder metabolit tretimi hem de sporulasyon, S. griseus’ daki hormon benzeri A-Faktor
gibi regulasyon faktorleri ile tesvik edilmektedir (Horinouchi and Beppu 1992). Streptomisetlerin
regiilasyon mekanizmalari olduk¢a komplekstir. Ornegdin S. coelicolor un proteinlerini kodlayan
genlerin yaklasik %12’ sinin regllasyon mekanizmalarindan sorumlu oldugu vurgulanmaktadir
(Bentley et al. 2002).

Streptomyces genusu uyeleri antibakteriyal, antifungal, antiparazitik, antitimoral ve
immuno-supresif biyolojik aktiviteye sahip ¢ok sayida sekonder metabolitin Ureticileri olarak
bilinir (Roy et al. 2006).

2.3.1. Antibiyotikler
2.3.1.1. Antibiyotikler Hakkinda Genel Bilgiler

Antibiyotikler, prokaryotik ve dkaryotik organizmalarin belli bélgelerine olumlu ve/veya
olumsuz yobnde etki gdsteren, dusiuk molekuler agirlikta, mikrobiyal kdkenli sekonder
metabolitlerdir. Molekuller agirliklari 150-5000 dalton arasinda degisir. Molekdlleri karbon,
hidrojen, oksijen ve azot, hatta diger bir kismi kiikirt, fosfor veya halojen atomlarini igerir. (Oner
1989, Denizci 1996, Anonim 2001, Anonim 2006a, 2006b).

Sidal ya da statik etkili olabilen antibiyotikler; kimyasal yapilarina, Uretici organizmaya,
etki spektrumlarina ve hiicrede etkili olduklari hedef bolgelere (Sekil 2.1.) gore farkh gruplara

ayrilabilirler. Cizelge 2.4.” de bazi antibiyotikler ve etki sekilleri verilmistir.
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Gizelge 2.4. Bazi Antibiyotikler ve Etki Sekilleri (Oner 1989; Schlegel 1995; Anonim 2001ve
2006b' den modifiye).

____Grup | AltGrup/Ornek | FEtkiSekli |

B-Laktamlar

Penisilinler
Metisilin
Aminopenisilinler
Piperasilin
Ampisilin

Sefalosporinler
Sefalordin
Sefalotin
Sefagisin

Monobaktamlar
Aztreonam

Karbapenemler
Imipenem
Meropenem

Peptitler

Glikopeptidler
Vankomisin
Teikoplanin
Avoparsin

Hiicre Duvari Sentezi inhibitorleri

Tetrasiklinler

Tetrasiklin
Minosiklin
Klortetrasiklin

Makrolidler

Eritromisin
Azitromisin
Oleandomisin
Spiramisin
Tilosin
Karbomisin

Aminoglikosidler

Gentamisin
Tobramisin
Streptomisin
Kanamisin

Protein Sentezi inhibitorleri

Nitrofurantoin

Nitrofurantoin

DNA Hasari

Metronidazol

Metronidazol

Quinolonlar

Siproflokasin
Oflokasin
Norflokasin
Nalidiksik asit

DNA Sentezi inhibitorlei
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Siilfonamidler

Trimetoprim

Hiicre Duvan

Hiicre Membram

B-Laktamlar
Glikopeptitler
Basitrasin

Purin Sentezi A

Yeni Prl:ltein]erb

Polimiksinler
Polyenler
Nitrofuranlar Imidazollar
HNitroimidazollar
Makrolidler
i Link osamidler
Quinolonlar :
IHovohiyosin Kloramfenikol

Rifamisinler Aminoglikosidler
Tetrasiklinler
Sekil 2.1. Bazi Antibiyotikler ve Bakteri Hiicresinde Hedef Aldiklar Bolgeler (Tabarez
2005’ den modifiye).

Antibiyotikler insanlar ve de hayvanlardaki cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde
kullaniimaktadir. Terapdtik ya da koruyucu amacinin yaninda, hayvanin gunlik besinine
antibiyotik karigtirilarak hayvan beslenmesinde de kullanilir (Wassenaar 2005). Bu olay
antimikrobiyallarin hayvan buyimesini tesvik etmesi ve dolayisiyla hayvanin yeterli adiriga
sahip olmasi i¢in uygulanmaktadir. Ayrica antibiyotikler gidalarin muhafazasinda, biyokimyasal
ve Kkultdr ortamlarinda seciciligi saglamak amaciyla, arastirma materyali olarak, ziraatta
koruyucu olarak ya da blylmeyi tesvik amaciyla kullaniimaktadir (Oner 1989, Denizci 1996,
Anonim 2001, 2006a).

1943 yilinda streptomisinin Streptomyces griseus' dan izole edilmesinden sonra
Ozellikle toprak kdkenli antibiyotik-lreticisi mikroorganizma arastirma ¢alismalari yogunlasmistir
(Rachev et al. 2003, Taddei et al. 2006). Gunumulzde Klinikte kullanilan antibiyotiklerin
¢ogunlugunun aktinomisetler tarafindan Uretildigi bir gercektir. Aktinomiset antibiyotiklerinin %

75' e yakini ise Streptomyces genusuna giren tirler tarafindan Uretilmektedir (Cizelge 2.5.).
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Gizelge 2.5. Streptomyces Genusu Uyeleri Tarafindan Uretilen Bazi Antibiyotikler (Wendisch
and Kutzner 1991, Anonim 2006b' den modifiye).

Biyolojik Aktivite Antibiyotik Ureticiler
Streptomisin S. griseus
Kanamisin A, B S. kanamyceticus
Higromisin B S. hygroscopicus
Sefamisin A, B S. chartreusis
3 Tienamisin S. cattleya
> Klavularik asit S. clavligerus
g Oleandomisin S. antibioticus
- Lankasidin S. violaceoniger
8 Pristinamisin S. pristinaespiralis
S Spiramisin S. ambofaciens
< Oksitetrasiklin S. rimosus
Eritromisin A S. erythreus
Linkomisin S. lincolnensis
Kloramfenikol S. venezuelae
Valinomycin S. griseus
= 2-OH-imetilklavam S. clavuligerus
E’ Nistatin S. noursei
S Amfoterisin B S. nodosus
1S Candisin/Levorin S. griseus
< Rapamycin S. hygroscopicus
Antiviral Ara-A S. antibioticus
Tunikamisin S. chartreusis
3 Daunorubisin S. peuceticus, S. coeruleorubidus
5 Doxorubisin S. peuceticus var. caesius
g Ditrisarubisin S. cyaneus
= Mitomisin C S. caespitosus
IS Aktinomisin S. antibioticus
< Sarkomisin S. erythrochromogenes
Higromisin B S. hygroscopicus
Avermektin S. avermitilis
Antiparazitik Milbemisin S. hygroscopicus ssp. aureolacrimosus
Monensin S. cinnamomensis
Salinomisin S. albus
Insektisidal Avermektin S. avermitilis
Milbemisin S. hygroscopicus ssp. aureolacrimosus
Herbisidal Bialafos S. hygrocopicus
Fosfinotirisin S. viridochromogenes
ATPase inhibitorleri Bafilomisin S. griseus
S. halstedii
Diyabetik Streptozotosin S. achromogenes

Biiyiime Promotoérii

Lasalosid Sodyum
Monensin Sodyum
Salinomisin
Tilosin Fosfat

Streptomyces sp.
S. cinnamonensis
S. albus

S. cirratus

GUnumizde Streptomyces uyelerinin  antibiyotik Uretiminden sorumlu genler

saptanmakta, genin promotor bdlgesine etki edilerek antibiyotigin ekspresyonu artiriimaktadir.

Ayrica antibiyotik Uretiminden sorumlu genlerin daha hizli ¢odalan organizmalara aktarimi
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yapilarak antibiyotigin ucuz yoldan hizh bir sekilde Gretimi yapilmaktadir. Sheldon ve arkadaslari
(1997, 1999) mitomisin dretiminden sorumlu Streptomyces lavendulae’ nin gen haritasini
cikarmiglar, antibiyotik Uretiminden sorumlu geni saptamislardir. Ayni sekilde Pandza et al.
(1997) Streptomyces rimosus’ dan oksitetrasiklin Uretimiyle ilgili geni belirleyerek, ayni
antibiyotigi Ureten ve bu organizmayla iligkili olmayan S. coelicolor’ un antibiyotik Gretiminden
sorumlu genleri ile karsilastirmiglardir. Benzer galismalar aktinomisin Ureticisi S. antibioticus
(Hsieh and Jones 1995) ve streptomisin Ureticisi S. rameus (Hatano 1999) lizerinde yapilmigtir.

1987’ de Oner ve ark. Streptomyces mediterranei’ den; fermentasyon yéntemiyle
sentetik ortam kullanarak laboratuvar capinda rifamisin kompleksini Uretmislerdir. Denizci
(1996), Ege ve Dogu Karadeniz Bolgesi topraklarindan izole ettigi 356 aktinomiset susunun
antibiyotik aktivitelerini saptamis, etkin buldugu 4 izolattan Uretilen antibiyotiklerden Gg¢unu
preparatif ince tabaka kromatografisi (TLC) ile saflastirmistir. Uretilen antibiyotiklerin peptit
yapida olmadiklart; ikisinin kuvvetli polar diger ikisinin apolar olduklarini belirlemigtir.

Yapilan aragtirmalar (Lacey 1973, Goodfellow and Board 1980, Goodfellow and
Williams 1983, Lechevalier 1989, Locci 1989, Oner 1989, McCarthy and Williams 1990, Reis et
al. 2006) Streptomyces genusu disinda diger aktinomisetlerinde antibiyotik Urettiklerini
gOstermistir. Actinomadura, Actinoplanes, Nocardia, Thermoactinomyces, Streptoverticillum,
Microtetraspora, Kitasatoa, Kitasatosporia, Chainia, Ampullariella, Saccharopolyspora gibi

toprak kokenli aktinomiset genuslari antibiyotik Uretebilme kabiliyetine sahiptirler.

2.4. Patojen Streptomisetler

Streptomyces tirlerinin insanlara patojen olduguna dair ¢ok fazla kayit yoktur. Ancak
Streptomyces somaliensis’ in dinyanin farkh yerlerinde aktinomikozise neden olabilen bir tir
oldugu rapor edilmistir (McNeil and Brown 1994). Bu turin haricinde S. griseus, S. albus, S.
rimosus, S. lavendulae, S. violaceoruber ve S. coelicolor gibi tirler klinik vakalardan 6zellikle
de immun sistem yetersizligi sendromu bulunan hastalardan izole edilmiglerdir (Mishra et al.
1980, McNeil and Brown 1994).

insanlarda olusturulan rahatsizliklara érnek olarak; ciddi akciger hastaligi, hiper-sensitif
pneumoni (Ahmed et al. 1996), alveollerde alerji, ¢iftgilerde damar hastaligi verilebilir ve ¢ogu
Streptomyces cinsi Uyelerini de kapsayan termofilik aktinomisetler tarafindan olusturulur (Lacey
and Crook 1988, Kotimaa 1990). Bu bakterilerle temas halindeki ciftcilerde bazi deri
reaksiyonlari da rapor edilmistir (Spiewak et al. 2001). Alveollerdeki alerjik rahatsizliga benzer
epidemik solunum hastaligi 1978 yilinda Finlandiya’ nin kiglk bir kasabasinda gorilmustur.
Aktinomisetlerle 6zellikle de streptomisetlerle kontamine olmus ¢esme sularini igen kisilerde bu

tur rahatsizliklara neden olmaktadir (Ojanen et al. 1983).
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Nemli binalardan izole edilen fungus ve bakteri sporlariyla, fare, insan makrofajlari ve
epitelyum hicreleriyle yapilan in-vitro denemelerde inflamatasyon cevaplari tetikleyen ve
yaniltan potansiyel ajanlar oldugu belirtiimektedir (Hirvonen et al. 1997a, Jussila et al. 1999,
Huttunen et al. 2002, Usuki et al. 2006). Streptomisetler, diger bakteri ve funguslardan daha
fazla inflamatasyon (yangi) a yol agmaktadir (Huttunen et al. 2002) ve buna neden sporlarin
canli olmasina gerek yoktur (Hirvonen et al. 1997b). Ayni duruma binalarin ¢lirimesine neden
olan streptomisetlerde de rastlanmaktadir (Murtoniemi et al. 2001, Roponen et al. 2001).

Streptomyces californicus sporlarina maruz birakilan farelerin cigerlerinde akut
inflamatasyon ve 6zellikle de dalaklarinda sistemik immun-toksisite gértlmustir (Jussila et al.
1999).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. MATERYAL

3.1.1 Aragtirma igin Segilen istasyonlar

Streptomyces suslarinin izolasyonunda kullanilan toprak érnekleri 2001-2002 yillarinda
Kuzey Kibris Merkez ve Cevresindeki arazilerden alinmistir (Cizelge 3.1.).

Ornekleme Streptomisetlerin gevresel istekleri géz éniine alinarak organik maddece
zengin, nemli ve nétral pH' daki arazilerden yapilmistir. Polietilen torbalar iginde laboratuvara
getirilen 6rnekler hemen 6n incelemeye alinmigtir.

Gizelge 3.1. Toprak Orneklerinin Alindigi istasyonlar.

istasyon Numarasi Alindigi Yer Tarih
1 Gegitkdy Goleti 05.05.2002
2 Guzelyurt Ovasi (1) 19.06.2001
3 Alaykdy Dénus Yolu 22.06.2001
4 Gazi-Magosa Yol Kenari 14.09.2002
5 Lefkogsa Ercan Havaalani (1) 07.05.2002
6 Alev Kayasi 20.06.2001
7 Lefkogsa Ercan Havaalani (2) Girig 07.05.2002
8 Bufo-Vento Kalesi Cikigi 21.06.2001
9 St.-Dilarion Kalesi 21.06.2001
10 Girne Kalesi (Deniz Kenari) 16.07.2002
11 Karpas Yarimadasi-Magosa Yolu Arasi 19.06.2001
12 Sazli Koy 20.06.2001
13 Guzelyurt Ovasi (2) 19.06.2001
14 Gulzelyurt-Lefkosa Arasi 19.06.2001
15 Lefkosa-Merkez 05.05.2002

3.1.2. Test Organizmalari

izole edilen Streptomyces suslarinin antimikrobiyal aktivitelerinin tespiti icin kullanilan
Gram pozitif [Gr (+)], Gram negatif [Gr (-)] bakteriler ile kif ve mayalar Cizelge 3.2." de

gOrulmektedir.
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Cizelge 3.2. Calismada Kullanilan Test Organizmalari.

Bakteriler® Kiif ve Mayalar®
1. Staphylococcus aureus ATCC 6538-P 12. Candida albicans
2. Klebsiella pneumoniae CCM 2318 13. Saccharomyces cerevisiae
3. Bacillus subtilis ATCC 6683 14. Yarrawia lipolytica
4. Micrococcus luteus ATCC 9341 15. Geotrichum penicillatum
5. Escherichia coli 16. Fusarium oxysporium
6. Pseudomonas fluorescens 17. Aspergillus niger
7. Serratia marcescens CCM 583 18. Alternaria alternata
8. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 19. Trichoderma hamatum
9. Enterococcus faecalis ATCC 8043 20. Cladosporium oxysporum
10. Salmonella typhimurium CCM 5445 21. Penicillium sp.
11. Metisillin-direncli Staphylococcus aureus ATCC 95047

? Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Temel ve Endustriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali (Bornova/izmir)
ndan temin edilmistir. ® CBU. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii (Muradiye/Manisa)’ nden temin
edilmigtir.

3.1.3. Kullanilan Besiyerleri*, Cozeltiler ve Kimyasallar

Besiyeri 1: Gliserol-Yeast Ekstrakt Agar

Gliserol (Smyras) 1 Gram (g)
Yeast Ekstrakt (Merck 3753") 04 g

KoHPO, (Merck 4873) 0,02 ¢
Bakteriyolojik Pepton (Merck 7214) 50 g

Agar (Merck 1613) 3 g

Distile Su 200  Mililitre (ml)
pH 7-75

Besiyeri igerikleri distile suda ¢ozllerek 1.5 atmosfer basing altinda 121 °C' de 15 dakika
sire ile sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra besiyeri 55 °C' ye kadar sogutulmus, tizerine 50
ug/ml oraninda steril nistatin (Fluka 74721) antibiyotigi ilave edilmistir. Ortam calismamizda
streptomisetlerin izolasyonunda blylime ortami olarak kullaniimigtir (Tamer ve ark. 1989 dan

modifiye).

" Aksi belirtiimedigi siirece, calismada kullanilan besiyerleri, Shirling and Gottlieb 1966, Williams et al. 1983 ile Oner
1989’ a gore hazirlanmistir. Kaynak belirtimeyen besiyerleri ticari olup, Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda
hazirlanarak kullaniimistir.

" Hazir besiyerleri ve bilesenlerinin ticari firma isimleri ve kodlari, ilk s6z edildigi yerde belirtilmistir.
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Besiyeri 2: Yeast-Malt Ekstrakt Agar (ISP 2)

Yeast Ekstrakt 4 g

Malt Ekstrakt 10 g
Glukoz (Merck 8337) 4 g

Agar 20 g

Distile Su 1 Litre (L)
pH 7.3

Besiyeri igerikleri distile suda tamamen ¢ozllmis ve 1.5 atmosfer basing altinda 121 °C' de
15 dakika sterilizasyon iglemine tabi tutulmustur. Ortam c¢alismamizda hem stok, hem de

izolatlarimizin kultirel 6zelliklerinin incelenmesinde kullaniimistir (Shirling and Gottlieb 1966).

Besiyeri 3: Oat Meal Agar (ISP 3)

Oat Meal (yulaf unu) 20

Agar 15
*Shirling and Gottlieb iz Tuzlar Soliisyonu 1 mi
Distile Su 1 L
‘iz Element Soliisyonu (Shirling and Gottlieb 1966)

FeSO,4.7H,0O 0,1
MnCl,.4H,0 (Horasan Kimya) 0,1
ZnS0,.7H,0 (Horasan Kimya) 0,1

Distile Su 100 ml

Ortam su sekilde hazirlanmistir: 20 gram yulaf unu 15-20 dakika 1 litre distile suda
kaynatiimis ve blyuk partikillerin eliminasyonu igin tilbent beziyle stzilmustir. Filtrata 1 ml iz
tuzlar soliisyonu ilave edilerek pH NaOH ile 7.2’ ye ayarlanarak, 121 °C' de 1.5 atmosfer basing
altinda 15 dakika sterilize edilmistir. Ortam calismamizda izolatlarimizin kultirel 6zelliklerinin
incelenmesinde kullaniimigtir (Shirling and Gottlieb 1966).

Besiyeri 4: Bennet’ s Agar

Glukoz 10 g
Yeast Ekstrakt 1 g
Beef Ekstrakt (Merck 3979) 1 g
CaCO; (Atabay) 0,1 g
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FeS0,.7H,0 0,1 g
MgSO,.7H,0 (Horasan Kimya) 0,1 g
Agar 15 g
Distile Su 1 L
pH 7.2

Tum besiyeri igerikleri distile suda ¢ozllerek 1.5 atmosfer basing altinda 121 °C’ de 15
dakika sterilize edilmisg, izolatlarimizin fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullaniimistir (Locci
1989).

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

Cozlndr Nisasta (Horasan Kimya) 1
K;HPO, 1
MgS0O,.7H,0 1
NaCl (Atabay) 1
2
1
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(NH4)H,SO, (Atabay)

Shirling and Gottlieb iz Tuzlar Soliisyonu
Bakteriyolojik Agar 20 g
Distile Su 1

Bir miktar soguk su ile pasta haline getirilen nisasta distile su ile 1 litreye tamamlanir,
Uzerine diger besiyeri icerikleri ilave edilerek pH 7.2’ ye ayarlanir. Ortam otoklavda 1.5 atmosfer
altinda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilir. Calismamizda izolatlarimizin  kiiltiirel

karakteristiklerinin belirlenmesinde kullaniimistir (Shirling and Gottlieb 1966).

Besiyeri 6: DNaz Agar

DNaz Agar (Sigma D 8559) 39 g
Distile su 1 L
pH 7.3

Distile suda tamamen ¢oziinen hazir ortam 1.5 atmosferde 121 °C’ de 15 dakika sterilize
edilmistir. Mikrobiyal inokiilasyondan sonra 7 gunlik inkiibasyona tabi kiiltire1 M HCI ilavesi

sonucu olusan acik zon DNaz Uretimi icin pozitif kabul edilmistir.



23

Besiyeri 7: Jelatin Hidroliz Ortami

Nutrient Broth (Merck 5443) 1.3 g
Jelatin (Fluka 48120) 4 g
Distile Su 100 ml

Tum besiyeri igerikleri distile suda ¢ozllerek 1.5 atmosfer basing altinda 121 °C’ de 15
dakika sterilize edilmig, izolatlarimizin fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullaniimistir (Tamer
ve ark 1989).

Besiyeri 8: Glukoz-Nitrat Agar

Glukoz 10 g
NaNO; (Horasan Kimya) 25 g
KH,PO, (Riedel-de-Haén 60230) 1 g
K;HPO, 1 g
MgSQO,.7H,0 0,5 g
KCI (Atabay) 0,5 g
iz Element Soliisyonu 1 mi
Agar 15 g
Distile Su 1 L

Tam besiyeri icerikleri distile suda tamamen ¢ézinmus ve sterilize edilmistir. Calismada
izolatlarimizin kiltiirel 6zelliklerinin belilenmesinde kullanilimigtir (Oner 1989’ dan modifiye).

Besiyeri 9: Nisasta-Nitrat Agar

Besiyeri 8’ deki Glukoz yerine 10 g Nisasta ilavesi ile olusturulan ortam, izolatlarin kultirel
karakteristiklerinin belirlenmesinde kullaniimistir (Oner 1989’ dan modifiye).

Besiyeri 10: Glukoz-Asparagin Agar

Glukoz 10 g
L-Asparagin (Merck 1565) 0,5 g
K,HPO, 05 g
Agar 15 g
Distile Su 1 L
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121 °C' de 15 dakika sterilize edilen ortam galismamizda izolatlarin kiiltirel dzelliklerinin

belirlenmesinde kullaniimigtir (Oner 1989’ dan modifiye).

Besiyeri 11: Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5)

L-Asparagin 1

Gliserol 10
K;HPO, 1

Shirling and Gottlieb iz Tuzlar Sollisyonu 1 mi
Agar 20 g
Distile Su 1 L

pH 7.2' ye ayarlanarak, 121 °C’ de 1.5 atmosferde 20 dakika otoklavlanan ortam;
calismamizda izolasyon ve Kkdltirel 6zelliklerinin belirlenmesinde kullaniimistir (Shirling and
Gottlieb 1966, Oner 1989’ dan modifiye).

Besiyeri 12: Nigasta-Asparagin Agar

Cozindr Nisasta 10 g
L-Asparagin 0,06 ¢
NaNO; 0,2 g
K2HP04 0,06 g
NaCl 0,1 g
MgCO; 0,2 g
Agar 3 g
Distile Su 200 ml

pH 7.3' e ayarlanarak, ortam 121 °C' de 1.5 atmosfer basing altinda 15 dakika sterilize
edilmistir. Calismamizda izolatlarimizin kultirel Ozelliklerinin belilenmesi ve bazi fizyolojik

Ozelliklerinin tespitinde kullaniimistir (Shirling and Gottlieb 1966’ dan modifiye).

Besiyeri 13: Pepton Yeast Ekstrakt Iron Agar (ISP 6)

Bakteriyolojik Pepton 15
Proteoz Pepton 5
Yeast Ekstrakt

Ferrik Amonyum Sitrat 0,5

Q @ Q@ «
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K;HPO, 1 g
Sodyum Tiyosdilfat 0,08 g
Agar 15 g
Distile Su 1 L
pH 7.2-74

Ortam 121 °C' de 1.5 atmosfer basing altinda 15 dakika sterilize edilerek, galismamizda
izolatlarimizin kultdrel &zelliklerinin ve melanin olusturabilme kabiliyetlerinin belirlenmesinde
kullaniimigtir (Shirling and Gottlieb 1966).

Besiyeri 14: Tirozin Agar (ISP 7)

Gliserol 15 g
L-Tirozin (Fluka 93830) 0,5 g9
L-Asparagin 1 g
K;HPO, 0,5 g
MgSQO,.7H,0 0,5 g
FeSQO,.7H,0 0,01 g
NaCl 0,5 g
Distile Su 1 L
*Pridham and Gottlieb iz Tuzlar Soliisyonu 1 mi
Agar 20 g
pH 7.2-74
*Pridham and Gottlieb iz Tuzlar Soliisyonu

CuS0,.5H,0 (Horasan Kimya) 0,64 g
FeSQO,.7H,0 0,11 g
MnCl,. 4H,0 0,79 g
ZnS0,4.7H,0 0,15 g
Distile Su 100 mi

Ortam 121 °C' de 1.5 atmosfer basing altinda 15 dakika sterilize edilerek galismamizda
izolatlarimizin melanin olusturabilme kabiliyetlerinin belirlenmesinde kullaniimistir (Shirling and
Gottlieb 1966).

Besiyeri 15: Muller-Hinton Broth

Muller-Hinton Broth (Merck 10293) 21 g
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ya da
Beef inflizyon 3 g
Kazein Asit Hidrolizat (Fluka 22080) 17.5 g
Cozindr Nisasta 15 g
Distile Su 1 L
pH 7.4

1.5 atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilen ortam galismamizda test

organizmalarinin aktiflestiriimesinde kullaniimistir.
Besiyeri 16: Muller-Hinton Agar

Besiyeri 15." e 17 gram agar ilave edilerek hazirlanan ortam, 1.5 atmosfer basingta 121
°C' de 15 dakika sterilize edilmig, izolatlarimizin antimikrobiyal etkinliklerinin saptanmasinda

kullanilmigtir.

Besiyeri 17: Patates Dekstroz Agar

Potato Dekstroz Agar (Merck 10130) 23 g
ya da

Patates infiizyon 200 mi

Glukoz 20

Agar 20

pH 5.6

Besiyeri icerikleri tamamen karistirildiktan sonra toplam hacim distile su ile 1 litreye
tamamlanir ve 1.5 atmosfer, 121 °C' de 15 dakika sterilize edilir. Ortam calismamizda izolatlarin

funguslara karsi antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinde kullaniimistir.

Besiyeri 18: Nutrient Broth

Nutrient Broth 8 g
ya da

Bakteriyolojik Pepton 5 g

Meat Ekstrakt 1.5 g

Distile Su 1 L

pH 7.0

Ortam sterilize edildikten sonra test organizmalarinin aktive edilmesinde kullaniimigtir.
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Besiyeri 19: Nutrient Agar
Besiyeri 18’ e 15 g agar ilavesi ile olusturulan ortam, izolatlarin kiltirel karakteristiklerinin
belirlenmesi, test organizmalarinin stoklarinin olugturulmasi, antibiyotiklere kargi hassasiyet

testleri ve bazi fizyolojik testlerde kullaniimistir.

Besiyeri 20: Ure Rediiksiyonu Ortami

K:HPO, 9.1 g
Na,HPO, 9.5 g
Fenol-Red 0,01 g
Yeast Ekstrakt 0,1 g
Distile Su 1 L
*Ure Sollisyonu (%15) 13.3 ml
pH 7.2

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

Batin besiyeri igerikleri tamamen ¢ozininceye kadar kaynatiimis ve 1.5 atmosfer basing
altinda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilmistir. Otoklavlamadan sonra tire solisyonu (%15, w/v)
steril ortama ilave edilmistir. Ortam ¢alismamizda izolatlarin fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde
kullaniimigtir (Denizci 1996).

Besiyeri 21:Tripton Yeast-Ekstrakt Glukoz Agar

Glukoz 10 g
Yeast Ekstrakt 3 g
K;HPO, g
KH,PO, 1 g
Agar 20 g
Distile Su 1 L
pH 7.5

Batin besiyeri igerikleri tamamen ¢dzinidnceye kadar kaynatiimis ve 1.5 atmosfer basing
altinda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilmistir. izolatlarin stok kuiltiirlerinin olusturulmasinda
kullaniimigtir (Shirling and Gottlieb 1966’ dan modifiye).



28

Besiyeri 22:Ksilanaz ve Karboksi-Metil Selulaz (KMS) Aktiviteleri Belirleme Ortami

Ksilan (Fluka 95588) ya da KMS (Fluka 21901) 10 g
NaCl 0.5 g
K HPO, 1 g
KNO; 2 g
MgSQO,.7H,0 0,5 g
FeSO,.7H,0 0,01 g
Agar 15 g
Distile Su 1 L
pH 75

Batln besiyeri igerikleri tamamen ¢éziininceye kadar kaynatiimis ve 1.5 atmosfer basing
altinda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilmistir. Ortam g¢alismamizda izolatlarin fizyolojik

Ozelliklerinin belirlenmesinde kullaniimistir (Williams et al. 1983’ den modifiye).

Besiyeri 23: Nigasta-Kazein Agar

Cozindr Nisasta 10 g
KNO3; 2 g
Kazein (vitaminsiz) 0,3 g
NaCl 2 g
K;HPO, 2 g
MgSQO,.7H,0 0,05 g
FeSO,.7H,0 0,01 g
CaCOs; 0,02 g
Agar 15 g
Distile Su 1 L
pH 7.2

Batin besiyeri igerikleri tamamen ¢dzinunceye kadar kaynatiimis ve 1.5 atmosfer basing
altinda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilmigtir. Ortam galismamizda izolatlarin izolasyonu ve stok
kiltarlerinin olusturulmasinda kullaniimistir (Shirling and Gottlieb 1966’ dan modifiye).

Besiyeri 24: Nisasta-Nutrient Agar

Bakteriyolojik Pepton 5 g
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Meat Ekstrakt 3 g
Co6zunlr Nigasta 10 g
Bakteriyolojik Agar 15 g
Distile Su 1 L
pH 7.2

Batin besiyeri igerikleri tamamen ¢dzinidnceye kadar kaynatiimis ve 1.5 atmosfer basing
altinda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilmistir. Ortam galismamizda izolatlarin fizyolojik

Ozelliklerinin belirlenmesinde kullaniimistir (Williams et al. 1983’ den modifiye).

Besiyeri 25: Litmus Milk Agar Ortami

Litmus Milk 100 g
ya da

Yagsiz Sit Tozu 100 g

Litmus Tozu 5 g

Agar 15 g

Distile Su 1 L

pH 7.0

Batin besiyeri icerikleri tamamen ¢oziinlinceye kadar karistiriimis ve tindalizasyon ile
sterilize edilmistir. Ortam ¢alismamizda izolatlarin fizyolojik 6zelliklerinin belilenmesinde

kullaniimistir.

Besiyeri 26: Streptomyces Kiiltir Ortami

Glukoz 4 g
Yeast Ekstrakt 4 g
Malt Ekstrakt 10 g
CaCO; 2 g
Agar 15 g
Distile Su 1 L
pH 7.2

Batln besiyeri igerikleri tamamen ¢éziininceye kadar kaynatiimis ve 1.5 atmosfer basing
altinda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilmistir. Ortam izolatlarin stok kiiltrlerinin

olusturulmasinda kullaniimistir (Williams et al. 1983’ den modifiye).
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Besiyeri 27: Streptomyces Aktiflestirme Ortami

o

Glukoz

Yeast Ekstrakt

Meat Ekstrakt
Bakteriyolojik Pepton
K;HPO,

KH,PO,

Agar

Distile Su

pH

oo
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Batin besiyeri igerikleri tamamen ¢éziininceye kadar kaynatiimis ve 1.5 atmosfer basing
altinda 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilmistir. Ortam stoktaki Streptomyces suslarinin, stoklarinin
olusturulmasi, biyokimyasal ve fizyolojik testlerden &nce aktiflestirimelerinde kullanilmigtir
(Williams et al. 1983’ den modifiye).

Besiyeri 28: Sodyum Hippurate Broth

Sodyum Hippurate Broth (Fluka 53275) 10 g
ya da

Heart infiizyon 10 g
Proteoz Pepton 10 g
NaCl 5 g
Sodyum Hippurate 10 g
Distile Su 1000 mi
pH 7.0

Besiyeri icerikleri homojen bir sekilde karistiriimis ve filtrasyonla sterilize edilmistir. 0,8 ml
miktarlarda tlplere dagitilarak, inkibasyondan sonra ortama 0,4 ml bitanol:aseton (1:1) ile

hazirlanmis %3.5’ lik ninhidrin ¢dzeltisi eklenerek, izolatlarin Hippurate hidrolizi belirlenmistir.
Besiyeri 29: Karbon Kaynag@i* Yararlanma Ortami (ISP 9)
(NH4)2SO4 2,64 g

MgSO. 1 g
KoHPO, 565 g
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Pridham and Gottlieb iz tuzlar soltisyonu 1 ml
Agar 18 g
Distile Su 1 L

pH 7.0' a ayarlanarak, 1.5 atmosfer basing altinda 121 °C' de 20 dakika otoklavlanarak
sterilize edilmistir (Shirling and Gottlieb 1966).

*Karbon Kaynaklari: Karbon kaynaklari [Adonitol (Fluka 02240), Laktoz, Sukroz (Merck
7651), Galaktoz, Mannitol, Mezo-inositol, Ksilitol (Fluka 95649), L-Arabinoz, Dekstran (Sigma
1537), L-Ramnoz (Merck 7361), Rafinoz, D-Melezitoz (Fluka 63620), D-Melibioz (Fluka 63630), D-
Fruktoz (Fluka 47739), Na Sitrat ve Glukoz]' na ait her bir sollisyon tindalizasyon ile sterilize

edilerek aseptik sartlarda, steril ortama son konsantrasyon 10,0 g/L olacak sekilde ilave edilmistir.

Besiyeri 30: Azot Kaynagi* Kullanim Ortami

Glukoz 10 g
MgSQO,.7H,0 0,5 g
FeSO,.7H,0 0,01 g
KoHPO, 1 g
NaCl 0,5 g
Agar 15 g
Distile Su 1 L

pH 7.2' ye ayarlanarak 1.5 atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmistir
(Williams et al. 1983).

*Azot kaynaklari: Azot kaynaklar [L-Sistein (Fluka 30090), L-Histidin (Fluka 53320), L-
Fenilalanin (Merck 7256), L-Valin (Merck 8495), L-Prolin (Fluka 81710), KNOj3, L-Asparagin, L-
Hidroksiprolin (Fluka 56250), L-Lizin (Fluka 62820), L-Tirozin ve DL-a-n-Butirik asit]' na ait her bir
solisyon tindalizasyon ile sterilize edilmistir ve sonra aseptik sartlarda steril basal ortama son
konsantrasyon 10,0 g/L olacak sekilde ilave edilmigtir.

Besiyeri 31: Arbutin Degradasyon Ortami

Yeast Ekstrakt 3 g
Arbutin (Fluka 10960) 1 g
Ferrik Amonyum Sitrat 0,5 g
Bakteriyolojik Agar 7.5 g
Distile Su 1 L
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Ortam bilesenleri homojen sekilde karistirilmis pH 7.2' ye ayarlanarak tuplere aktariimisg,
1.5 atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmig, inokulasyondan sonra arbutin
icermeyen kontrol tlpleriyle beraber 21 giin sonra kahve-siyah renk pozitif sonug olarak alinmistir
(Williams et al. 1983). Dikkat: Mutlaka kontrol tlpleriyle karsilastirimalidir, melanin olusumu ile
karistirilabilir.

Besiyeri 32: Ksantin Degradasyon Ortami

Yeast Ekstrakt 1 g
Lab-lemko 08 g
Gliserol 10 g
Kazein (Digest) 2 g
Ksantin (Fluka 45490) 4 g
Bakteriyolojik Agar 15 g
Distile Su 1 L

Ortam bilesenleri homojen sekilde karistinimis pH 7.0" a ayarlanarak, 1.5 atmosfer basingta
121 °C' de 15 dakika sterilize edilmis, petrilere aktarilarak tek gizgi olarak ekimler yapilmis,
inokulasyondan sonra ksantin icermeyen petrilerle beraber 21 giin sonra bliylimenin etrafindaki

acik zon olusumu pozitif sonug olarak alinmistir (Williams et al. 1983).

Besiyeri 33: Nutrient-Elastin Agar

Bakteriyolojik Pepton g
Meat Ekstrakt g
Elastin (Fluka 45130) g
Bakteriyolojik Agar 15 g
Distile Su 1 L

Elastin hari¢ ortam bilesenleri homojen sekilde karistiriimis, pH 7.0' a ayarlanarak, 1.5
atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmis, tindalizasyon ile sterilize edilen elastin,
uygun miktarda eklendikten sonra steril petrilere dagitilmistir. izolatlarimizin  elastin

degradasyonunun belirlenmesinde kullaniimistir (Williams et al. 1983’ den modifiye).
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Besiyeri 34: Egg-Yolk Agar

Bakteriyolojik Pepton 10 g
Glukoz 1 g
NaCl 10 g
Yeast Ekstrakt 5 g
Agar 12 g
Egg Yolk Emdlsiyon %5 (v/v)

Egg -Yolk digindaki tim besiyeri icerikleri homojen bir sekilde c¢odzilerek pH 7.0 'a
ayarlanmig, 121 °C' de, 1.5 atmosfer basingta 20 dakika otoklavlanmistir. Uzerine %5 oraninda
egg-yolk ilavesi yapilan ortam c¢alismamizda izolatlarimizin lesitinaz, proteolizis ve lipolizis

reaksiyonlarinin belirlenmesinde kullaniimistir (Williams et al. 1983’ den modifiye).

Besiyeri 35:Nitrat agar

KNO; 2
Nutrient Broth

Bakteriyolojik Agar 6 g
pH 7.0

Ortam, 121 °C' de, 1.5 atmosfer basingta 15 dakika otoklavlanmistir. Nitrat rediiksiyonu 7-
14 gln inkiibasyon sonunda ortama 0,2 ml Griess-Hosvay 1 ve 2* ajanlarinin ilavesi ve tiplerin
iyice karismasi saglandiktan sonraki 30 dakika icersinde olusan pembe-kirmizi renk pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir (Williams et al. 1983, Denizci 1996’ dan modifiye).
*Griess —Hosvay 1 ve 2
1) 0,8 ml silfanilik asit 5 M asetik asitin 100 ml’ sinde ¢ozilerek hazirlanmistir.
2) 0,6 ml dimetilnaftilamin 5 m asetik asitin 100 ml’ sinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Ayni besiyerine 0,3 g Na,S,0; (sodyum tiyosilfat) ilave edilerek hidrojen sulftr Gretimi;
tiplerin agiz kisimlarina yerlestirilen steril kursun asetat filtre kagitlarinin 14 giin sonunda kahve

ya da siyahlasmasiyla belirlenmigtir.
Besiyeri 36: Biiyiime inhibisyon Test Ortami
Yeast Ekstrakt 5 g

Lab-Lemko 0,8 g
Gliserol 10 g
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Kazein (Digest) 2 g
Bakteriyolojik Agar 15 g
Distile Su 1 L
pH 7.3

Otoklavda 1.5 atmosferde, 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilen ortam, izolatlarimizin
blylime, antibiyotik duyarlilik ve bazi kimyasal inhibitérlere hosgdru testleri"® nde kullanilmigtir

(Williams et al. 1983).

1Kimyasal inhibitorlere Tolerans Testleri igin Kullanilan Kimyasallar:

“Her bir test maddesi asagidaki oranlarda steril sollisyonlari halinde ilave edilmistir.”

NaCl %4, %7, %10 ve %13 w/v
NaN3 (Merck 6688) %0,01 w/v
NaN; %0,01 w/v
Fenol %0,1 wiv
Potasyum TellUrit %0,001 wiv
Kristal Violet %0,0001  w/v

Kullanilan Ticari Antibiyotikler

Neomisin (Oxoid) 30 pg/disk
Penisilin G (Bioanalyse) 10 i.u. /disk
Gentamisin (Oxoid) 10 pg/disk
Rifampin (Oxoid) 5 pg/disk
Nalidiksik Asit (Oxoid) 30 pg/disk
Eritromisin (Bioanalyse) 15 pg/disk
Sulfamethoxazole (Oxoid) 25 pg/disk
Vankomisin (Bioanalyse) 30 pg/disk
Novobiyosin (Oxoid) 5 pg/disk
Levoflokasin (Oxoid) 5 pg/disk
Oksasiklin (Bioanalyse) 1 pg/disk
Kloramfenikol (Oxoid) 30 pg/disk

imipenem (Oxoid) 10 ug/disk
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2Kimyasal inhibitorlerin sterilizasyonu:

Kristalviolet, sodyum azid ve sodyum klortriin %10' luk stok sollsyonlari distile suyla
hazirlanmis ve uygun miktarlari Besiyeri 34." e (otoklavlamadan 6nce) ilave edilmislerdir. Fenolin
stok sollsyonu distile suda hazirlanmis ve membran filtrasyon ile sterilize edilmistir. Sonra
otoklavlanmig Besiyeri 34.' e ilave edilmistir. Potasyum telliritin 0,2 g' 1 20 ml steril distile suda

hazirlanmig ve sonra uygun miktari otoklavlamadan sonra yine ayni besiyerine ilave edilmistir.

Besiyeri 37: Kitosanaz Aktivitesi Belirleme Ortami (Chitosanase Detection Agar)

Kitosan (Sigma CAS no: 9012-76-4, %86, N-asetil) 10 g
Na,HPO, 13 ¢
KH,PO4 3 g
NaCl 0,5 g
NH,CI 1 g
MgSQO,.7H,0 024 g
Bakteriyolojik Agar 20 g
Distile Su 1 L
pH 6.5

10 gr Kitosan 400 ml distile su + 1 M glasiyel asetik asit (toplam 2 ml)’e aktarilarak hot plate
Uzerinde 30-40 dk. karistinilir, agar ayri bir kapta hazirlanir. Diger besiyeri bilesimleri ise ayri bir
kapta hazirlanir. Ug soliisyon ayri ayri 1.5 atmosferde, 121 °C’ de 15 dakika sterilize edilerek
birlestirilir, pH, 1 M NaOH ile 6.5-7° e ayarlanir ve steril petrilere dagitilir. Secilen izolatlarin
Kitosan hidrolizi etkinligi 6zelliklerinin belirlenmesinde kullaniimistir (Cheng and Li 2000’ den

modifiye)

Besiyeri 38: Yari Kati Nutrient Agar (Semi-Solid Nutrient Agar)

Nutrient Broth 0,8 g
Agar 0,6 g
Distile Su 100 ml
pH 7.0

Ortam bilesenleri homojen bir sekilde karistirildiktan sonra otoklavlanmis ve izolatlarin
tanilanmalarinda gerekli olan; nokta (spot) ekim teknigiyle antibiyosis testlerinde ve TLC’ de aktif

molekulin yerini belirlemek igin biyootogram isleminde kullaniimistir.
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Besiyeri 39: Fermentasyon Ortami 1*

o

Glukoz

Meat Ekstrakt

Bakteriyolojik Pepton

Yeast Ekstrakt

CaCO;

iz Element Sollisyonu (Shirling and Gottlieb)
Distile Su

pH

N ) a2 A a0l W
Q@ @ @ Q@ «

w

Ortam 1.5 atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmis ve aktif izolatlardan

antimikrobiyal etkili maddenin Gretimi igin fermentasyon ortami olarak kullaniimistir.

Besiyeri 40: Fermentasyon Ortami 2

N

C6zundr Nisasta

Meat Ekstrakt

Bakteriyolojik Pepton

Yeast Ekstrakt

CaCO;

iz Element Soliisyonu (Shirling and Gottlieb)
Distile Su

pH

N ) a2 A a0l WA
@ @ @ Q@ «

w

Ortam 1.5 atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmis ve aktif izolatlardan

antimikrobiyal etkili maddenin Gretimi igin fermentasyon ortami olarak kullaniimistir.

Besiyeri 41: Fermentasyon Ortami 3

Gliserol 10
Meat Ekstrakt

Bakteriyolojik Pepton

Yeast Ekstrakt 1

@ @ «a «

i Fermentasyon ortamlari; Shirling and Gottlieb 1966, Williams et al. 1983, Locci 1989, Oner 1989 ve Denizci 1996
basta olmak uzere, Streptomisetlerin optimum biylime istekleri ile antibiyotik Gretim ortamlarini tarif eden ve bu
arastirmada s6zu edilen diger kaynaklarin detayl taranmasiyla modifiye olarak olusturulmustur.



iz Element Sollisyonu (Shirling and Gottlieb)
Distile Su
pH

Ortam 1.5 atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmis ve aktif izolatlardan
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1 ml
1 L
6.95

antimikrobiyal etkili maddenin Gretimi igin fermentasyon ortami olarak kullaniimistir.

Besiyeri 42: Fermentasyon Ortami 4
Sukroz

Meat Ekstrakt

Bakteriyolojik Pepton

Yeast Ekstrakt

CaCO;

K,HPO,

KH,PO,

iz Element Soliisyonu (Shirling and Gottlieb)
Distile Su

pH

Ortam 1.5 atmosfer basingta 121 °C' de 15 dakika sterilize edilmis ve aktif izolatlardan

10 g
3 g
S g
1 g
1 g
1 g
1 g
1 ml
1 L
7.0

antimikrobiyal etkili maddenin Gretimi igin fermentasyon ortami olarak kullaniimistir.

Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar
%10’ luk Gliserol

%20’ lik Gliserol

NH;

Toluen

Dimetil Sulfoksol (Riedel-de-Haén 34869)
Benzen

Aseton (Riedel-de-Haén 34850)
Kloroform (Merck 2444)

Metilen Klorid (Merck 6049)

n-Butanol (Riedel-de-Haén 24124)
Hegzan (Riedel-de-Haén 15671)
Petrol Eteri (Riedel-de-Haén 24541)
Di Etil Asetat (Merck 801366)

Metanol (Riedel-de-Haén 6007)

KBr

1 N NaOH (Riedel-de-Haén 0623)
H,SO,

6 N HCI (Riedel-de-Haén 07109)
10 N HCI

%0,1 Ninhidrin (Merck 6762)

%3.5 Ninhidrin

%0,2 Ninhidrin

%25’ lik Glutaraldehit (Fluka 49629)
DL-a-¢- Diaminopimelik Asit (Sigma D 1377)
%96’ lik Etanol (Merck 11727)

Saf Etanol

1 N HCI

BaOH

Glasiyal Asetik Asit (%100)

Piridin (Fluka 82703)
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3.2. METOT

3.2.1. Topraktan Streptomyces Suslarinin izolasyonu

Toprak ornekleri icin segilen istasyonlarin organik maddece zengin olmasina dikkat
edilmis ve kompozit érnek alma seklinde érnekleme gergeklestirilmistir. izolasyon igin topragdi
sulandirma yontemi (The Soil Dilution Method) kullaniimistir. Toprak Orneklerinin alinmasi
(Parkinson et al. 1971) ve topraktan streptomiset izolasyonu sirasiyla asagida anlatildigi gibi
yapilmistir (Oner 1989).

1. Toprak ornekleri alkolle temizlenmis bir ¢capa ile agilan toprak profilinden, toprak alinan
yuzey alkolle temizlenmis bir spatl ile hafifce kazindiktan sonra yine alkolle temizlenmis
bir kasikla, 10-30 cm arasindaki derinliklerden alinmigtir. Her istasyondan bes profil
acilarak kompozit toprak 6rnegi alinmistir.

2. Laboratuvarimiza getirilen her bir 6rnek kurutulmus, aseptik kosullarda 10 g alinarak 500
ml' lik erlenlere konmus Uizerine %1 oraninda CaCQOj ilave edilerek karistiriimis; 30 °C' de
2 gln inktbe edilerek 6n islemden gecirilmistir.

3. 2."deki islemden sonra, yukarida anilan erlenlerde bulunan 10 g toprak érnegi tzerine 90
ml steril distile su ilave edilmis ve 30 dakika karistiriimistir. Bu sekilde elde edilen 1/10
oraninda sulandiriimig toprak 6érnedi stuspansiyonundan steril bir pipet yardimiyla 1 ml
alinarak, icinde 9 ml steril distile su bulunan tiipe aktariimis, Vorteks yardimiyla homojen
sekilde karistinimis ve boylece 1/100 ' Ik toprak siispansiyonu elde edilmistir. Ayni iglem
1/1000, 1/10000, 1/100000, 1/1000000 ve 1/10000000' lik suspansiyonlar elde etmek igin
tekrarlanmistir.

4. Hazirlanan 1/100000, 1/1000000 ve 1/10000000 ' lik stuspansiyonlardan 1' er ml steril
pipet ile alinarak steril petri kabina aktarilmig; (izerine 50 °C' ye kadar sogutulmus
Gliserol-Asparagin Agar (Besiyeri 11, GAA), Gliserol-Yeast Ekstrakt Agar (Besiyeri 1,
GYA), Yeast-Malt Ekstrakt Agar (Besiyeri 2, YEMA), Nutrient Agar (Besiyeri 19, NA) ve
Kazein Nisasta Agar (Besiyeri 23, KNA) ilave edilerek her toprak o6rnegi
suspansiyonundan yukaridaki farkli (¢ sulandirma igin her bir besiyeriyle toplam 30 petri
kabi hazirlanmistir. Besiyeri ile toprak stispansiyonunun homojen karigsiminin saglanmasi
icin rotasyon hareketi yapiimistir.

Hazirlanan petriler 27-30 °C' de 7-14-21 glin inkiibasyona birakilmistir.
Tum petri kaplar inkibasyonun ikinci gununden itibaren teker teker ciplak gozle ve
mikroskobun 10X objektifi altinda streptomiset kolonilerinin var olup-olmadigini saptamak

icin gdzlenmistir.
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7. Streptomiset kolonileri izolasyon ortamlarinda gdézlendiginde, bu kolonilere numara
verilerek besiyeri 2 ve besiyeri 11 ortamlarinda c¢izgi ekim teknigi ile tekrardan bir
saflastirma yapilmistir.

8. Saflastirilan streptomiset kolonileri yatik besiyeri 2, 19, 21 ve 26 bulunan tiplere
cekilerek, 28 °C' de bir hafta inkiibe edilerek blyutiimuisler, inkiibasyon sonrasinda

buzdolabinda +4 °C' de saklanmiglardir.

3.2.2. izole Edilen Streptomyces Suslarinin Antimikrobiyal Spektrumlarinin ve

Etkinlik Derecelerinin Saptanmasi

izole edilen streptomisetlerin antimikrobiyal etkilerinin saptanmasi galismalari ‘Birincil ve

Ikincil Antimikrobiyal Aktivite Tarama’ olmak (izere iki asamadan olusmaktadir.
3.2.2.1. Birincil Antimikrobiyal Aktivite Caligsmalari

ilk asamada kullanilan test organizmalari; Staphylococcus aureus ATCC 6538-P,
Klebsiella pneumoniae CCM 2318, Bacillus subtilis ATCC 6683, Micrococcus luteus ATCC
9341, Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Candida albicans, Saccharomyces

cerevisiae, Yarrawia lipolytica, Geotrichum penicillatum’ dur.

izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri Spektrum-Plak Metodu (Sekil 3.1.) kullanilarak

asagida aciklandidi gibi belirlenmistir.

1. Oncelikle stoktaki streptomiset izolatlarimiz ve kontrol mikroorganizmalarinin aktivasyonu
saglanmistir. Bakteriler, Nutrient Broth (Besiyeri 18) ya da Muller Hinton Broth (Besiyeri
15) bulunan tiiplere aktarilarak 37 °C' de 24 saat, mayalar, Glukoz Yeast Ekstrat Broth
(Besiyeri 2, agar ilavesiz) da 28 °C' de 48 saat, inkiibasyonla bulyutilmusler; stoktaki
streptomisetler ise YEMA, KNA, Streptomyces Akitiflestirme Ortami (Besiyeri 27) ya da
GAA ortamlarina gizgi ekim yapilarak 28 °C' de 5-7 giin inkiibe edilmislerdir.

2. Onceden hazirlanmig Muller-Hinton Agar (Besiyeri 16)’ I petrilerin bir késesine aktive
edilen streptomisetlerden ekim yapilmistir. Bu sekilde ekimi yapilan Muller-Hinton Agarli
petrilerimiz 28 °C' de 5-6 giin inkiibe edilmistir.

3. Inkiibasyon islemi sonunda antimikrobiyal etkiyi saptamak igin test organizmasi olarak
kullanilacak bakteri ve mayalar aktive edilen broth kultirlerinden alinarak streptomiset
kolonisi ile 90° lik agl yapacak sekilde streptomiset kolonisine degmeden en yakin yerden

baslayarak, petrinin diger kenarina dogru tek ¢izgi halinde ekilmiglerdir.
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4. Test organizmalarindan bakteriler, 37 °C’ de 18-24 saat, mayalarin biiyiimesi igin petriler
30 °C' de 48 saat inkiibe edilmislerdir.
5. inkiibasyon sonunda test organizmalarinin inhibisyon zonlari milimetre cinsinden

Olctlmastar.

< \ ATTST

Inhibisyon Zonu

~

Sekil 3.1. Spektrum-Plak Yéntemi Uygulama Semasi. (AUSI) Antibiyotik Ureticisi Streptomyces
izolati; (a-e) Test Mikroorganizmalari.

s

3.2.2.2. ikincil Antimikrobiyal Aktivite Galismalar

Birincil antimikrobiyal aktivite galismasi sonunda test edilen organizmalara karg! yiksek
inhibisyon gosteren izolatlar secilerek ikincil antimikrobiyal aktivite tarama calismalarina
baslanmistir. Bunun igin bakterilerden; Bacillus subtilis ATCC 6683, Salmonella typhimurium
CCM 5445, Serratia marcescens CCM 583, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 8043, metisillin-direncgli Staphylococcus aureus ATCC 95047,
kuflerden Fusarium oxysporium, Aspergillus niger, Alternaria alternata, Trichoderma hamatum,
Cladosporium oxysporum, Penicillium sp., mayalardan Candida albicans test organizmalari
kullanilmigtir. Bakterilere karsi antimikrobiyal test birincil tarama galismasinda oldugu gibi
spektrum-plak yontemiyle 3.2.2.1" de agiklandigi gibi MHA ve NA ortamlarinda, C. albicans ve
kiiflere kargi etki nokta (spot) ekim yontemiyle Patates Dekstroz Agar (Besiyeri 17, PDA) ortami
kullanilarak gerceklestirilmigtir.

Spot inokulasyon yodntemi (Sekil 3.2.) asagida agiklandidi gibi gerceklestiriimistir
(Yamamura et al. 2003’ den modifiye):
1. Stoktaki Birincil antimikrobiyal aktiviteleri belirlenen ve segilen izolatlarimiz besiyeri 27°de
5 gun 27 °C' de, mayalar Glukoz-Yeast Ekstrakt Broth' lu tliplerde 24 saat 27 °C' de,
kufler ise PDA' I besiyerinde 48 saat 27 °C' de biydtllerek aktiflestiriimiglerdir.
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2. Aktif izolatlar PDA' I besiyerine belli araliklarla nokta ekimi yapilarak 3 gin bayatilmas ve
sonrasinda 15 ml kloroform ile 10 dakika (dk) muamele edilerek, inaktif duruma getirilmis,
45 dk slreyle kabinde kloroformun uzaklastiriimasi saglanmistir.

3. Test organizmasi kiflerin spor siispansiyonlarini igeren yari kati nutrient agar (Glukoz ve
Yeast Ekstrakt ilaveli, Besiyeri 38) ortamindan 10 ml nokta ekimi yapilan PDA besiyerinin
Uzerine ilave edilerek, 30 dk. oda sicakhidinda bekletiimis ve sonrasinda petriler ters
cevrilerek 28 °C’ de inkiibasyona birakilmigtir.

4. 2. gunden baslanarak 5 gin boyunca streptomiset kolonilerinin etrafindaki inhibisyon

zonlari milimetre cinsinden kaydedilmistir.

e
> ATST

Inhibisyon Zonu

Test Organizmas

Sekil 3.2. Nokta (Spot) Ekim Yéntemi Uygulama Semasi. (AUSI) Antibiyotik Ureticisi

Streptomyces izolati.
3.2.3. izolatlarin Tanilanmasi

Antimikrobiyal aktivitelerinin ylksek olusu nedeniyle segilen izolatlarin identifikasyonu
yapilmigtir.  Bunun i¢cin elde edilen morfolojik, kultarel, biyokimyasal, fizyolojik ve
kemotaksonomik karakterlerin karsilastiriimasi; Bergey' s Manual of Systematic Bacteriology ile
Bergey' s Manual of Determinative Bacteriology basta olmak lizere, Shirling ve Géttlieb (1966),
Williams ve ark. (1983) ile ayrica Williams ve ark. (1989) literatlrlerine dayanilarak

gerceklestiriimistir.
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3.2.3.1. Renk Gruplamasi

Segilen 4 izolatimiz, iginde ISP 3 (Besiyeri 3), ISP 4 (Besiyeri 5), ISP 6 (Besiyeri 13) ve
ISP 5 (Besiyeri 11) besiyerleri bulunan petrilere ekildi; 25 °C' de 3 hafta inkiibe edildi (Shirling
and Gottlieb 1966). ISP 3 ve ISP 4 ortamlarinda inkiibe edilen izolatlarimiz havasal spor yigini
rengi, substrat misel rengi acgisindan ve ISP 5 ortaminda inkiibe edilen izolatlarimiz ise difflize
pigment acisindan incelenmistir. Bunun igin besiyerlerinde iyi gelisen ve sporlanan
bldyumelerden bir parca alinarak, standart bir aydinlatma (ortalama gun 1si1§1 miktarinda) ile
mikroskop altinda renk daireleri aranmistir (Tresner and Backus 1963). Eder renk dairelerini
gérmek mumkin dedilse; incelemeler c¢iplak goz ile yapilarak gri, kirmizi, yesil ya da diger
(beyaz, sari, mavi ya da violet) renk gruplarina ayrilmistir. Renkler referans olarak Stamp Color
Key (Stanley Gibbons Publication Ltd. 1986) kartlari kullanilarak saptanmigtir. ISP 6 petrileri

karakteristik koyu renkli melanin pigmenti tGretimi agisindan incelenmistir.
3.2.3.2. Kiiltirel ve Morfolojik incelemeler®

izolatlarimiz Oat Meal Agar (ISP 3, Shirling and Géttlieb 1966), ve Pepton Yeast
Ekstrakt Iron Agar' da (ISP 6, Shirling and Goéttlieb 1966) spor zinciri morfolojisi, havasal,
substrat misel rengi, ¢c6zunur pigment ve melanin Uretim kabiliyetleri acilarindan incelenmistir.
Ayrica izolatlar Yeast Ekstrakt Malt Ekstrakt Agar (ISP 2, Shirling and Géttlieb 1966), Gliserol-
Asparagin Agar (ISP 5), inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4, Shirling and Géttlieb 1966), Tirozin
Agar (Besiyeri 14, ISP 7, Shirling and Géttlieb 1966), Glukoz Nitrat Agar (Besiyeri 8, Oner
1989), Glukoz Asparagin Agar (Besiyeri 10, Oner 1989), Nisasta Asparagin Agar (Besiyeri 12,
Oner 1989), Nisasta Nitrat Agar (Besiyeri 9) ve Kazein Nigasta Agar (Besiyeri 23) ortamlarinda
diger morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi amaci ile 27 °C' de 7-14 gun boyunca
biyitilmislerdir. incelemeler, giplak gézle ve Jena mikroskop yardimi ile X100 bilyiitme altinda
yapilmigtir.

Spor zinciri morfolojileri igin izolatlarimizin ISP 4 besiyeriyle slide kiiltiirleri (Onceden
sterilize edilmis lam (zerine 50 °C' ye kadar sogutulmus ISP 4 besiyerinden 1 damla
damlatiimis ve Uzerine steril lamel kapatiimistir. Sonra uygun izolattan igne yardimiyla spor
alinarak lamelin kenarlarindaki besiyerinin dort bir kdsesine aktarma yapilmistir. Bu sekilde
hazirlanan preparat, nemli steril kaplar iginde 27 °C' de 14 giin inkiibe edilmistir) hazirlanarak
1Stk mikroskobu ile (Nikon, 400X ve 1000X buyutme altinda) incelenmis, Shirling and Géttlieb

(1966) tarafindan terminolojisi uygulanan kategorilere ayriimistir.

¥ Aksi belirtilmedigi siirece; kiiltiirel ve morfolojik incelemeler Shirling and Géttlieb 1966 ya gore
yapilmistir.
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3.2.3.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Karbon kaynaklarinin kullanimi besiyeri 29 (ISP 9)' da 14-21 giin sonunda, glukoz
iceren pozitif kontrol ortami ve karbon kaynaksiz negatif kontrol ortami (karsilastirma icin daha
uygun) ile karsilastirilarak belirlendi. Azot kaynaklarinin kullanimi besiyeri 30' da 15 giin
sonunda L-Asparagin ve L-Prolin igceren pozitif kontrol ortami ve azot kaynaksiz negatif kontrol
ortami™ (karsilastirmada daha iyi fikir vermektedir) ile karsilastirilarak saptanmistir.

Arbutin degradasyonu besiyeri 31 bulunan tiplerde, arbutin icermeyen tuplerle (melanin
olusumuyla karigtirmamak igin gereklidir) karsilastirilarak, 28 °C' de 21 giin sonunda olusan
kahve-siyah pigmentin goérilmesi pozitif kabul edilerek saptanmistir. Ksantin degradasyonu
besiyeri 32 bulunan petrilere ¢gizgi ekim yapilmasiyla, 21 giin sonunda koloniler etrafinda agik
zon goOzlenmesi pozitif sonug olarak degerlendirildi. Elastin degradasyonu ise Nutrient-Elastin
Agar (Besiyeri 33) ortamina gizgi ekim sonucu, 28 °C' de 7-10 giin sonunda agik zon goriimesi
pozitif kabul edilerek belirlenmigtir.

Lesitinaz, proteolizis ve lipolizis aktivitesi besiyeri 34 (Egg-Yolk Agar)' de izolatlarin
nokta ekimi, 25 °C' de 4-6 giin inkiibasyonu takiben kuvvetli 1sik altinda, koloniler etrafindaki
opak, krem-sari presipitat; lesitinaz i¢in pozitif, daha az opak presipitat, dizensiz zon olusumu
ise lipolizis igin pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. Nitrat rediiksiyonu, besiyeri 35' de 25 °C'
de 2 hafta inkiibasyon sonunda ortama 0,2 ml Griess-Hosvay reaktifleri |1 ve Il ilavesiyle, 30
dakika igcinde pembe-kirmizi renk goérilmesiyle saptanmistir. Ayni ortama iz miktarda ¢inko tozu
ilavesi ve tuplerin karistirilmasi sonucu olusan kirmizi rengin goérilmesi (ortamdaki nitrat
varligini gosterir) negatif reaksiyondur. Hidrojen silflr Gretimi; nitrat indirgenmesinde kullanilan
kaltdr taplerinin u¢ kisimlarina kursun asetat ile spreylenmis steril watman filtre kagitlarinda 14
gln sonunda kahve ya da siyah rengin goriulmesi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir.
Hippurate hidrolizi besiyeri 28' de su sekilde belirlenmisgtir; ortam* hazirlandiktan sonra 0,8 ml
miktarlarda tliplere aktariimig, aktif izolatlardan bir 6ze dolusu asilanarak, 28 °C' de 4-6 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Siire sonunda aseton:bitanol (1:1, v/v) ile hazirlanan 0,4 ml
%3.5’ lik ninhidrin solijsyonu§§ ilave edilerek 10 dk iginde gorilen koyu mor renk (kristalviolet
rengi) pozitif sonu¢ olarak alindi. Jelatin hidrolizi besiyeri 7 (Tamer ve ark. 1989), nisasta
hidrolizi besiyeri 24' de 25 °C' de 4. giin inkiibasyon sonunda petrilere iyodir sollisyonu
ilavesiyle saptandi. Tirozin pargalanmasi, besiyeri 4' e %0,5 oraninda tirozin ilavesi ile 7, 14, 21

glnlerde agik zon olusumunun gézlenmesi ile pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. DNaz

™ Aksi belirtilmedigi siirece; fizyolojik ve biyokimyasal ozellikler Williams et al. 1983° e gore
belirlenmistir.

" Karbon ve azot kaynaklarindan yararlanma testlerinde inokulum igin izolatlarm gliserol
stispansiyonlar1 uygun olmamaktadir.

* Hippurate Broth hazirlandiktan sonra kullanilincaya kadar -20 °C' de saklanmalidir.

¥ Ninhidrin reaktifi kullanilincaya kadar karanlikta saklanmalidr.
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besiyeri 6’ da 3. giin sonunda ortama 1 N HCI ilavesiyle, koloniler etrafindaki agik zon gértlmesi
pozitif kabul edilerek belirlenmistir, Greaz besiyeri 20, kazeinaz besiyeri 25 (pembe renk; asit,
mor renk; alkali Urlnler ve koloni etrafinda agilma kazein hidrolizi)’ de, kitosanaz aktiviteleri
besiyeri 37 (Chen and Li 2000)' de, melanin uretimi besiyeri 13 ve 14' de belirlenmistir. Ksilanaz
ve Karboksi-Metil Selulaz (KMS) aktiviteleri besiyeri 22’ de nokta ekim yontemiyle; 27 °C' de 14.
gln inkiibasyon sonunda, kuvvetli 1sik altinda koloniler etrafinda agik zon gorilmesi pozitif
olarak degerlendirilmistir.

Antibiyotiklere direnglilik, 6hceden hazirlanmis besiyeri 36' a aktif izolat inokule edilmig
petrilere; hazir antibiyotik emdirilmis diskler (Oxoid)' in yerlestiriimesiyle 1,2,3 ve 7. gunlerde
inhibisyon zonu goézlenerek saptanmistir. Organizmalarin gesitli kimyasal inhibitdrlere ve
S|cakllgam toleranslari besiyeri 36' da, genelde 14 giin; 4 °C' de yapilan testlerde 2-4 hafta
inkiibasyon sonunda; kimyasal ya da inhibitor madde icermeyen kontrol blyime ortamlariyla
karsilastirilarak saptanmistir. Biyime olmamasi ve zayif bliylime negatif olarak alinmistir. Aksi

belirtiimedigi sirece, fizyolojik ve biyokimyasal testler 28-30 °C’ de gergeklestirilmistir.

3.2.3.4. Kemotaksonomik Analizler

3.2.3.4.1.Hiicre Geperi Diaminopimelik Asit izomerlerinin (DAP) Analizi

DAP analizi igin segilen izolatlar YEMA (ISP2) ortaminda 2 hafta buyutilmustir. Sire
sonunda iyi gelisen kolonilerden steril spatiil yardimiyla 50 mg 6rnek alinarak 1 ml 6 N HCl ile
vida kapakli tiiplerde 100 °C’ de 1 gece (12 saat) hidroliz edilmis sonrasinda HCI uzaklasincaya
kadar distile suyla (2 ml) yikanmistir. Sonra kurutulan érnek Gzerine 0,2 ml distile su eklenerek
iyice karismasi saglanmistir. 5 yl érnek ve 3 pl standart DAP (DAP, Sigma D-1377) TLC silika
jel plakalara (20X20, 60 Fos4, Merck) emdirilmis 2 saat 40 dakika sureyle methanol: distile su: 6
N HCI: piridin (80: 26: 4: 10) solvent sisteminde gelismeye birakilmistir. Stire sonunda TLC
plakalar oda sicakhdinda 30 dk kurutularak %0,1 ninhidrinle spreylenmis, hot plate tzerine
alinarak 110 °C’ de 10 dk muamele edilmistir (Shimizu et al. 2000’ den modifiye).

Segilen izolatlarin Hiicre Geperi Karakteristik Sekerlerinin Tayini

Karakteristik seker analizi icin segilen izolatlar YEMA (ISP2) ortaminda 2 hafta
blayatiimistir. Sdre sonunda iyi gelisen kolonilerden steril spatul yardimiyla 50 mg 6rnek
alinarak 1 ml 1 N H,S0, ile vida kapakli tiiplerde 100 °C’ de 2 saat hidroliz edilmis, sonra bu
karisim 3000 rpm’ de 10 dk. santrifijlenmistir. Stpernatant doymus baryum hidroksit ile pH:5’ e
ayarlanarak tekrar 8000 rpm’ de 10 dk. santrifijlenmistir. Kalan filtratin fazla sivisi

uzaklastirilarak 0,1 ml. distile suda ¢ézulmastir. 5 yl 6érnek ve 3 pl standart %1 seker (D-

" 45 °C' de biiyiime belirlenmesinde ekimi yapilan ortamdaki buharlasmayi énlemek igin petrilerin
polietilen torbalarda muhafaza edilmesi daha uygun olmaktadir.
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Glukoz, D-Mannoz, L-Arabinoz, D-Fruktoz, D-Ksiloz ve L-Ramnoz) sollsyonlari TLC silika jel
plakalara (20X20, 60 Fys4, Merck) ayri ayrt 20 mm araliklarla spotlanmig, 3 saat 20 dakika
sureyle n-butanol:distile su: piridin:toluen (10 : 6 : 6 : 1) solvent sisteminde gelismeye
birakilmistir. Stire sonunda TLC plakalar oda sicakliginda 2 saat kurutularak, sonrasinda anilin-
fitalatla spreylenmis, hot plate (izerine alinarak 100 °C’ de 4 dk muamele edilmistir (Shimizu et
al. 2000’ den modifiye).

3.2.3.5. Istatistiksel Analiz

Aktif Streptomyces suslarinin tanilanmalari igin gerekli olan, kiltirel, morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglari; ilgili literatirler 1s1ginda, Minitab programi (versiyon
13.20, Minitab Inc., 2000) kullanilarak istatistiksel analize alinmistir. Multivariable cluster
(Correlation Coefficient Distance, Complete Linkage) analiziyle, kendi izolatlarimiz ve daha
Onceki belirlenen Streptomyces turlerinin % benzerlikleri ortaya ¢ikariimistir. % benzerliklerinin
olusturulmasi amagiyla; 6ncelikle, Bergey’ Manual of Systematic Bacteriology’ de yer alan
Streptomyces major gruplarinin  pozitif olasilik matriksleri, programa bire bir girilerek
yakinhklarini veren dendogram olusturulmustur. Ayni islem tekil-lye gruplari i¢inde yapilarak,
bunlarinda % benzerliklerini veren dendogramlari belirlenmistir. Sonrasinda sectigimiz
izolatlarin test sonuglari pozitif (+) olanlar igin; “1” deg@eri, negatif (-) olanlar igin ise “0” degeri
kaydedilmis, standart Streptomyces major gruplarinin test pozitif olasilgi “1-49” arasindakiler
icin negatif yani “0”, “60-99” arasindakiler icgin ise pozitif yani “1” degeri verilerek bir dengeleme
islemi gerceklestiriimistir. En son olarak da kendi degerlerimiz ile dengeleme yapilan major grup
Uyelerinin degerleri beraberce programa islenerek, % benzerlikleriyle beraber dendogramlari

sekillendirilmistir. Ayni islemler tekil Gye gruplari i¢in de yapilmistir.

3.2.4. Fermentasyon Caligmalari

Toplam aktif Streptomyces izolatlarinin antimikrobiyal etkinlik dereceleri ile
spektrumlari, denenen besiyerlerindeki blylmeleri, pigmentasyon ve sporlanma oranlari gibi
kriterler g6z énunde bulundurularak, fermentasyon calismalari igcin KGG13, KGG32, KEH23 ve
KVK11 nolu izolatlar secilmistir. Fermentasyon denemeleri sporulasyon, inokulum hazirlanmasi

ve fermentasyon olmak Uzere U¢ agsamali olarak gergeklestirilmistir.

3.2.4.1. Sporulasyon

Segilen 4 izolat ISP2 (Yeast-Malt Ekstrakt Agar) ortamina gizgi ekim yapilarak 28 °C’ de

14 gln inklibasyona alinarak sporulasyon tamamlanmistir.
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3.2.4.2. inokulum Hazirlanmasi

Besiyeri 39, 40., 41. ve 42. hazirlandiktan sonra her biri ayri ayri iyice karistirilip,
¢ozuldikten sonra uygun pH’ ya ayarlanarak 250 mlI’ lik erlenlere 40’ ar ml aktarilmis ve sterilize
edilmistir. Sonrasinda aktif izolatlardan bir 6ze dolusu ortama ilave edilerek inkiibatérde 150

rom hizda 28 °C’ de 48 saat inkiibasyona birakilarak inokulum hazirlanmistir.

3.2.4.3. Fermentasyon

Dort farkl fermentasyon ortami (Besiyeri 39, 40., 41. ve 42.) hazirlanarak 250 ml’ lik
erlenlere 40’ ml aktariimis, sterilize edilmig, lizerine 2 ml inokulum (fermentasyon ortaminin %5’
i) ilave edilerek doner calkalayicida 150 rpm hizda 28-30 °C’ de fermentasyon iglemi

baslatilmistir. islem 120 saat siireyle sirdiiriimiistir.

3.2.4.3.1. Fermentasyon Sirasinda pH, Biiyiime ve Antibiyotik Uretiminin

Belirlenmesi

Fermentasyon suresince blyume, pH ve antibiyotik Uretimindeki degismeleri belirlemek
icin ayni kosullarda hazirlanan, 3.2.4.3." de bahsedilen ortamlarda fermentasyon baslatiimistir.
Belli zaman araliklarinda aseptik sartlarda ortamlardan 1 ml 6rnek eppendof tliplerine
aktarilarak 8000 rpm’ de 10 dk santrifiijlenmistir. Stipernatant sivisindan 50 pl alinarak gukur (6
mm) diffizyon ydntemiyle indikator test organizmasi olarak segilen S. aureus, E. coli ve C.
albicans’ a karsi antimikrobiyal aktivite belirlenmigtir. Eppendof tlplerinin dip kisminda kalan
hlcre pelleti distile suyla yikanarak 6nceden darasi bilinen kaplara alinmig, 100 °C’ de 24 saat
bekletilerek kuru agirliklan tespit edilerek, sonuglar g/100 ml olarak hesaplanmistir. Alinan

orneklemelerdeki pH degisimleri Hanna pH 211 marka digital pH metre ile belirlenmistir.

3.2.4.3.2. Uygun Solvent Sisteminin Belirlenmesi ve Biyootogram

Doért farkh besiyerindeki fermentasyon sonuglari ve antimikrobiyal maddenin Gretim
miktari belirlendikten sonra Bolum 3.2.5.’e ge¢meden 06nce, uygun solvent sisteminin
belirlenmesi amaciyla, 6n islemlerden gecirilmis fermentasyon sivisi (10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pl
miktarlarda) asagidaki Cizelge 3.3.‘de verilen farkl solvent sistemlerinde TLC’ de yuritiimastar.
Sonrasinda aktif maddenin yeri, indikatér test organizmasi olarak segilen S. aureus ve E. coli
ile asilanmis 125 ml yari kati nutrient agarin TLC plakalar Uzerine ince bir tabaka olusturacak
sekilde yayillmasi, 37 °C’ de kapali kaplar iginde 18 saat inkilbasyonundan sonra olusan

inhibisyon bdlgesinin Rf (Retention Factor) degeri belirlenerek saptanmistir.
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Cizelge 3.3. TLC’ de kullanilan Solvent Sistemleri ve Oranlari.

Solvent Sistemi Oran Sire (retention time)
n-Biitanol:Asetik Asit:Distile Su 3:1:1 7 saat 10 dk
n-Biitanol:Asetik Asit:Distile Su 6:2:1 ND
n-Bitanol:Asetik Asit:Distile Su 4:1:5 4 saat 30 dk
n-Bitanol:Metanol:Distile Su 4:1:2 5 saat
Piridin:Etil Asetat:asetik Asit:Distile Su 5:5:1:3 ND
Etil Asetat:Metanol 100:15 1 saat 30 dk
Etanol:Amonyak:Distile Su 8:1:1 3 saat
Kloroform:Metanol:Distile Su 10:1,5:1 5 saat 30 dk
Metanol:Kloroform:Distile Su 10:2:1 5 saat 30 dk
Metilen Klorid:Metanol:Benzen 4:1:1 4 saat 30 dk
Metanol:Hegzan 3:1 3 saat
Metanol:Distile Su 3:1 3 saat
Saf Etanol:Distile Su 3:1 2 saat 30 dk

3.2.5. Streptomyces sp. KGG32 nolu izolattan Aktif Maddenin izolasyonu ve
Saflastiriimasi

KGG32 nolu izolatimiz igin daha onceden belirlenen ve optimize edilen Sukroziu
besiyerinde tekrar fermentasyon islemi baslatilarak 5 litre, fermentasyon sivisi elde edilmis ve

aktif madde izolasyonu igin ileri igslemlere gegilmistir.

Bu konuyla ilgili tim asamalar Sekil 3.3." de 6zetlenmistir.

3.2.5.1. Solvent Ekstraksiyonu

Atik Grtnler, biomass ve artan nutrient fermentasyon sivisindan ayrildiktan sonra, sivi 6
farkli organik solvent (etil asetat, n-bitanol, kloroform, petrol eteri, n-hegzan, metilen klorid)
kullanilarak ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ayrica aktif maddenin suda iyi ve s6zi edilen
organik solventlerde kismi ¢dziinmesi nedeniyle 6n islemlerden gegcirilmis fermentasyon sivisi
suyunun ugurulmasi yoluna da gidilmistir (aktif maddenin sicaklikla iligkisi belirlendikten sonra).
Once fermentasyon sivisindaki hiicresel partikiillerin ve nutrientin uzaklastiriimasi icin peynir
stizgeci, ardindan Whatman no: 4 ile sizme iglemi ve gerekirse sivinin berrakligina gore,
10.000 rpm’ de 10 dk. santrifijleme yapilarak sivilar birlestirilmis, steril distile suyla 3 kez
yikanmis temiz 500 ml erlenlerde toplanmis, Uzerine esit hacimde yukarida s6z0 edilen organik
solventlerden birisi ilave edilerek oda sicakliginda 140 rpm’ de 1 saat ekstraksiyon yapilmistir.

Sire sonunda ayirma hunisi yardimiyla sulu faz ve solvent fazi ayri kaplara alinmistir. Sulu faz
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farkli bir solventle tekrar ekstraksiyona tabi tutulmustur. Bu isleme sirasiyla 6 farkli solventle

devam edilmigtir. Solvent fazlari alinarak, ekstraksiyonda kullanilan ¢6zlicUntn ugurulmasiyla

bir yogunlastirma yapilmistir. Ayrica sulu fazlar toplanarak déner buharlastiricida 70 °C’ de su

ucurulmustur. Aktif ham 6zdtler birlestirilerek (kdltar filtrati) kromatografik galismalar igin +4 °C’

ye kaldiriimigtir.

Fermentasyon Sivis1

Siizme, Santrifiijleme (10.000
Organik Solvent rpm, 10 dk.)

A 4

Ekstraksiyon
{Oda sicakhg, 140 rpm, 1 h)

I

Organik ve Sulu
Faan Aynlmas:

el e

IZOLASYON

Organik Faz
Sulu Faz
. ~~ Yogunlagtirma
Yugun})astlrma 45°0)
(70 °C)
Birleitirme
Kiiltiir Filtrat
m———_ EKolon Eromatografisi I
(Silika Jel G60)
Aktif Fraksiyonlar /
Eolon Kromatografisi IT | Y X
{Sephadex LH20) b
Birlegtirme ve Yogunlastirma
A 4
Alktif Fraksiyonlar Ince Tabaka Kromatografisi ile Safhk

I

/ Kontrolii (Silika Jel, 60 Fazq4)
Vo Ix XXV XXWVII

\L/i. KGG32-B i
Birlestirme ve Yogunlagtirma ._'_h
» KGG32-A "4}“

CH amma Fl
1

Sekil 3.3. Fermentasyon Sivisindan Antimikrobiyal Aktif Maddenin izolasyonu ve Saflastiriimasi

Asamalari.
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3.2.5.2. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisi 2 asamali olarak gergeklestiriimistir. Birinci asamada sabit faz igin
Silika jel G60 (70-230 mesh, Merck) metanol ile 3 saat oda sicakliginda aktiflestiriimis, islem 2 X
40 cm’ lik kolonda (ildam) gravimetrik olarak gergeklestirilmistir. Bunun icin, ekstraksiyonla elde
edilen ham 6z(t, 15 ml. metanolde ¢dziinmus, jele emdirilmis, sonrasinda metanol:hegzan (3:1)
karisimiyla yikanarak, her 5 ml'lik fraksiyon 5 dk. araliklarla tiplere toplanmistir ve toplamda 12
fraksiyon elde edilmigtir. Her bir fraksiyonun indikatdr test organizmasi olarak secilen S. aureus
ve E. coli  ye karg! aktivitesi cukur diftizyon yontemiyle belirlenmistir. Aktif maddenin V. ve X.
fraksiyonlarda bulundugu tespit edilmistir. iki aktif fraksiyon birlestirilerek, solvent 45 °C’ de
ugurulmus ve kolon kromatografisi 2. asamaya gegilmistir.

ikinci asamada sabit faz Sephadex LH20 (Partikiil biyiiklGgii 25-100 y, Sigma-Aldrich)
metanolle oda sicakliginda 3.5 saat slreyle aktiflestiriimis, yukarida s6zi edilen ayni kolonda
hazirlanmis ve 2 saat dinlenmeye birakilmistir. ilk asamada elde edilen yari saf aktif madde
ekstrakti, 10 ml. metanolde ¢oézllerek sabit faz igin secilen Sephadex LH20’ ye emdirilmistir.
Sonrasinda kolondan nonpolar-polar sivilar (Metanol, metilen klorid, kloroform, saf etil alkol,
steril distile su ve etil asetat) dislk basing altinda gegirilerek, dakikada 1 ml. akis hiziyla 4’ er
ml.’ lik 47 fraksiyon elde edilmistir. Bitiin fraksiyonlarda aktif madde taramasi gukur difiizyon
yontemiyle yukarida bahsedilen indikator test organizmalari kullanilarak 3’ er tekrarli olacak
sekilde gergeklestiriimistir. Fraksiyon 7. ve 9. (Metanol), test organizmalarina karsi ayni
derecede, fraksiyon 25. ve 27. (Saf etil alkol) ise hemen hemen ayni derecede aktivite
gOstermistir. Fraksiyon 29.'da (saf etil alkol) ise ¢ok az kismi inhibisyon gortlmis ancak ileriki

denemeler i¢in g6z 6nlinde bulundurulmamistir.

3.2.5.3. ince Tabaka Kromatografisi

Aktivite gorilen ve birbirine yakin olan fraksiyon 7. ve 9. ve diger 25. ve 27. TLC silika
jel plakalara (20X20, 60 Fas4, Merck) 30 pl. emdirilerek etanol:amonyak:distile su (8:1:1) ve
metanol:kloroform:distile su (10:2:1) solvent sisteminde 3 saat gelismeye birakiimig, oda
sicakliginda kurutulduktan sonra UV altinda ve ayrica anisaldehit:sulfirik asit (1:1, asetik asitle
hazirlanmis) reaktifiyle incelenmistir. Yakin fraksiyonlar arasinda bantlasma tek ve ayni
derecede oldugu igin bu fraksiyonlarin ayni aktif madde igerdigi dusinulerek birlestirilmis,
yogunlastirilarak vida kapakl temiz tiplere alinmis, Aktif madde KGG32-A ve Aktif madde
KGG32-B seklinde etiketlenerek -18 °C’ ye kaldirilmigtir.

Ayrica, TLC’ den; antimikrobiyal aktif maddenin biyootogramla yerlerinin tespiti, uygun
solvent sisteminin belirlenmesi, saflik kontrollerinde yararlaniimasina ek olarak, ninhidrin, silfirik

asit, anisaldehit ve demir klorur ile renk reaksiyonlarinin belirlenmesinde yararlaniimistir.
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3.2.6. Aktif Madde KGG32-A ve Aktif Madde KGG32-B’ nin Kismi Karakterizasyonu
3.2.6.1. Ultraviolet Spektroskopisi

Aktif madde KGG32-A (KGG32-A)' nin UV d6lgimi UV/Visible spectrophotometer (UV-
1601, Shimadzo) kullanilarak metanol solisyonunda belirlenmistir. Aktif madde KGG32-B
(KGG32-B) de ayni cihaz kullanilarak saf etil alkol soliisyonunda 200-400 nm dalga boyu
taramasi yapilarak belirlenmistir.

3.2.6.2.Infra-Red Spektroskopisi
Aktif iki maddenin Infra-red (IR) élgiimleri 2 mg maddenin potasyum bromiir (KBr) (100

°C’ de 30 dakika etiivde bekletilerek kurutulmustur) tabletleri seklinde hazirlanmasi,

PerkinElmer FT-IR System Spektrum BX tipi cihaz kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. izolasyon Sonuglari

Kuzey Kibris Merkez ve Cevresindeki toprak Orneklerinden topragi sulandirma
yontemiyle 251 kiltlire edilebilir streptomiset izolati elde edilmistir. Denemelere alinan ve
tanilamasi yapilan KGG13 ve KGG32 1. istasyon, KEH23 7. ve KVK11 8. istasyondan izole
edilmigtir.

4.2. izolatlarin Antimikrobiyal Aktivitesi

izole ettigimiz streptomisetlerin birincil antimikrobiyal aktiviteleri bélim 3.2.2.1.' de
anlatildigi sekilde belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.1." de verilmistir. Ayrica Cizelge 4.2." de
inhibisyon zonuna bagh olarak test organizmalarina kargi etkili aktif izolatlarin sayilar ve %
oranlari 6zetlenmigtir. Elde edilen kdilttre edilebilir toplam 251 streptomiset izolatindan 67 tanesi
kullanilan test organizmalarinin en az birine karsi etkili olmustur (Sekil 4.1.).
ikincil antimikrobiyal aktivite test sonuglari bdlim 3.2.2.2.” de verilen ydntemle
belirlenerek, bakterilere karsi antibakteriyal test sonuglari Cizelge 4.3." de, kiflere karsi

antifungal aktiviteleri ise Cizelge 4.4." de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.1. Birincil Antimikrobiyal Test Sonuglari (mm).

Test MO*

izolat No

SA KP BC ML EC PF CA SC YL GP

KSK1

KSK2

KSK3

KSK4

KSK5

KSK6

KSK7

KSK8

KSK9

KSK10
KSK11
KSK12
KSK13
KSK14
KSK15
KSK16
KSK17
KSK18
KSK19
KSK20
KSK21
KSK22
KSK23
KSK24
KSK25
KSK26
KSK27
KSK28
KSK29
KSK30
KSK31
KSK32
KSK33
KSK34
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Cizelge 4.1.” in devamudir.

izolat No SA KP BC ML EC PF CA SC YL GP

KSK35 - - -
KSK36 - ...
KSK37 - ...
KSK38 - - - .- .-
KSK39 - ..
KA7 25 - 3 27 - - - - 7 -
KA25 [
KA31 - - - - .. e
KA37 - - - 8 10 - - - 13 -
KA42 - - - 10 - - - - 3 -
KGG1 - - e
KGG2 - - e
KGG3 - - 9 1 8 - - - 21 -
KGG4 - - - e e
KGG5 = - - e e e e e e
KGG6 = - - e e e e e e
KGG7 - - e
KGG8 - - e
KGG9 - - e
KGG10 - - e
KGG11 - - .- .. a e
KGG12 -
KGG13 14 16 8 26 - - - 12 18 -
KGG14 - - - - .. e
KGG15 - - e
KGG16 - - e
KGG17 - - e
KGG18 - - - - 10 - 16 - - -
KGG19 - - e
KGG20 - - e
KGG21 - - - - .. e
KGG22 - - - - .. e
KGG23 - - e
KGG24 - - e
KGG25 - - e
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Cizelge 4.1.” in devamudir.

izolat No SA KP BC ML EC PF CA SC YL GP

KGG26 - -6 - - - - - -
KGG27 -
KGG28 -
KGG29 - - = e e e e e
KGG30 - - = e e e e e
KGG32 34 14 24 30 26 - 12 - 12 14
KGG33 T
KGG35 e
KGG36 e
KGG37 - - -1 - - ..o
KGG38 6 - 5 - - - - - - -
KGG39 - - = e e e e e
KGG40 e
KGO1 - - - - - - & 14 - 18
KGO2 T
KGO3 2 - - 16 - - - - - -
KGO4 -
KGO5 -
KGO6 - - = e e e e e e
KGO7 - - - - - -7 18 - -
KGO8 T
KGO9 T
KGO10 T
KGO11 <
KGO12 8 - - - 10 - 16 - - -
KGO13 - - - - - - - - 10 -
KGO14 - - = e e e e e
KGO15 - - = e e e e e
KGO16 21 - 10 2 - - - - 23 -
KGO17 - - - - - - 10 - - -
KGO18 T
KGO19 - - - - - - - - & -
KG020 -
KGO021 - - = e e e e e
KG022 14 - 27 2 - - - - 21 -
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izolat No SA KP BC ML EC PF CA SC YL GP
KGO23 - - - - - - - - - -
KGO24 - - 7 10 - - - - - -
KGO25 12 - 6 16 - - - - 22 -
KGO26 - - - 10 - - - - -
KGO27 - - - - - - - - -
KGO28 10 - - - - - 3 - 20 -
KGO029 - - - - - - - - - -
KGO30 12 - 8 11 - - - - - -
KGO31 - - - - - - - - - -
KGO032 - - - - - - - - 11 16
KGO33 - - - - - - - - - -
KGO34 - - - - - - - - 20 -
KGO35 - - - - - - - - - -
KGO36 - - - - - - - - - -
KGO37 8 - 6 - - - - - - -
KGO38 - - - - - - - - - -
KGO39 - - - - - - - - 17 -
KGO40 - - - - - - - - - -
KGO41 - - - - 12 - 17 - 8 -
KGO42 - 19 - - - - - 10
KGO43 10 - 27 - - - - - -
KGO44 - 5 10 32 - - - 18 - -
KGO45 - - - - - - - - - -
KGO46 - - - 16 - - - - - -
KGO47 - - - - - - - - -
KMY1 - - - - - - - - - -
KMY2 - - - - - - - - - -
KMY3 10 6 10 15 - - - - - -
KMY4 - - - - - - - - - -
KMY5 - - - - - - - - - -
KMY6 - - - - - - - - - -
KMY7 - - - - - - - - -
KMY8 - - - - - - - - - -
KMY9 - - - - - - - - - -

KMY10 -
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Cizelge 4.1.” in devamudir.

izolat No SA KP BC ML EC PF CA SC YL GP

KMY 11 - - - - - - - - - -
KMY12 10 12 - - - - 8« - - -
KMY13 - - - - - - - - - -
KMY14 - - - - - - - - - -
KMY15 - - - - - - - - - -
KMY16 - - - - - - - - - -
KMY17 - - - - - - - - - -
KMY18 - - - - - - - - - -
KMY19 - - - - - - - - - -
KAK3 - 10 - 22 - - - - 16 -
KAK4 - - - 7 - - - - - 11
KAK11 - - - 10 - - - - 17 -
KAK20 - - - - - - - - - -
KAK21 - - - - - - - - - -
KAK22 - - - - - - - - - -
KAK23 - - - - - - - - - -
KAK24 - - - - - - - - - -
KAK25 8 - 14 - - - - - - -
KAK26 - - - - - - - - - -
KAK27 - - - - - - - - - -
KAK28 - - - - - - - - - -
KAK29 - - - - - - - - - -
KAK30 14 - 12 - - 8 - - - -
KAK31 - - - - - - - - - -
KAK32 - - - - - - - - - -
KAK33 - - - - - - - - - -
KAK34 - - - - - - - - - -
KAK35 16 - - 30 - - - - - -
KVK1 - - - - - - - - - -
KVK2 - - - - - - - - - -
KVK3 - - - - - - - - - -
KVK4 - - - - - - 14 - - -
KVK5 - - - - - - - - - -
KVK6 - - - - - - - - - -
KVK7 - - - - - - - - - -
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Cizelge 4.1.” in devamudir.

izolat No SA KP BC ML EC PF CA SC YL GP

KVK8 - - - - - -
KVK9 .
KVK10 .
KVK11 10 - 30 15 25 10 - - - -
KVK12 .
KVK13 - ..o
KVK14 .
KVK15 - ..o
KVK16 e
KVK17 0 - - - - - 10 - - -
KVK18 .
KVK19 .
KVK20 - ..o
KVK22 .
KVK23 - ..o
KVK24 .
KVK25 .
KVK26 .
KVK27 .
KVK28 .
KVK29 - ..o
KVK30 2 - 16 - - - 20 - - -
KVK31 .
KVK32 .
KVK33 .
KVK34 .
KVK35 15 - 8 16 12 - 10 - - -
KVK36 .
KVK37 .
KEH1 T
KEH2 T
KEH3 T
KEH4 T
KEH5 - .o
KEH6 - .o




58

Cizelge 4.1.” in devamudir.

izolat No SA KP BC ML EC PF CA SC YL GP

KEH7 - - - - - - e
KEHS - - .- .. e
KEH9 - - .- .. e
KEH10 0 - 6 - - - - 10 - -
KEH11 - - - - e - e e
KEH12 - - .- .. a e
KEH13 S
KEH14 - - - - .. e
KEH15 = - - e e e e e e
KEH16 0 10 8 - - - - 8 - -
KEH17 - - .- .. e
KEH18 - - - - e - e e
KEH19 S
KEH20 S
KEH21 - - - - .. e
KEH22 - - - - .. e
KEH23 15 6 26 20 20 7 22 - 26 -
KEH24 - - .- .. e
KEH25 - - - - e - e e
KEH26 - - - - e - e e
KEH27 - - .- .. a e
KEH28 S
KEH29 0 - - - 10 - - - -
KEH30 6 - - 10 - 10 - - - -
KEH31 - - .- .. e
KEH32 - - .- .. e
KEH33 - - - - e - e e
KEH34 - - - - e - e e
KEH35 S
KEH36 S
KEH37 -
KEH38 = - - e e e e e e
KEH39 - - - -8 - 12 - 18 -
KEH40 - - - - e - e e
KEH41 - - - - e - e e
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Cizelge 4.1.” in devamudir.

izolat No SA KP BC ML EC PF CA SC YL GP
KEH42 - - - - - - - - - -
KEH43 - - - - - - - - - -
KEH44 - - - - - - - - - -
KEH45 - - - - - - - - - -
KEH46 - - - - - - - - - -
KEH47 10 - - 24 - - - 12 - 10
KEH48 - - - - - - - - - -

*; SA, Staphylococcus aureus, KP, Klebsiella pneumoniae, BC, Bacillus cereus, ML, Micrococcus luteus, EC,

Escherichia coli, PF, Pseudomonas fluorescens, CA, Candida albicans, SC, Saccharomyces cerevisiae, YL,

Yarrawia lipolytica, GP, Geotrichum penicillatum. k, kismi inhibisyon.

Cizelge 4.1 e baktigimizda, tanilamasi yapilan KGG13 nolu izolat en ylksek
antibakteriyal etkiyi 26 mm ile M. luteus (Gram pozitif) a, sonra sirasiyla 16 mm ile K
pneumoniae (Gr -), 14 mm ile S. aureus (Gr +) ve 8 mm ile B. cereus (Gr +) a karsi; KGG32
nolu izolat 34 mm ile S. aureus, 30 mm ile M. luteus, 26 mm ile E. coli (Gr -)' ye, 24 mm ile B.
cereus, ve son olarak 14 mm ile K. pneumoniae’ ya kargi etkili olmustur. KVK11 nolu izolat ise
K. pneumoniae haricinde denenen butlin gram pozitif ve gram negatif bakterilerin blylimesini
10-30 mm arasinda degisen degerlerde etkilemistir. KEH23 nolu izolat ise butin bakterilere
kargl 6-26 mm arasinda degdisen dederlerde inhibisyon gdstermistir. Mayalara karsi aktiviteleri
karsilastirildiginda ise KEH23 nolu izolat 26 mm ile Yarrawia lipolytica’ ya karsi en yuksek
aktiviteyi gostermistir. Ayni izolatin Candida albicans’ a kars! etkisi 22 mm ile en yuUksektir.
Secilen 4 izolatin 10 test organizmasina karsi birincil aktivite sonuglari karsilastirildiginda
KGG32 nolu izolatin en yliksek aktivite ve spektruma sahip oldugu goértlmustar.

Cizelge 4.2' de goruldugu gibi, 251 Streptomyces izolatindan test organizmalarina karsi
en fazla antibakteriyal etki 35 (%13.94) izolat ile Gram pozitif bakterilerden S. aureus’ a karsi
belirlenmistir. Sonra sirasiyla 31 ( %12.35) ile M. luteus, 30 (%11.95) izolat ile B. cereus’ a karsi
gerceklesmistir. Gram negatif bakterilere karsi antibakteriyal etkisi bulunan en yiksek izolat
sayisi 12 (%4.78) ile E. coli ye karsl, en dusuk olarak ise 4 (%1.59) izolat tarafindan P.
fluorescens’ e karsi gergeklesmistir. Mayalara karsi etkili bulunan en yilksek izolat sayisi 23
(%9.16) ile Y. lipolytica, en dusuk ise 7 (%2.78) ile G. penicillatum’ a karsi goérulmis olup, C.
albicans’ a karg! aktif izolat sayisi 19 (%7.56) dur (Sekil 4.1.).
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Cizelge 4.2. Birincil Antimikrobiyal Aktivite Calismasi Sonucu Test Organizmalarina Kargi

Etkili Streptomyces izolatlarinin Sayisal Dagilimi ve % Oranlari.

++++ +++ ++ + Pasif Toplam Aktif % Aktif
S. aureus 1 2 24 8 216 35 13,94
K.pneumoniae 0 1 5 3 242 9 3,58
= B. cereus 2 3 9 16 221 30 11,95
E M. luteus 3 7 18 3 220 31 12,35
2 | E coli 0 3 6 3 239 12 4,78
§ P. fluorescens 0 0 2 2 247 4 1,59
% C. albicans 1 2 11 5 232 19 7,56
S | S. cerevisiae | 0 0 8 1 242 9 3,58
Y. lipolytica 0 8 9 6 228 23 9,16
G. penicillatum 0 0 6 1 244 7 2,78

*; ++++, inhibisyon zonu 30 mm ve daha yiksek, +++, 20-29 mm, ++, 10-19 mm, +, 10 mm

ve daha dusuk.
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60 -
55 -
50 -
45
40
35 A
30 +
25
20 -
15 4
10 -
5
0 -

Toplam Aktif izolat

SA* KPP BC ML EC PF CA SC YL GP
Test Organizmalari

Sekil 4.1. Birincil Antimikrobiyal Calisma Sonucu Test Organizmalarina Karsi Aktif izolatlarin

Sayisal Dagilimi. *; SA, Staphylococcus aureus, KP, Klebsiella pneumoniae, BC, Bacillus cereus, ML, Micrococcus

luteus, EC, Escherichia coli, PF, Pseudomonas fluorescens, CA, Candida albicans, SC, Saccharomyces cerevisiae, YL,

Yarrawia lipolytica, GP, Geotrichum penicillatum.
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Gizelge 4.3. Secilen Streptomyces izolatlarinin Bazi Bakterilere Kargi Antibakteriyal Aktivitesi.

Test Organizmalari

izolatlar BS STYP SM SE EF MRSA
KMY3 - 10" 14 8 8 -
KMY8 - - - - - -
KGG13 16 20 - 14 16 18
KGG32 30 15 - - 34 12
KVK11 26 - 20 15 18 14
KVK30 10 18 - 15 20 15
KVK35 10 - - - 16 -
KVK36 - - - - 10 -
KEH23 30 12 10 - 20 22
KEH30 - - - - 8 6
KEH47 - 15 - - 16 14
KAK29 - - - - - -
KAK35 - - 10 14 16 -

*» BS, Bacillus subtilis ATCC 6683, STYP, Salmonella typhimurium CCM 5445, SM, Serratia marcescens CCM
583, SE, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, EF, Enterococcus faecalis ATCC 8043, MRSA, metisillin-direngli

Staphylococcus aureus ATCC 95047. ™; inhibisyon milimetre cinsinden verilmistir. -; inhibisyon yok.

Birincil antimikrobiyal aktivitesi belirlenen ve denenen test organizmalarina kargi yiksek
inhibisyon godsteren izolatlar segilerek ikincil antimikrobiyal denemeleri igin farklh bakteriler ve
kifler kullaniimistir. Segilen izolatlarin bakterilere karsi etkileri yine yiksek cikmistir. Ozellikle
fermentasyon denemelerine alinan 4 izolatimiz, metisillin-direngli Staphylococcus aureus basta
olmak tzere hemen hemen bitlin bakterilere karsi etkili bulunmustur (Cizelge 4.3.).

Segcilen izolatlarin kiflere karsi etkilerine (Cizelge 4.4.) baktigimizda; bakterilerin aksine
etki gosteren izolat sayisinin ¢cok daha az oldugu goériimektedir. Nokta ekim yontemiyle
belirlenen inhibisyon zonlari 2. ve 5. gunlerde hesaplanmig; fermentasyon denemeleri igin
sectigimiz KEH23 nolu izolat, test organizmasi olarak kullanilan batan kiflerin bayimesini 5-28
mm arasinda degisen degerlerde durdurmustur. Bu izolatin kiflere karsi etkisi Sekil 4.2." de
gOrulmektedir.

izolasyon calismalari sirasinda elde edilen ve cizgi ekim ydntemiyle saflastirilan farkli
oldugunu dusindugimuz Streptomyces izolatlarinin koloni morfolojileri  Sekil 4.3 de

gOsterilmigtir.
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Gizelge 4.4. Secilen Streptomyces izolatlarinin Kiiflere ve C. albicans’ a Karsi Antifungal
Aktivitesi.

Test Organizmalari ve inhibisyon zonlari™
FoX AN AA TH cox P CA
Zaman (giin) | 2. 5.|2. 5.|2. 5 |2 5 |2 5 |2. 5 |2. 5.
KVK11 - - - - - - - - - - - - - -

KVK17 C. o oL
KVK30 - - - - - - 10 5 - - oL
KVK35 S. o oL
KVK36 S. o oL
KEH21 S .. Lo
KEH23 8 6 5 6 20 15 10 5 8 16 28 26 20 20
KEH30 S. . oL
KEH47 S. . oL
KGG13 6 - - - - - 7 6° - - 6 15 - -
KGG30 C. o oL
KGG32 ..o Lo oo
KMY3 S .. Lo
KMY8 S .. Lo
KMY10 - - 10 8 13 10 12 15 10 10 14 13 10

Secilen izolatlar

KAK35 - - 8 8 13 8 - - - 10 14 10 12 -

*» FOX, Fusarium oxysporium, AN, Aspergillus niger, AA, Alternaria alternata, TH, Trichoderma hamatum, COX,

Cladosporium oxysporum, P, Penicillium sp., CA, Candida albicans. K kismi inhibisyon. ™; inhibisyon milimetre cinsinden

verilmistir. -; inhibisyon yok.
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RO LN Y \ . O08205
Sekil 4.2. KEH23 nolu izolatin Kiiflere ve C. albicans’ a Karsi Etkisi (a-1 ve a-2;

Penicillium sp., b; C. albicans, c; Fusarium oxysporium, d; Alternaria alternata, e;

Trichoderma hamatum’ a karsi inhibisyon).



Sekil 4.3. izole Edilen Streptomyces Suslarina ait Farkli Koloni Morfolojileri.
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4.3. Denemelere Alinan Aktif izolatlarin Taksonomik Karakterlerinin Belirlenmesi

ve Tanilanmalari
4.3.1. Renk Gruplamasi

izolatlarin renk gruplarinin belirlenmesi 3.2.3.1.' de anlatilan ydntemle saptanarak elde
edilen sonuglar Cizelge 4.5., Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.7.' de gosterilmistir. Ayrica bu izolatlarin

ISP 2 ortamindaki goruinUsleri Sekil 4.5., 4.6. ve 4.7.' de verilmigtir.

Gizelge 4.5. Tanilamasi Yapilan izolatlarimizin ISP 3 ve ISP 4 Besiyerlerinde Renk Gruplamasi

(7 gunlik inkiibasyon sonuglari).

Ortamlar Oat Meal Agar (ISP 3) |inorganik Tuz-Nigasta Agar (ISP 4)

Ozellik HMR SMR |DPR| HMR SMR DPR
KGG13 Sari Turuncu| +/- | Beyaz Sari -

é KGG32 | Beyaz/Gri Sari - Gri Zeytin yesili +/-

g KEH23 Sari Sari - Krem Deve tuyu Kahve
KVK11 | Beyaz/Sari| Sar - Gri Krem +/-

* Sembol ve kisaltmalar, HMR; Havasal Misel Rengi, SMR; Substrat Misel rengi; DPR; Difflize Pigment Rengi, +/-;
degisken, -; negatif.

Gizelge 4.6. Tanilamasi Yapilan izolatlarin ISP 3 ve ISP 4 Besiyerlerinde Renk Gruplamasi (14

gunlik inkiibasyon sonuglari).

Ortamlar Oat Meal Agar (ISP 3) | inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4)

Ozellik HMR SMR |DPR| HMR SMR DPR
KGG13 | Turuncu | Krem +/- Beyaz Sari -

é KGG32 Gri Krem - Gri Zeytin yesili +/-

g KEH23 | Gri/Mor |A. Kahve| - Duman Deve tiyl Kahve
KVK11 | A.Kahve | Sar - Gri Krem +/-

* Sembol ve kisaltmalar, HMR; Havasal Misel Rengi, SMR; Substrat Misel rengi; DPR; Difflize Pigment Rengi, +/-;
degisken, -; negatif.
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Gizelge 4.7. Tanilamasi Yapilan izolatlarin ISP 5 ve ISP 6 Besiyerlerinde Renk Gruplamasi (14

gunlik inkbasyon sonuglart).

Ortamlar Pepton Yeast Ekstakt Iron Agar (ISP 6) | Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5)
Ozellik HMR SMR MO HMR SMR DPR
KGG13 Krem Krem - Sari Sari -
é KGG32 Gri Zeytin Yesili - Krem Krem -
% KEH23 Duman Sari/Kahve - Duman Duman -
KVK11 Beyaz/Duman Krem - Beyaz Sari -

* Sembol ve kisaltmalar, HMR; Havasal Misel Rengi, SMR; Substrat Misel rengi, DPR; Difflize Pigment Rengi, MO;

Melanin Olusumu. -; negatif.

4.3.2. Kiiltiirel ve Morfolojik Ozellikler

izolatlarin kiiltiirel 6zellikleri 3.2.3.2." de anlatilan yontemle saptanmis ve elde edilen

sonuglar Cizelge 4.9." de verilmistir. Cizelge 4.8' de ise izolatlarin ISP 3, ISP 4, ISP 5 ve ISP 6

besiyerlerinde spor zinciri morfolojileri tipleri verilmis; Ayrica izolatlarin spor zinciri morfolojileri

Sekil 4.4." de gosterilmistir.

Cizelge 4.8. Tanilamasi Yaplilan izolatlarin Bazi Besiyerlerindeki Spor Zinciri Morfolojisi.

* Sembol ve kisaltmalar, S;

izolatlar

Besiyerleri
ISP3 ISP4 ISP5 ISP6
KGG13 Rf Rf Rp Rf

KGG32 Rf Rf Rf Rf
KEH23 S S S S
KVK11 Rf Rf Rf Rf

Spiral, Rf; Rektifleksibils. Rp; Rektinakuliaperti, ISP3; Oat Meal

Agar, ISP4; inorganik Tuz-Nisasta Agar, ISP5; Gliserol-Asparagin Agar, ISP6; Pepton Yeast
Ekstakt Iron Agar.
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Gizelge 4.9. Tanilamasi Yapilan izolatlarin Kiltirel Karakteristikleri.

izolat Ortamlar Biyiime HMR SMR DPR
Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Agar (ISP 2) ++++ Sari/Beyaz Sari +/-
Oat Meal Agar (ISP 3) ++++ Turuncu Krem +/-
Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) +++ Beyaz Sar -
KGG13 | Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5) ++ Sari Sari -
Pepton Yeast Ekstrakt Iron Agar (ISP 6) +++ Krem Krem -
Tirozin Agar (ISP 7) +++ Beyaz/Gri Duman -
Nisasta Asparagin Agar ++++ Beyaz Sari -
Glukoz Nitrat Agar ++ Turuncu Krem -
Glukoz-Asparagin Agar +++ Gri Yesil -
Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Agar (ISP 2) ++++ Gri Zeytin yesili +/-
Oat Meal Agar (ISP 3) ++++ Gri Krem -
inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) ++++ Gri Zeytin yesili ?
KGG32 | Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5) +++ Krem Krem -
Pepton Yeast Ekstrakt Iron Agar (ISP 6) ++++ Gri Zeytin Yesili -
Tirozin Agar (ISP 7) +++ Duman Duman -
Nisasta Asparagin Agar ++++ Gri Zeytin Yesili -
Glukoz Nitrat Agar +++ Gri Gri ?
Glukoz-Asparagin Agar +++ Gri Gri -
Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Agar (ISP 2) +++ Gri/Kahve Kahve ?
Oat Meal Agar (ISP 3) +++ Gri/Mor A. Kahve -
Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) +++ Duman Deve tluyl Kahve
KEH23 | Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5) ++ Duman Duman -
Pepton Yeast Ekstrakt Iron Agar (ISP 6) ++ Duman Sari/Kahve -
Tirozin Agar (ISP 7) ++ Duman Duman -
Nisasta Asparagin Agar +++ Duman Duman -
Glukoz Nitrat Agar +++ Krem Krem Sari
Glukoz-Asparagin Agar ++++ Beyaz Gri -
Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Agar (ISP 2) ++ Duman Duman -
Oat Meal Agar (ISP 3) ++ A.Kahve Sari -
Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) +++ Gri Krem +/-
KVK11 | Gliserol-Asparagin Agar (ISP 5) ++ Beyaz Sari -
Pepton Yeast Ekstrakt Iron Agar (ISP 6) +++ Beyaz/Duman Krem -
Tirozin Agar (ISP 7) + Gri A.Kahve | A.Kahve
Nisasta Asparagin Agar ++ A.Kahve Sari -
Glukoz Nitrat Agar + A.Kahve A.Kahve -
Glukoz-Asparagin Agar ++ Krem Krem A.Kahve

* Sembol ve kisaltmalar, HMR; Havasal Misel Rengi, SMR; Substrat Misel rengi, DPR; Difflize Pigment Rengi, +;

zayif, ++; orta, +++; iyi, ++++; cok iyi blylime. +/-; de@isken, -; negatif, ?; kesin belli degil. A. Kahve; Acik Kahve.
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.....

Sekil 4.4. Fermentasyon denemelerine Alinan Aktif izolatlarin Spor Zinciri Morfolojileri (a-1 ve
a-2; KGG13, b-1ve b-2; KGG32, c-1 ve c-2; KEH23, d-1 ve d-2; KVK11).
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Sekil 4.5. KGG13 nolu Izolatln Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Ortamlnda Gorinusg.
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Sékil 4.6. KGG32 nolu izolatin Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Orta|da Gorindsa.
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Sekil 4.7. KEH23 nolu izolatin Yeast Ekstrakt-Malt Ekstrakt Ortaminda Gérni]§i].
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4.3.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikler

izolatlarimizin fizyolojik ve biyokimyasal &zellikleri 3.2.3.3.'de anlatilan yéntemle
saptanmis ve sonuglar Cizelge 4.10., 4.11., 4.12., 4.13. ve 4.14' de verilmistir. Ayrica izolatlarin
DNaz Agar ortamindaki DNaz aktiviteleri Sekil 4.8., Litmus Milk Agar ortamindaki kazeinaz
aktiviteleri Sekil 4.9., ksantin degradasyonu Sekil 4.10., KGG13 nolu izolatin hippurate hidrolizi
Sekil 4.11. ve nisasta hidrolizi sonuclari Sekil 4.12.” de gosterilmistir.

Gizelge 4.10. Segcilen izolatlarin Cesitli Karbon Kaynaklarini Kullanimi.

izolatlar
KGG13 KGG32 KEH23 KVK11
Adonitol -* + - -
Laktoz - + + +
Sukroz + + + +
D-Fruktoz - + - +
Ksilitol +/- - - -
(_:u Mannitol - + + +
é:, inozitol - - + +/-
S Ksiloz +/- + + +
S | Dekstran - - +- +
ﬁ Ramnoz + + + +
< Rafinoz + + + -
D-Melezitoz - - +/- -
D-Melibioz + - - +
Glukoz + + + +
Karbon Kaynaksiz - - - -

* Semboller; +: pozitif, -: negatif, +/-: zayif pozitif sonug.
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Gizelge 4.11. Segcilen izolatlarin Azot Kaynaklarini Kullanimi.

izolatlar
KGG13 KGG32 KEH23 KVK11
L-Arginin +* - + ¥
L-Sistein + - - -
L-Histidin + + + +
L-Fenilalanin + + + +
- L-Valin + - - -
©
% KNO; + - + +
% Asparagin + + + +
X | L-Hidroksiprolin + ] N o
&9' L-Prolin + + + +
L-Lizin - - - +
L-Tirozin + - + -
DL-a-n-butirik asit - + - +
Azot Kaynaksiz - - - -

* Semboller; +: pozitif, -: negatif, +/-: zayif pozitif sonug.

Gizelge 4.12. Segcilen izolatlarin Farkli Sicaklik ve inhibitérlerle Blyime Ozellikleri.

izolatlar
KGG13 KGG32 KEH23 KVK11

4°C -* - - -

% 37°C " ¥ . ]

o 45°C - - + -
7]

Fenol 0.1 + - - -

Sodyum Azid 0,01 - - - -

0,02 - - - -

_i:’ Potasyum Telltrit 0,001 + + + -

% Kristal Violet 0,0001 - - - +

E Sodyum Kilorid %4 + + + +

%7 - + + -

%10 - - - -

%13 - - - -

* Semboller; +: pozitif, -: negatif, +/-: zayif pozitif sonug.
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Gizelge 4.13. Segcilen izolatlarin Bazi Fizyolojik Ozellikleri.

izolatlar
KGG13 KGG32 KEH23 KVK11
Nisasta Hidrolizi +/-* + + +/-
Tirozin Hidrolizi + - + -
Kazein Hidrolizi +/- + - +/-
Ure Hidrolizi - - - +
Elastin + + - -
Ksantin - + + +
Arbutin - - - -
Hippurate + - - -
Nitrat Reduksiyonu + - + -
E Oksalat Kullanimi + + - +/-
% Melanin (ISP 6 ' da) - - - -
O | Jelatin Hidrolizi + - + -
Lesitinaz’ - + + -
Lipolizis® + + + -
DNaz +/- - + +
Ksilanaz - + - -
Kitosanaz +/- - - -
Karboksi Metil Seliilaz + - - +
H,S Uretimi - - - +
Proteolitik aktivite” - + - +

* Semboller; +: pozitif, -: negatif, +/-: zayif pozitif sonu¢ *: Egg-Yolk Agar ortaminda

belirlenmistir.
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. . /
Sekil 4.8. Secilen izo]atlarm DNaz Aktiviteleri (Ortam DNaz
e TN ot odi

n Sekil 4.11.

Sekil 4.10. Segilen izolatlarin Ksantin Degradasyonu KGG13 nolu izolatin Hippurate
Hidrolizi (Ortam; Ksantin-Nutrient Agar). (Ortam; Sodyum Hippurate Broth)
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Sekil 4.12. Segilen izolatlarin Nigasta Hidrolizi (Ortam; Nisasta-Nutrient Agar, Reaktif; lyodir
Solisyonu).

Cizelge 4.14. Secilen izolatlarin Bazi Antibiyotiklere Karsi Duyarlliklar.

izolatlar
KGG13 KGG32 KEH23 KVK11
Novobiyosin (30 nug) R* R S

Neomisin (50 ug)
Novobiyosin (5 ng)
Gentamisin (10 pg)
Rifampin (5 ug)
Nalidiksik asit (30 ng)
Imipenem (10 pg)
Eritromisin (15 pg)
Penisilin G (10 i.u)
Levoflokasin (5 ug)
Oksasiklin (1 pg)

Antibiyotikler

Kloramfenikol (30 ug)

A U 0 UV U W O O 0 X0 O O
J o o I U U U O O X0 0 XD
A o I UV OV W W U AW AU O X

Vankomisin (30 ug)

w o u I I OV OO O 0 0 0 O X

Py
Py
(0]

Sulfamethoxazole (25 ug)

* Semboller; R; Resistant (Direngli), S; Sensitif (Duyarl).
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4.3.4. Kemotaksonomik Ozellikler

Fermentasyon denemelerine alinan izolatlarda diaminopimelik asit (DAP) analizi,
3.2.3.4.1. de anlatilan yontemle gerceklestirildi ve bitiin izolatlarin hiicre ¢eperi DAP tipi LL-
Apm (Kemo tip |) olarak saptandi. Aktif izolatlarin hiicre ¢eperinin L-DAP igerdikleri; énce
grimsi-yesil rengin gortlmesi ve standartla karsilastiriimasi, islem bittikten sonra 2 gline kadar
rengin sariya donmesi ve sonrasinda kaybolmasiyla anlasilimistir. Rf: 0,527 olarak
hesaplanmistir. Hiicre ¢eperindeki diger amino asitler mor-menekse renginde gézlemlenmistir.
(Sekil 4.13.)

Aktif izolatlarin hiicre ceperi karakteristik seker analizleri bolim 3.2.3.4.2." de verilen
yéntemle saptanmis olup; islem sonucunda aktif izolatlarin hiicre geperinin karakteristik seker

icermedigi goralmastir (Sekil 4.14.).

kB 2

“.‘

§

St. DAP KGG13 KGG32 KEH23 KVKI11

| S ...

Sekil 4.13. Secilen izolatlarin TLC ile Hiicre Ceperi Diaminopimelik Asit Analizleri (Sabit Faz: 20X20, 60
F2s4, Merck; Solvent sistemi: methanol: distile su: 6 N HCI: piridin (80: 26: 4: 10); Standart: Sigma DAP, D-
1377; Islem Sonrasi Kullanilan Reaktif: %0,1 ninhidrin; Siire: 2 saat 40 dk; Rf: 0.527).
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Sekil 4.14. Segilen Izolatlarin TLC ile Hiicre Geperi Karakteristik Seker Analizleri (Sabit Faz: 20X20, 60
F2s4, Merck; Solvent sistemi: n-butanol:distile su: piridin:toluen (10 : 6 : 6 : 1); Standartlar: a-f sirasiyla; D-

Fruktoz, D-Mannoz, D-Glukoz, D-Ksiloz, L-Rhamnoz ve L-Arabinoz’ un %1’ lik soliisyonlari; islem Sonrasi
Kullanilan Reaktif: Anilin-Fitalat; Stre: 3 saat 20 dk).

4.3.5. izolatlarin Tanilanmasi igin Uygulanan istatistiksel Analiz Sonuglan

Segilen ve fermentasyon denemelerine alinan 4 izolatin tanilanmasi igin 3.2.3.5’ de
verilen yontemle % benzerlikleri ve dendogramlari olusturulmustur. Williams ve arkadaslari
(1983) tarafindan belirlenen Streptomyces tirleri ana gruplarinin pozitif olasilik standart
degerleri, Cizelge 4.15. de verilmis olup, aralarindaki % benzerlikleri de $ekil 4.15. de
gOsterilmistir. Cizelge 4.16." da ise ayni arastiricilar tarafindan belirlenen Streptomyces tekil-lye
gruplarinin ayriminda kullanilan minumum testler ve standart degerleri verilmis, % benzerlikleri
Sekil 4.16.” da gosterilmistir. Fermentasyon denemeleri igin segilen aktif 4 izolatin, tanilanmasi
icin gerekli minumum testler ve sonuglari Cizelge 4.17." de 6zetlenmis olup, elde ettigimiz bu
degerlerle yukarida ifade edilen standart ana ve tekil-Gye gruplarinin degerleri ayri ayri Minitab
programina islenmis, % benzerliklerinin olusturulmasi amagciyla Multivariable Cluster analizine
tabi tutulmustur. Sonucta kendi izolatlarimiz ile standart Streptomyces turlerinin % benzerlik

oranlari ve uzaklik oranlari tespit edilmistir.
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Cizelge 4.15. Streptomyces Turleri Ana Gruplarinin % Pozitif Olasilik Matriksi (Williams et al. 1983)
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Spor Zinciri: Rektifleksibils 70 90 77 99 38 67 4 22 1 1 5 42 1 1 1 1 1 1 14 20 20 92 99
Spiral 1 38 23 1 50 22 64 78 99 99 8 58 8 99 99 99 1 67 57 40 60 17 1
Spor Kiitlesi Rengi
Kirmizi 5 5 1 39 13 66 7 1 1 99 31 16 14 12 9 1 17 1 1 1 1 83 25
Gri 1 3 99 3 13 11 77 34 1 1 31 48 71 78 91 99 1 1 1 8 99 8 75
Miseliyal Pigment Kirmizi-Portakal 1+ 1 1 11 1 8 8 1 1 1 21 16 1 67 1 1 1 1 1 20 1 1 1
Diffiise Pigment Uretilir 20 11 8 39 1 33 4 11 1 99 33 10 29 99 1 1 1 5 1 20 1 1 99
Diffiise Pigment Sari-Kahverengi %5 11 1 28 1 1 4 11 1 9 13 5 29 1 1 1 1 33 1 1 1 1 99
Melanin Uretimi
Pepton Yeast Iron Agar' da 5 13 1 61 8 67 4 33 1 1 97 47 14 22 1 1 17 17 1 80 80 99 75
Tirozin Agar' da 10 24 1 61 99 1 1 22 1 17 85 47 14 22 1 1 17 33 1 80 60 92 1
Antibiosis
B. subtilis 5 5 8 56 50 78 35 11 17 99 44 21 1 1 73 67 17 17 99 80 40 92 50
M. luteus 5 71 8 44 38 89 35 11 17 99 33 21 1 1 99 99 17 17 8 99 20 83 50
C. albicans 85 24 8 1 1 11 19 1 1 3 3 1 1 1 27 17 1 1 57 1 99 67 1
S. cerevisiae 80 13 8 1 1. 22 15 1 1 3 5 1 29 1 27 5 1 17 8 1 99 67 1
S. murinus 10 61 15 39 88 99 39 22 17 80 62 5 1 22 99 50 67 1 99 99 80 99 75
A. niger 55 32 1 6 25 22 27 1 17 33 10 11 1 1 99 33 1 1 99 1 8 75 50
Enzim Aktivitesi
Lesitinaz 15 3 15 50 75 44 4 11 1 5 10 1 1 1 64 1 1 1 8 60 40 99 75
Lipolisiz 99 99 99 94 63 99 73 8 99 83 49 26 86 89 18 99 99 8 99 40 1 33 25



Pektin Hidrolizi

Nitrat indirgenmesi
H,S Uretimi

Hippurate Hidrolizi
Elastin Degradasyonu
Ksantin Degradasyonu

Arbutin Degradasyonu
Antibiyotiklere Duyarlilik

Neomisin (30 pg/ml)

Rifampisin (5 pg/ml)

Oleandomisin (100 pg/ml)

Penisilin G (10 i.u)

45 °C’ de Blyime

Cesitli Inhibitorlerle Biiyiime (% wi/v)
NaCl (%7)

Sodyum Azid (0,01)

Fenol (0.1)

Potasyum Tellrit (0,001)

Thallous Asetat (0,001)
C ve N Kaynaklarindan Yararlanma
DL-a-n-btirik asit
L-Sistein

L-Valin

L-Fenilalanin

L-Histidin
L-Hidroksiprolin
Sukroz

Mezo-Inositol

Mannitol

L-Ramnoz

Rafinoz

20
85

90
95
99

40
70
9

85
75
90
85
90

65
60
35
70
40

45
45
90
20

53
79
90
13
87
95
99

66
84
74

74
32
92
87
87

37
61
37
61
74
37
26
32
99
82
18

77
23
92
7
85
99
99

31
99
92
23

92
85
85
99
92

54
69
62
77
69
23
23
23
69
69
31

61
83
89
44
89
94
99

11
11
44
a4
17

22
23
72
83
67

61
50
50
83
78
89
28

61
33

13
99
63
88
88
88
99

25
99
13
99

38
63
99
99
63

88
38
50
99
25
88
38
63
38
38
63

67
44
67
99
67

89
99
99
99
22

22

44
56
22

89
44
99
89
99
78
34
99
99
22
89

42
27
92

50
96
96

89
46
92
77

92
62
96
73
54

12
50
15
46
77

81
96
99
96
69

80

22
22
89
13
67
22
99

33

44
67

44
56
22
67
54

67
67
33
11
78

33
89
99
67
22

83

50
83
99

99
83
99
99

99
99
17
50

17
17
99
67
33
33
99
17
33

67
33
99
67
50
83
99

83
17
99
67

83
99
83
99
50

83
17
33
83
17
17
67
99
83
50

56
36
90

41
80
54

46
13
64
41

18
15
64
46
13

31
72
69
67
85
28
92
92
95
92
99

68
47
79
28
37
53
53

68
26
47
16

32

95
74
21

32
79
74
16
68
21
74
84
90
95
84

14
14
99
50
57
29

86

14
86

29
57
86
57
14

57
99
86
71
99

86
57
99
99
99

99
89
99
56
44
78
99

78

78

78
11
89
78
33

33
78
56
33
99
22
44
99
99
99
99

30
36
82
99

55
18

55
46

46
27
99
36
55
73
91
91
18
82

50
83
99
67
83

99

83
59
17
50

50

17

99
33
33
67
99
83
33
67
99
83
83

99
83
99
67
17

50

50
83
83

33
33
99
99
50

17
17

17
17
17
83
83
99
83
33

50
17
83
83
99
99
67

50
33
33
67

83
67
99
99
33

67
17
99
83
83
67
83
99
99
99
99

14
86
14
71
99
86
71

99
99
71
99
43

99
71
71
71
14

29
57
86
99
29

99
99

86

99

99
40
60
60
99

99

20
60

60
99
80

60
80
40
99
10
20
99
40
99
80
99

40
80

40

80
99

20

40
80

20
60
80
60
40

20
80
60
40
99
40
80
80
80
60
60

50
42

92
83
92

50
33

58
17

58
42
17

42
33
17
42

42
50
25

17

99
75

99
99
75

75
99
75
25
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D-Melezitoz 55 71 46 22 50 44 81 22 67 33 72 26 29 56 8 83 67 99 57 40 80 33 99
Adonitol 50 66 8 1 13 89 35 22 99 67 82 16 14 22 8 67 1 99 99 1 20 8 1
D-Melibioz 25 32 77 28 75 89 96 44 50 33 98 95 99 78 82 83 67 83 99 40 99 17 25
Dekstran 20 76 69 6 13 22 89 78 1 17 59 16 14 44 1 17 50 50 14 1 1 1 1
Ksilitol 5 21 1 1 1 11 46 1 1 1 21 16 29 1 55 17 1 99 8 40 1 1 25




% Benzerlik

29,15 —
52,76 —
76,38 —
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Sekil 4.15. Streptomyces Ana Gruplarinin % Benzerlikleri.

* Kisaltmalari verilen tir gruplarinin acilimlari Cizelge 4.15.” de verilmigtir.




Gizelge 4.16. Tekil-Uye Gruplarinin
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Ayriminda Kullanilan Minimum Karakterler 3 §
(Williams et al., 1983) o © 2 e " ®
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Spor Zinciri Morfolojisi®
Rektifleksibils 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Spiral 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0
Spor Kiitlesi Rengi
Gri 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0
Diffiise Pigment Uretilir 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0
Antibiosis
B. subtilis 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0
M. luteus 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0
Degradasyon
Elastin 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0
Ksantin 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0
Antibiyotiklere Duyarlihk
Rifampisin (ng/ml) 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1
Penisilin G (10 i.u.) 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0
45 °C’' de Biiyiime 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0
Gesitli inhibitorlerle Bilyiime (% wi/v)
NaCl (%7) 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0
Sodyum Azid (0,01) 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0
Fenol (0.1) 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0
Potasyum Tellirit (0,001) 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1
C ve N Kaynaklarindan Yararlanma
L-Fenilalanin 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0
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L-Histidin
Sukroz
meso-Inositol
Mannitol
L-Ramnoz
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* Semboller; “1”: %90 ya da daha fazla strain igin Pozitif, “0” %10 ya da daha az strain i¢in Pozitif Sonug.

% Benzerlik

29,97 — ]
53,32 —
76,66 —

100,00

Sekil 4.16. Streptomyces Tekil-Uye Gruplarinin % Benzerlikleri ("< Kisaltmalari verilen tir gruplarinin agilimlan Cizelge 4.16.’ da verilmistir).
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Gizelge 4.17. Aktif izolatlarin Tanilanmasiyla ilgili Minimum Karakterler ve Sonuglar!.

Ozellikler

KGG13 KGG32 KEH23 KVK11

Havasal Misel Spor Varligi
Spor Zinciri Morfolojisi®
Rektinakuliaperti
Rektifleksibils
Spiral
Vertisillat
Spor Kiitlesi Rengi
Kirmizi
Gri
Miseliyal Pigment Kirmizi-Portakal
Diffiise Pigment Uretilir
Diffiise Pigment Sari-Kahverengi
Melanin Uretimi

Pepton Yeast Iron Agar' da
Tirozin Agar' da

Miselyum fragmentasyonu
Batik Misel Sporulasyonu
Antibiosis
B. subtilis
M. luteus
C. albicans
S. cerevisiae
A. niger
Enzim Aktivitesi
Lesitinaz®
Lipolisiz®
Nitrat indirgenmesi
H,S Uretimi
Degratasyon
Hippurate
Elastin
Ksantin
Arbutin

+ + + +
+/- - - -
+ + - +
- - + -
+ + + -
- + + +
- - + +
+ + + +
+ + + +
- + + -
+ - - -
- - + -
- + + -
+ + + -
+ - + -
- - - +
+ - - -
+ + - -
- + + +
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Cizelge 4.17.” nin devamudir. KGG13 KGG32 KEH23 KVK11
Antibiyotiklere Duyarhlik
Neomisin (30 png/ml) - - - -
Rifampisin (5 ug/ml) - - - -
Penisilin G (10 i.u.) - - - -
45 °C' de Biiyiime - - + -
4 °C’ de Biiyiime - - - -
Gesitli inhibitérlerle Bilyiime (% w/v)

NaCl (%7) - + + -
Sodyum Azid (0,01) - - - -
Fenol (0.1) + - - -
Potasyum Tellurit (0,001) + + + -
Azot Kaynaklarindan yararlanma
DL-a-n-butirik asit - + - +
L-Sistein + - - -
L-Valin + - - -
L-Fenilalanin + + + +
L-Histidin + + + +
L-Hidroksiprolin + - + +

Karbon Kaynaklarindan Yararlanma

Sukroz + + + +
Mezo-Inositol - - + +
Mannitol - + + +
L-Ramnoz + + + +

Rafinoz + + + -
D-Melezitoz - - + B
Adonitol - + - -
D-Melibioz + - - +
Dekstran - - + +
Ksilitol + - - -

b, ISP 4 ortaminda 14. giin sonuglari; ¢, Egg-Yolk ortami sonuglari; +, pozitif; -, negatif, +/-, zayif pozitif.
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% Benzerlik

20,71 —

47,14 — .
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Sekil 4.17. Streptomyces Ana Gruplari ile Aktif izolatlarin % Benzerlikleri (*Kisaltmalar: verilen tiir gruplarinin agilimiari Cizelge 4.15.” de verilmistir).
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Cizelge 4.18. Streptomyces Ana Tur gruplari ile Aktif izolatlarin % Benzerliklerinin
(Dendogramlarinin) Olusturulmasi Isleminde Minitab Programi,Orijinal Istatistik Sonuglari.

Step  Number of Similarity Distance Clusters New Number of obs.
clusters level level joined cluster in new cluster
1 26 80,68 0,386 15 16 15 2
2 25 79,47 0,411 11 13 11 2
3 24 77,64 0,447 17 22 17 2
4 23 75,82 0,484 18 21 18 2
5 22 73,86 0,523 6 7 6 2
6 21 73,86 0,523 5 6 5 3
7 20 72,58 0,548 8 9 8 2
8 19 72,03 0,559 15 25 15 3
9 18 71,83 0,563 12 17 12 3
10 17 70,65 0,587 26 27 26 2
11 16 70,06 0,599 11 14 11 3
12 15 69,72 0,606 19 23 19 2
13 14 67,91 0,642 12 20 12 4
14 13 63,64 0,727 4 10 4 2
15 12 63,30 0,734 8 24 8 3
16 11 60,31 0,794 11 12 11 7
17 10 60,19 0,796 2 5 4
18 9 59,41 0,812 3 19 3 3
19 8 57,55 0,849 15 18 15 5
20 7 54,56 0,909 1 8 1 4
21 6 48,84 1,023 2 4 2 6
22 5 47,73 1,045 2 11 2 13
23 4 45,44 1,091 1 15 1 9
24 3 40,23 1,195 3 26 3 5
25 2 37,37 1,253 1 2 1 22
26 1 20,71 1,586 1 3 1 27

* Aktif izolatlarin benzerlik Gésterdigi Grup Siralari Kalin Yaziimistir (1=KGG13, 2=KGG32,
3=KEH23, 4=KVK11).

KGG13 nolu izolatin 6zellikleri, Cizelge 4.17' de verilmis olup, Cizelge 4.15 deki
nimerik taksonomi ydntemiyle tanilanmis Streptomyces Ana Tur gruplarinin &zellikleri ile
kargilastinldiginda; izolatimiz melanin Uretmemekte, S. cerevisiae’ ye karsi aktivite
gostermekte, A. niger e karsi aktivite gostermemektedir. Lesitinaz aktivitesi goralmekte, H,S
Uretmemekte, hippurate, elastin hidroliz edilmekte, ksantin ve arbutin edilmemekte, DL-a-n-
Butirik asitten yararlanmamakta, D-melibiozdan yararlanmakta, ksilitol kullaniimaktadir. Buna
ragmen Streptomyces exfoliatus olarak belirlenen 61 strain melanin Uretmekte, 39 strain
uretmemekte; S. cerevisiae’ ye karsi 99 strain aktivite gostermemekte 1 strain gostermekte; A.
niger e kargl ise 6 strain aktivite gosterip 94 strain géstermemektedir. 50 strain lesitinaz pozitif,
50 strain negatif; 89 strainde H,S uUretimi gérilmesine ragmen 11 strainde gorilmemekte;
hippurate 44, elastin 89 strain, ksantin 88, arbutin 99 strain ile hidroliz edilmekte; DL-a-n-Butirik
asitten 39 strain yararlanamamakta, D- melibiozdan 28 strain, ksilitol ise 1 strain tarafindan
kullaniimaktadir. KGG13 nolu izolatimiz ile S. exfoliatus arasindaki buyuk farklarin bunlar

olmasi nedeniyle, bu izolat %54.56 benzerlik seviyesi (Similarity level; Ssy), 0.909 uzakhk
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seviyesi (Distance level; Dp,) ile 8. gruptaki Streptomyces exfoliatus tir grubuna daha yakin
bulunmustur.

KGG32 nolu izolatin 6zellikleri (Cizelge 4.17.) ile Streptomyces Ana Tur gruplarinin
Ozellikleri (Cizelge 4.15.) karsilastirildiginda; izolatimizin spor kutlesi rengi gri olup, S.
cerevisiae ve A. niger e kargl aktivite gostermemektedir. H,S Uretmemekte, arbutin hidroliz
edilmemekte, sistein ve D-melezitoz kullanilmamaktadir. Buna ragmen Streptomyces
albidoflavus olarak belirlenen 1 strainin spor kitlesi rengi gri, 99’ unun degildir. S. cerevisiae’ ye
karsi 80 strain aktivite gostermekte, 20 strain gdstermemekte; A. niger e karsi ise 55 strain
aktivite gdsterip 45 strain gdstermemektedir. 85 strainde H,S Uretimi gérilmesine ragmen 15
strainde gérulmemekte; arbutin 99 strain ile hidroliz edilmekte; sisteini 60 strain kullanmakta, 40
strain kullanmamakta, D-melezitozdan 55 strain yararlanmakta, 45 strain yararlanamamaktadir.
KGG32 nolu izolatimiz ile S. albidoflavus arasindaki blyUk farklarin bunlar olmasi nedeniyle, bu
izolat, Ssy=60.19 ve Dp,;=0.796 ile 5. grup sirasinda bulunan S. albidoflavus tir grubuna daha
yakin bulunmustur.

KEH23 nolu izolatin 6zellikleri (Cizelge 4.17.) ile Streptomyces Ana Tir gruplarinin ézellikleri
kargilastirildiginda; izolatimiz diffuse pigment Uretmekte, S. cerevisiae’ ye kargi aktivite gostermemekte,
hippurate hidrolizi ile elastin ve arbutin degradasyonu negatif, 45 °C’ de bilylime géstermekte; Adonitol,
ksilitol ve D-melibiozdan yararlanamamakta, dekstran kullaniimaktadir. Buna ragmen Streptomyces
lydicus olarak belirlenen 1 strain diffuse pifment Uretip, 99 strain Uretmemekte; S. cerevisiae’ ye karsl 27
strain aktivite gostermekte, 73 strain gostermemekte; 30 strain tarafindan hippurate hidroliz edilirken 70
strain negatif; elastin 36, arbutin 99 strain tarafindan degradasyona ugratilmakta; 1 strain 45 °C’ de
blylmekte; adonitol ve D-melibiozdan 82 strain yararlanirken, 18 strain yararlanamamakta; ksilitol ise 55
starin tarafindan kullaniimaktadir. KEH23 nolu izolatimiz ile S. lydicus arasindaki buyuk farklarin bunlar
olmasi nedeniyle, bu izolat, Ssy= 59.41 ve Dp,=0.812 ile 19. grup sirasinda bulunan S. lydicus tir grubuna
daha yakin bulunmustur.

KVK11 nolu izolatin ézellikleri (Cizelge 4.17.) ile Streptomyces Ana Tur gruplarinin ézellikleri
(Cizelge 4.15.) ile karsilastinldiginda; izolatimiz sari-kahve diffuse pigment Uretmekte; peptone yeast
ekstrakt agarda melanin olusturmamakta; lipolizis aktivitesi gostermemekte; elastin ve arbutin
degradasyonu negatif; potasyum telllritli ortamda buyime gdstermemekte; valinden azot kaynagi olarak
yararlanamamakta; rafinoz ve adonitolden karbon kaynagi olarak yararlanamamaktadir. Buna ragmen
Streptomyces fulvissimus olarak belirlenen 99 strain sari-kahve diffuse pigment Uretmekte 1 strain
uretmemektedir; 67 straini peptone yeast ekstrakt agarda melanin olugstururken, 33 strain
olusturamamakta; 99 straini lipolizis aktivitesi gdstermekte; 67 strainde elastin ve arbutin degradasyonu
pozitif, 33 strainde ise negatifdir. 56 straini potasyum telllriti ortamda blylrken 44 straini
buyuyememektedir. Valinden 44 strain, rafinozdan ve adonitolden ise 89 strain yaralanirken, 11 strain
yararlanamamaktadir. KVK11 nolu izolatimiz ile S. fulvissimus arasindaki blyiik farklarin bunlar olmasi
nedeniyle, bu izolat Ssy = 63.64 ve Dp,=0.727 ile 10. grup sirasinda bulunan S. fulvissimus tir grubuna

daha yakin bulunmustur.
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% Benzerlik

29,97 —

53,32 —

76,66 —
100,00

Sekil 4.18. Streptomyces Tekil-Uye Gruplari ile Aktif izolatlarin % Benzerlikleri (* Kisaltmalari verilen tiir gruplaninin agilimlari Gizelge 4.16.” da verilmistir).
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Cizelge 4.19. Streptomyces Tek_iI-Uye Gruplari ile Aktif izolatlarin % Benzerliklerinin
(Dendogramlarinin) Olusturulmasi Isleminde Minitab Programi,Orijinal Istatistik Sonugclari.

Step  Number of Similarity Distance Clusters New Number of obs. in
clusters level level joined cluster new cluster
1 28 83,65 0,327 8 17 8 2
2 27 81,51 0,370 3 12 3 2
3 26 80,80 0,384 4 18 4 2
4 25 80,13 0,397 4 19 4 3
5 24 77,41 0,452 5 28 5 2
6 23 77,31 0,454 6 9 6 2
7 22 76,76 0,465 1 25 1 2
8 21 75,42 0,492 2 8 2 3
9 20 74,81 0,504 11 15 11 2
10 19 74,15 0,517 26 10 6 3
11 18 72,41 0,552 16 23 16 2
12 17 72,00 0,560 24 26 24 2
13 16 71,82 0,564 3 20 3 3
14 15 70,55 0,589 4 7 4 4
15 14 69,08 0,618 13 14 13 2
16 13 67,68 0,646 21 24 21 3
17 12 62,29 0,754 2 13 2 5
18 11 61,25 0,775 11 29 11 3
19 10 60,59 0,788 1 27 1 3
20 9 60,59 0,788 4 6 4 7
21 8 60,27 0,795 21 22 21 4
22 7 58,02 0,840 4 5 4 9
23 6 57,73 0,845 3 16 3 5
24 5 50,79 0,984 1 1 1 6
25 4 49,78 1,004 2 3 2 10
26 3 42,62 1,148 1 4 1 15
27 2 32,41 1,352 1 21 1 19
28 1 29,97 1,401 1 2 1 29

* Aktif izolatlarin benzerlik Gésterdigi Grup Siralari Kalin Yazilmistir (21=KGG13, 1=KGG32,
5=KEH23, 11=KVK11).

KGG13 nolu izolatin dzellikleri, Cizelge 4.17' de verilmis olup, Cizelge 4.16’ daki
Streptomyces Tekil-Uye Tir 6zellikleri ile kargilastirildiginda; izolatimiz elastini degradasyona
ugratmakta, ramnoz, rafinoz ve D-melibiozu karbon kaynadi olarak kullanmasina ragmen;
Streptomyces finlayi olarak belirlenen strainin elastin degradasyonu, ramnoz, rafinoz ve D-
melibiozu karbon kaynagi olarak kullanmasi negatifdir. KGG13 nolu izolatimiz ile S. finlayi
arasindaki buyuk farklarin bunlar olmasi nedeniyle, bu izolat %60.27 benzerlik seviyesi
(Similarity level; Ssy), 0.795 uzaklik seviyesi (Distance level; Dp,) ile Streptomyces finlayi tekil-
Uye tir grubuna dahil edilmistir.

KGG32 nolu izolatin dzellikleri (Cizelge 4.17.) ile’ daki Streptomyces Tekil-Uye Tir
Ozellikleri (Cizelge 4.16.) karsilastirildidinda; izolatimizin spor kitlesi rengi gri, elastini
degradasyona ugratmakta, %7 NaCl ve potasyum telluritli (0,001) ortamda buyuyebilmekte,
histidini azot kaynadi olarak kullanmakta ve D-melibiozu karbon kaynagr olarak

kullanamamaktadir. Buna ragmen; Streptomyces prunicolor olarak belirlenen strainin elastin
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degradasyonu negatif, %7 NaCl ve potasyum telltritli (0,001) ortamda buylyememekte, D-
melibiozu karbon kaynagdi olark kullanmaktadir. KGG32 nolu izolatimiz ile S. prunicolor
arasindaki biyik farklarin bunlar olmasi nedeniyle, bu izolat Ssy = 60.59 ve Dp,=0.788 ile
Streptomyces prunicolor tekil-lye tir grubuna dahil edilmistir.

KEH23 nolu izolatin 6zellikleri (Cizelge 4.17.) ile’ daki Streptomyces Tekil-Uye Tir
Ozellikleri (Cizelge 4.16.) karsilastirildiginda; %7 NaCl’ I ortamda bulylUyebilmekte, mezo-
inositol ve rafinozu karbon kaynagi olarak kullanamamaktadir. Buna ragmen; Streptomyces
glaucescens olarak belirlenen strain %7 NaCl’ I ortamda buylyememekte, mezo-inositol ve
rafinozu karbon kaynagi olarak kullanamamaktadir. KEH23 nolu izolatimiz ile S. glaucescens
arasindaki blyik farklarin bunlar olmasi nedeniyle, bu izolat Ssy = 77.41 ve Dp,=0.452 ile
Streptomyces glaucescens tekil-lye tir grubuna dahil edilmistir.

KVK11 nolu izolatin dzellikleri (Cizelge 4.17.) ile’ daki Streptomyces Tekil-Uye Tur
Ozellikleri (Cizelge 4.16.) karsilastinldiginda; izolatimiz B. subtilis’ e karg! aktivite gostermekte,
elastin degradasyonu negatif, %7 NaCl, sodyum azid (0,01), fenol (0,1) ve potasyum tellGritli
(0,001) ortamda blylyememekte, fenilalanini azot kaynagi olarak kullanmakta, ramnoz, mezo-
inositol ve D-melibiozu karbon kaynagi olarak kullanmaktadir. Buna ragmen; Streptomyces
badius olarak belirlenen strainin B. subtilis' e karsl aktivitesi olmamakla birlikte, elastin
degradasyonu pozitif, %7 NaCl, sodyum azid (0,01), fenol (0,1) ve potasyum telluritli (0,001)
ortamda buyuyebilmekte, fenilalanini azot kaynagi olarak kullanamamakta ayrica, ramnoz,
mezo-inositol ve D-melibiozu karbon kaynagi olarak kullanamamaktadir. KVK11 nolu izolatimiz
ile S. badius arasindaki blyuk farklarin bunlar olmasi nedeniyle, bu izolat Ssy = 61.25 ve
Dp,;=0.775 ile Streptomyces badius tekil-Uye tir grubuna dahil edilmistir.

Streptomyces major ile tekil-lUye gruplarini olusturan strainler ile sectigimiz aktif
izolatlarin minimum karakterlerinin karsilastiriimasi sonugu yizde benzerlik oranlarinin yaklasik
olarak %54-77 arasinda olmasi nedeniyle ve hala Streptomyces cinsine ait turlerin taksonomik
pozisyonlarinin tartismali oldugu dusunulirse ve de her ne kadar tanilanmalarinda kultarel,
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal zellikleri blylk oranda gecerli olmasina ve kullaniimasina
ragmen, aktif izolatlar herhangi bir tir grubuna dahil edilmemislerdir. Clnki s6z konusu
karakterlere dayanarak bu tur gruplarina dahil edilebilmeleri i¢in en az benzerlik oranlarinin %80
ve Uzerinde bulunmasi gerekmektedir. Diger taraftan, ylizde benzerlikleri ylksek olsa bile, 16S
rRNA analizleri, serolojik ve faj duyarlilik testleriyle beraber hizli enzim testlerinin de
tamamlanmasi yerinde olacaktir. Bu ylzden calismada taksonomik durumlarini belirlemeye
calistigimiz aktif izolatlarimiz; Streptomyces sp. KGG13, Streptomyces sp. KGG32,
Streptomyces sp. KEH23 ve Streptomyces sp. KVK11 seklinde kendi verdigimiz orijinal

numaralandirma ile saklh tutulacak ve muhafaza edilecektir.
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4.4. Fermentasyonla Antimikrobiyal Etkili Maddenin Uretimi

Aktif izolatlarin fermentasyon galismalan 3.2.4." de anlatilan prosedurle, besiyeri 39,
40, 41 ve 42’ de gercgeklestiriimistir. Fermentasyonla antimikrobiyal etkili molekilin UGretim
calismalariyla ilgili sonuglar; kuru agirlik (biyomass) ve pH degisimleri; Cizelge 4.20., 4.21.,
4.22. ve 4.23. de, her bir fermentasyon ortamindaki blyime egrileri Sekil 4.19., 4.20., 4.21. ve
4.22’ de, zamana bagl olarak antibiyotik Gretim oranlari Cizelge 4.24’ de verilmigtir.

Cizelge 4.20. Fermentasyon Ortami 1 (Besiyeri 39)’ de Kuru Agirlik ve pH Degisimleri.

Zaman (saat)

izolatlar 0 8 16 24 32 44 56 64 72 84 96 108 120

KGG13 | KA 62 04 05 06 08 09 11 14 13 08 09 12
pH |73 765 795 845 880 9.04 883 892 894 8.83 920 8.70 9.40

KGG32  KA|O 01 03 04 04 06 07 08 09 08 08 06 04
pH |73 707 74 745 765 780 8.06 882 845 840 892 864 8.70

KEH23 | KA | O 61 03 06 08 07 08 09 06 13 12 08 04
pH |73 7.02 694 704 747 765 870 836 892 870 845 8.90 9.08

KVK11 | KA |0 03 05 06 04 05 07 09 08 04 05 04 05
pH |73 765 794 820 850 820 795 865 893 885 892 9.05 9.39

izolat KGG13 ile yaptigimiz fermentasyon denemelerinde besiyeri 39 (FO1) da
antibiyotik Uretimi 24. saatte baslamistir. En yiiksek antibiyotik tretimi yine ayni besiyerinde 64.
saatte 18 mm ile en yuksektir. Ayrica fermentasyon sivisinda antimikrobiyal etkili molekdlin
Uretiminin belirlenmesi igin kullanilan indikator test organizmalarindan sadece Gr (+) bakteri S.
aureus’ a karsi inhibisyon gézlenmigtir. Bu izolatin besiyeri 42 (FO4) ile fermentasyonun da
antibiyotik Gretimi saptanamamigtir. En yiksek biyomass agirhigini besiyeri 39’ da 1.4 g/100 ml
ile 72. saatte olusturmustur. Fermentasyon ortamlarinda pH degisim araligi ortalama olarak 7.0-
9.30’ dur.
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Sekil 4.19. Aktif izolatlarin Besiyeri 39’ de Biiyiime Egrileri.

Cizelge 4.21. Fermentasyon Ortami 2 (Besiyeri 40)’ de Kuru Agirlik ve pH Degisimleri.

Zaman (saat)

izolatlar 0 8 16 24 32 44 56 64 72 84 96 108 120
KGG13 KA 03 05 04 05 08 12 11 13 08 08 09 08
pH |75 765 850 860 880 910 8.78 894 8.88 866 925 885 8.92
KGG32 KA |0 02 03 06 05 05 08 07 13 16 18 14 12
pH |75 735 747 743 733 760 7.70 805 830 8.18 835 862 8.59
KEH23 KA |0 02 05 07 06 08 08 11 12 08 12 08 05
pH |75 765 778 7.84 804 825 840 838 8.88 926 858 9.08 934
KVK11 KA |0 0.1 03 04 04 06 06 07 08 06 04 02 02
pH |75 745 789 8.08 860 896 937 978 960 948 936 9.05 945

izolat KGG32 en yiiksek biyomass agirhigina 1.8 g/100 ml ile fermentasyon ortami
olarak segilen besiyeri 40’ da 96. saatte ulasmistir. Her 4 fermentasyon ortaminda da test
organizmalarina karsi inhibisyon gortlmus, 120. saatte 32 mm ile S. aureus, 26 mm ile ise E.
coli ye karsi en yulksek inhibisyon besiyeri 42’ de saptanmistir. Antibiyotik Uretimi 16. saatte
besiyeri 40’ da en yuksektir. Ortalama olarak en distk antibiyotik verimi besiyeri 39' da
gorulmastar. Diger taraftan antibiyotik Gretiminin en disuk gézlendigi besiyeri 39’ da biyomass
agirigr 0.9 g/100 ml ile en dusdktar. pH degisim araliginin (7.0-8.10) en dusuk gdzlendigi

fermentasyon ortami besiyeri 42 olup, en yiksek 7.3-8.92 besiyeri 39’ da dlgulmistir.
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Sekil 4.20. Aktif izolatlarin Besiyeri 40’ da Blyime Egrileri.

Cizelge 4.22. Fermentasyon Ortami 3 (Besiyeri 41)" de Kuru Agirlik ve pH Degisimleri.

Zaman (saat)

izolatlar 0 8 16 24 32 44 56 64 72 84 96 108 120

KGG13 KA 0.1 62 03 04 03 06 09 10 07 08 05 0.7
pH | 695 725 743 755 846 833 865 873 896 934 893 854 8.03

KGG32 KA |0 0.1 0.1 03 07 09 09 13 15 11 14 12 09
pH | 695 7.08 726 768 754 787 846 830 825 836 7.65 864 8.39

KEH23 KA |0 02 03 03 04 05 06 08 15 14 14 12 11
pH | 695 712 748 776 820 864 870 835 880 882 873 837 8.33

KVK11 KA |0 02 03 03 04 06 07 09 11 14 13 12 09
pH | 695 7.02 655 530 598 6.18 633 6.22 648 595 6.82 789 8.30
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Sekil 4.21. Aktif izolatlarin Besiyeri 41’ de Blyume Egrileri.

izolat KEH23 ile yaptigimiz fermentasyon denemelerinde besiyeri 41 (FO3) de
antibiyotik Uretimi 16. saatte baslamistir. Fermentasyon ortami besiyeri 39,40. ve 41. de
antibiyotik Uretimi hemen hemen ayni olup; ortalama olarak 6-16 mm arasinda degisen
degerlerle, S aureus, E. coli, M. luteus ve C. albicans test organizmalarina karsi gézlenmistir.
Bu izolatin besiyeri 42 (FO4) ile fermentasyonunda antibiyotik tretimi en dusuktir ve 72. saatte
baglamistir. En ylksek biyomass agirhgini besiyeri 41° de 1.5 g/100 ml ile 72. saatte
olusturmustur. Fermentasyon ortamlarinda pH degisim aralii1 ortalama olarak 7.3-9.34’ dur.

Cizelge 4.23. Fermentasyon Ortami 4 (Besiyeri 42)’ de Kuru Agirlik ve pH Degisimleri.

Zaman (saat)

izolatlar 0 24 48 60 72 84 96 108 120

KGG13 KA® 0.232 0.272 0.352 0.372 0.380 0.492 0.522 0477
pH | 7.0 6.38 6.75 7.10 6.71 6.80 6.79 6.67 6.70
KGG32 KA 0 0.280 0515 0625 0.625 0.705 0.875 0.945 0.725
pH | 7.0 6.53 7.20 7.67 7.31 7.60 8.05 8.10 7.90

KEH23 KA 0 0342 0422 0442 0662 0.682 0.692 0.842 0.752
pH | 7.0 6.26 6.77 7.39 6.93 7.05 7.55 7.65 7.90

KVK11 KA 0 0.185 0441 0451 0531 0.552 0.461 0.501 0.611
pH | 7.0 6.65 7.55 7.78 7.44 7.70 7.97 8.18 8.06

@ KA; kuru agirlik.
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Sekil 4.22. Aktif izolatlarin Besiyeri 42’ de Biiyiime Egrileri.

izolat KVK11 en yiiksek biyomass agirigina 1.4 g/100 ml ile fermentasyon ortami
olarak secilen besiyeri 41’ de 84. saatte ulagsmistir. Antibiyotik Uretimi 44. saatte besiyeri 41’ de
baglamis, 16 mm ile 84. ve 96. saatlerde S. aureus’ a kargl gézlenmigtir. C. albicans’ a kargi en
yuksek inhibisyon degeri 108. saatte 14 mm’ dir. Bu izolatin besiyeri 42 (FO4) ile
fermentasyonunda antibiyotik Uretimi saptanamamistir. Ortalama olarak en dislk antibiyotik
verimi besiyeri 39’ da gorulmistir. pH degisim araliginin (7.0-8.06) en disik gozlendigi

fermentasyon ortami besiyeri 42 olup, en ylksek 7.5-9.78 ile besiyeri 40’ da Olgulmustir.
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Cizelge 4.24. Izolatlarin Fermentasyon Esnasinda Zamana Bagli Inhibisyon Zonlar1 (mm).

izolatlar KGG13 KGG32 KEH23 KVK11
Fermentasyon
Ortamlari | FOl FO2 FO3 FO4 | FO1 FO2 FO3 FO4 | FO1 FO2 FO3 FO4 | FOl FO2 FO3 FO4
Zaman | iITO*
(sa)
SA - - - - - - - - - - - -
0 EC - - - ND | - - - ND| - - - ND | - - - ND
CA - - - - - - - - - - - -
SA - - - - - - - - - - - -
8 EC - - - ND | - - - ND| - - - ND | - - - ND
CA - - - - - - - - - - - -
SA - - - - 8 - - - 6 - - -
16 EC - - - ND | - - - ND| - - - ND| - - - ND
CA - - - - - - - - - - - -
SA 4 - - - 14 12 - - 10 - - -
24 EC - - - ND| - - 6 ND | - - - ND| - - - ND
CA - - - - - - - - 10 - - -
SA 10 4 6 10 14 14 10 8 16 - - -
32 EC - - - ND| - 12 10 ND| 8 6 8 ND | - - - ND
CA - - - - - 12 10 12 - - -
SA 16 8 8 6 12 15 14 14 16 - - 4
44 EC - - - NDJ| 10 10 12 ND| 10 10 10 ND | - - 8 ND
CA - - - - 10 - 12 10 12 - - -
SA 16 10 10 14 18 16 12 10 14 - - 4
56 EC - - - NDJ| 10 12 15 ND | 10 - 10 ND | - - 10 ND
CA - - - - 12 - 10 10 12 - - -
SA 18 - 10 10 12 14 16 12 14 - 6
64 EC | 6 - - ND| 12 14 16 ND| 6 - - ND| - - 10 ND
CA - - - - - - 10 10 10 - - -
SA 14 16 12 - 10 16 16 18" | 16 12 16 8 4 6 8 -
72 EC - - - - 12 14 15 16 | 12 10 108 - 6 12 14 -
CA - - - - - - - 8" 8 4 12 - - - - -
SA 14 14 6 - - 10 14 2510 10 16 10 8 10 12 -
84 EC - - - 8 12 12 18 - - - - < 12 16 -
CA - - - - - - - - 10 8 12 - - - - -
SA 12 10 - - 10 18 18 22 | 10 8 14 7 8 10 12 -
96 EC - - - - 12 14 15 20 - - 12 8 g« 10 16 -
CA - - - - - 100 - - 12 10 13 - - - - -
SA 10 10 - - 14 18 16 22 ] 14 10 14 13 6 10 12 -
108 EC - - - - 6 10 12 22|10 6 10 15 - 4 12 -
CA - - - - - - - - 8 8 12 - - 12 14 -
SA 12 10 - - 10 10 12 32 ] 10 8 12 14 - - 10 -
120 EC - - - - - 10 10 26 8 4 10 16 | 2 6 12 -
CA - - - - - - - - 10 8 10 - - - 12 -

* Semboller; ITO: Indikatér Test Organizmalar; SA: S. aureus, EC: E. coli, CA: C. albicans. k. kismi
inhibisyon. FO1: Fermentasyon Ortami 1, FO2: Fermentasyon Ortami 2, FO3: Fermentasyon Ortami,
FO4: Fermentasyon Ortami 4. sa: Saat, -; Inhibisyon Yok, ND: denenmedi, ™: inhibisyon zonlar

milimetre olarak verilmistir.

Aktif
organizmalarina kars1 etkileri; Sekil 4.23., 24., 25., 26., 27. ve 28.” de gosterilmektedir.

izolatlarin  fermentasyon sirasinda zamana bagli olarak test
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Sekil 4.23. Aktif izolatlarin 60 Saatlik Fermentasyon Sivisinin indikatér Test Organizmalarina
(Soldan Saga Sirasiyla; E. coli, S. aureus ve M. luteus) Karsi Etkisi (Aktarilan Miktar 60 pl,
Ortam: FO4, izolat no’lari ok igareti ile gésterilmistir).

Sekil 4.24. Aktif izolatlarin 72 Saatlik Fermentasyon Sivisinin indikatér Test Organizmalarina
(Soldan Saga Sirasiyla; E. coli, S. aureus ve M. luteus) Kargl Etkisi (Aktarilan Miktar 60 pl,
Ortam: FO4, izolat no’lari ok igareti ile gésterilmistir).

Sekil 4.25. Aktif izolatlarin 84 Saatlik Fermentasyon Sivisinin indikatér Test Organizmalarina
(Soldan Saga Sirasiyla; E. coli ve M. luteus) Karsi Etkisi (Aktarilan Miktar 60 pl, Ortam: FO4,
izolat no’lari ok isareti ile gosterilmistir).
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Sekil 4.26. Aktif izolatlarin 96 Saatlik Fermentasyon Sivisinin indikatér Test Organizmalarina
(Soldan Saga Sirasliyla; E. coli, S. aureus ve M. luteus) Karsi Etkisi (Aktarilan Miktar 60 pl,

Ortam: FO4, izolat no’lari ok isareti ile gdsterilmistir).

=

Sekil 4.27. Aktif izolatlarin 108 Saatlik Fermentasyon Sivisinin indikatér Test Organizmalarina

(Soldan Saga Sirasliyla; E. coli, S. aureus ve M. luteus) Kargl Etkisi (Aktarilan Miktar 60 pl,

Ortam: FO4, izolat no’lari ok isareti ile gdsterilmistir).

Sekil 4.28. Aktif izolatlarin 120 Saatlik Fermentasyon Sivisinin indikatér Test Organizmalarina
(Soldan Saga Siraslyla; E. coli, S. aureus ve M. luteus) Karsi Etkisi (Aktarilan Miktar 60 pl,

Ortam: FO4, izolat no’lari ok isareti ile gésterilmistir).
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4.5. Streptomyces sp. KGG32 nolu lzolattan Aktif Maddenin izolasyonu,
Saflagtiriimasi ve Kismi Karakterizasyonu

Her maddenin kendine 6zgl gdsterdigi bir UV dalga boyu araligi vardir. Bu aralikta
Olcllen maksimum absorbans degeri, maddenin ¢ézindigu solvente gore degisir. Antibiyotikler
genellikle 200-400 nm dalga boylari arasinda maksimum absorbans gosterirler. UV
spektroskopisi ile herhangi bir maddenin kalitatif ve kantitatif analizi yapilabildigi gibi, bilinmeyen
bir maddenin yapi tayininde IR, NMR (Nuklear Magnetik Rezonans) gibi daha ileri iglemlerle
beraber de kullanilir. Calismada IR analiz sonuglariyla beraber degerlendirilmistir.

KGG32-A aktif maddesinin UV spektroskopisinde maksimum absorbans gosterdigi pik
dalga boyu 275 ve 286,5 nm, KGG32-B’ nin ise 396 nm olarak ol¢ilmustur (Sekil 4.29.).

Absorbans Absorbans
a) b)

0.97 0.97

0.61 0.61
0.31 0.31
200 : 300 Dalga Boya(am) 300 200 ' 300  Dalga Boyumm) 400

Sekil 4.29. izole Edilen iki Aktif maddenin UV Spektrumlari (a= KGG32-A, b=KGG32-B).

infrared (kizil 6tesi) spektroskopi, maddenin infrared isinlarini absorplamasi Uzerine
kurulmus olan bir spektroskopi dalidir. IR’ de isinlar dalga boylariyla degil, daha ¢ok dalga
sayllariyla verilir. Dalga boylari araldi; 4000-400 cm™ dir. IR spektrumu kabaca 4 spektral
bolgeye ayrilir. 1. si; 3700-2700 cm™ (X-H), 2. 2700-1850 cm™ (Uglii baglar), 3. 1950-1550 cm””
(Cifte baglar) ve 4.’ sii; 1550-600 cm” (X-H harig, tek baglar)’ dir.

KGG32-A aktif maddesinin IR spektrumu (Sekil 4.30.) na bakildiginda; 3439.77 cm™
de gorulen buylk pik O-H ya da N-H grubunun gdsterebilecegi titresim olup; N-H grubu daha
kiguk titresim gosterdiginden, O-H grubuna aittir. 2924.36 cm™ de genelde C-H, 2352.94 cm™
de ise genellikle P-H grubuna ait pik olup, son agiklanan P-H grubu bdlgesi t¢li bag bolgesidir.
1641.95 cm™ de C=N ve 1633.56 cm™ de C=C gruplarinin olusturabilecedi titresim olup, yakin
olmalarindan dolay! incelenen maddenin aromatik halka icerdigini gosterir. 1404.19 cm™ piki
fenol benzeri bilesiklerin IR spektrum analizlerinde ortaya ¢ikan C-O grubunun goésterdigi bir
titresimdir. 1121.67 cm™ de alifatik C-N grubu, 1054.54 cm™ de C-O ve son olarak 539.86 cm™
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de ise C-Br grubu titresimleri gorilmektedir. Ancak son agiklanan gruptaki karbona bagli “Br”
aktif maddenin hazirlandigi KBr’ den ileri geldigini dugiinmek dogru olacaktir. 998.60 ve 920.27
cm’” boélgelerinde titresim yapan gruplar belirlenememistir. KGG32-A aktif maddesinin yapisinda
bulunan ve agiklanabilen gruplara dayanarak kabaca formulini C7,H3,N2,03,P-R (R degisken

olup; bilinmeyen grup/gruplari géstermektedir) olarak gosterebiliriz.
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Sekil 4.30. KGG32-A’ nin IR spektrumu (KBr).

KGG32-B aktif maddesinin IR spektrumu (Sekil 4.31.) na bakildiginda; 11 tane pik
veren grup gorilmektedir. 3456.58 cm™ de g6rilen pik O-H, 3417.36 cm™ deki N-H, 2918.76
cm™ deki C-H, 2358.54 cm™ deki P-H, 1636.36 cm™* deki —C(NH,)=0, 1479.72 cm™ deki —C-
H,-, 1381.81 cm™ deki —CH, (Alkan, simetrik dimetil), 1118.88 cm™ deki C-N, 760.83 cm™ deki
C-Cl, yine 615.38 cm™ deki C-ClI gruplarinin géstermis oldugu titresimlere bagl piklerdir.
KGG32-B aktif maddesinin yapisinda bulunan ve agiklanabilen gruplara dayanarak kabaca
formalindn C7,H41,N3,02,P-R (R degisken olup; bilinmeyen grup/gruplari géstermektedir) olarak
gOsterebiliriz.
KGG32-A, sari renkli olup; metanol ve suda iyi ¢6zliinmekte, diger organik solventlerde
(Butanol, Metilen Klorid, Petrol Eteri v.b.) zayif ¢ézlnmektedir. Pozitif renk reaksiyonlar
ninhidrin (sari-kahve spot), sdlfirik asit (kahve spot) ve anisaldehit ile negatif olanlar demir

klorirle gerceklesmektedir. Maksimum UV spektrumu, 275-286 nm olup, aromatik ve konjuge
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¢Gift bag oldugunu gdstermektedir. Ninhidrin ile gosterdigi reaksiyondan serbest amino grubuna
sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Cok sayida Gr (+) ve Gr (-) bakterilere ve C. albicans’ a karsi
aktivite gostermektedir. Polar olmasina ragmen ¢odu organik solventte ¢éziinmemekte ancak,
notral ya da amfoterik karakterde olabilecegi dusunulmektedir. IR spektrumuna dayanarak
alifatik zincirlerin, ¢ift baglarin ve asidik gruplarin (-C-O-) bulunabilecegini, anisaldehit ile verdigi
reaksiyona bakarak glikosidik gruplari icerdigini sdylemek mimkindur. Elde edilen verilere gore
glikopeptit yapida olabilecegini diisinmekteyiz.

KGG32-B, beyaz renkli olup; etanol ve suda iyi ¢éziinmekte, diger organik solventlerde
(Metanol, Buatanol, Metilen Klorid, Petrol Eteri v.b.) zayif ¢ézUnmektedir. Pozitif renk
reaksiyonlari ninhidrin (sari-kahve spot), olup; siilfirik asit ve demir kloriirle negatif reaksiyon
vermektedir. Maksimum UV spektrumu, 386 nm’ dir. Ninhidrin ile gosterdidi reaksiyondan
serbest amino grubuna, stlfirik asitle negatif reaksiyon verdiginden doymamis yan gruplara
sahip olabilir. Cok sayida Gr (+) ve Gr (-) bakterilere ve C. albicans’ a karsl aktivite
gOstermektedir. Polar olmasina ragmen ¢ogu organik solventte ¢ézinmemekte ancak, nétral ya
da amfoterik karakterde olabilecedi dusunulmektedir. IR spektrumuna dayanarak alifatik
zincirlerin, ¢ift baglarin ve asidik gruplarin (-C-O-) bulunabilecedini sdylemek mimkundur. Elde
edilen verilere gore peptit yapida olabilecegini disiinmekteyiz.

Streptomyces sp. KGG32 nolu izolattan elde edilen aktif madde KGG32-A ve KGG32-B’

nin bazi fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 4.25. * de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.31. KGG32-B’ nin IR spektrumu (KBr).
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Gizelge 4.25. izole Edilen Aktif Maddelerin Bazi Fizikokimyasal Ozellikleri.

KGG32-A

KGG32-B

Renk

Coziiniirlik

Fonksiyonel Grup
1) Ninhidrin

2) Siilfirik Asit

3) Demir Kloriir
4) Anisaldehit
UV A Maks. (nm)
IR v Maks. (cm™)

Rf
Antimikrobiyal
Spektrum

Sar1

Organik solventlerin c¢ogunda (Biitanol, Etil
Alkol, Petrol Eteri, Metilen Klorid, Benzen)
Zayif, Suda 1yi

Pozitif (Serbest Amino Grubu Var)
Pozitif (Doymamis Grup Yok)
Negatif (Fenolik —OH Yok)
Negatif

275, 286.5 (Metanol)
3439-2924-2352-1641-1633-1404-1121-1054

(a)" 0.22 (b) 0.40
Sa™, Bs, Bc, M, Ec, Kp, Ef, Ca, MRSA, Styp.

Beyaz
Su, Etil Alkol

Pozitif ~ (Serbest Amino
Grubu Var)
Negatif (Doymamis Grup

Var)

Negatif (Fenolik —OH Yok)
ND

396 (Saf Etil Alkol)
3456-3417-2918-2358-1636-
1479-1381-1118-760-615
(c) 0.64 (d) 0.78

Sa, Bs, Ec, Ef, Ca, ML

*Solvent Sistemi: a) Metanol:Distile Su (3:1 v/v), b) Metanol:Kloroform:Distile Su (10:2:1 v/v), ¢) Saf Etanol:Distile Su
(3:1 v/v), d) Etanol:Amonyak:Distile Su (8:1:1 v/v). ND; Belirlenmedi.

™ Mikroorganizmalar: Sa; Staphylococcus aureus, Bs; Bacillus subtilis, Bc; Bacillus cereus, MI; Micrococcus luteus, Ec;

Escherichia coli, Kp; Klebsiella pneumoniae, Ef; Enterococcus faecalis, MRSA; Metisilin Direngli S. aureus, Styp;

Salmonella typhimurium, Ca; Candida albicans.
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5. TARTISMA

Calismamizda elde edilen kiiltiire edilebilir toplam 251 streptomiset izolatindan 67
tanesi kullanilan test organizmalarinin en az birine karsi etkili olmustur. Bunlardan %52.23" U
sadece Gr (+) bakteriler, %5.97' si sadece Gr (-) bakteriler, %25.37' si hem Gr (+) hem de Gr (-)
bakteriler, %16.41’ inin ise sadece mayalar uzerine etkili olduklari belirlenmistir. Streptomyces
sp. KGG13 nolu izolat en ylksek antibakteriyal etkiyi 26 mm ile M. luteus (Gram pozitif)' a,
sonra sirasiyla 16 mm ile K. pneumoniae (Gr -), 14 mm ile S. aureus (Gr +) ve 8 mm ile B.
cereus (Gr +) a karsi; Streptomyces sp. KGG32 nolu izolat 34 mm ile S. aureus, 30 mm ile M.
luteus, 26 mm ile E. coli (Gr -)' ye, 24 mm ile B. cereus, ve son olarak 14 mm ile K. pneumoniae’
ya karsi etkili olmustur. Streptomyces sp. KVK11 nolu izolat ise K. pneumoniae haricinde bitiin
gram pozitif ve gram negatif bakterilerin blyimesini 10-30 mm arasinda degisen degerlerde
etkilemistir. Streptomyces sp. KEH23 nolu izolat ise butiin bakterilere kargi 6-26 mm arasinda
degisen degerlerde inhibisyon gdstermistir. Mayalara kargi aktiviteleri karsilastirildiginda ise
Streptomyces sp. KEH23 nolu izolat 26 mm ile Yarrawia lipolytica’ ya karsi en yuksek aktiviteyi
gOstermistir. Ayni izolatin Candida albicans’ a karsi etkisi 22 mm ile en yuUksektir. Secilen 4
izolatin 10 test organizmasina karsi birincil aktivite sonuglari karsilastirildiginda Streptomyces
sp. KGG32 nolu izolatin en yiiksek aktivite ve spektruma sahip oldugu goérilmustir.

251 Streptomyces izolatindan test organizmalarina karsi en fazla antibakteriyal etki 35
(%13.94) izolat ile Gram pozitif bakterilerden S. aureus’ a karsi belirlenmistir. Sonra sirasiyla 31
(%12.35) izolat ile M. luteus, 30 (%11.95) izolat ile B. cereus’ a karsi gergeklesmistir. Gram
negatif bakterilere karsi antibakteriyal etkisi bulunan en yiksek izolat sayisi 12 (%4.78) ile E.
colf ye karsl, en dusiuk olarak ise 4 (%1.59) izolat tarafindan P. fluorescens’ e karsi
belirlenmistir. Mayalara karsi etkili bulunan en ylksek izolat sayisi 23 (%9.16) ile Y. lipolytica,
en duslk ise 7 (%2.78) ile G. penicillatum’ a kargl gérilmis olup, C. albicans’ a kars! aktif izolat
sayisi 19 (%7.56) dur.Yukaridaki agikladigimiz de@erlere baktigimizda, streptomisetlerin Gr (+)
bakteriler Gzerine etki gosterenlerin, Gr (-) bakteriler tzerine etki edenlerin sayisindan ¢ok daha
yiksek oldugu gorilmektedir. Bundan dolayir Gr (+) bakteriler lzerine etkili yeni antibiyotik
arastirmalarinin kapali bir alan oldugu, Gr(-) bakteriler, funguslar ve mayalara etkili antibiyotik
arastirmalarin incelemeye agik olusu goérusu, calismamiz ile de dogrulanmis olmaktadir.

Bir Rus aragtirici olan Nakhimovskaia (1937) topraktaki antagonistik aktinomisetleri ilk
defa incelemis ve inceledigi 80 kultirden 47 tanesinin antagonistik madde ¢ikardigini; hepsinin
Gr (+) bakteriler Gzerine etkili oldugunu belirlemistir. Linder ve Wallhauser (1955) antagonizm
yoéninden 2500 Streptomyces straini izole etmigler ve bunlarin %77' sinin Gr (+) bakterilere (S.
aureus), % 40' inin Gr (-) bakteriler (E. coli), %32" sinin Mycobacterium (M. tuberculosis) ve
%18' inin de funguslar (A. niger) Uzerine etkili olduklarini saptamislardir. Kuzey Kanada

topraklarindan izole edilmis 600 aktinomisetin antibiyotik aktivitesi Uzerine yapilan ¢alismada,
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izole edilen kultirlerin %47' sinin S. aureus, %8.2' sinin E. coli, %19.5" inin M. tuberculosis
Uzerine etkili oldugu saptanmistir. Cesitli ortamlardan izole edilen toplam 10.000 kaltGrin
incelenmesinde, bunlarin %25' inin bakteriler tzerine etkili antibiyotikler Urettikleri saptanmistir
(Oner, 1989). Denizci 1996 yilinda Ege ve Dodu Karadeniz topraklarindan izole ettigi 356
aktinomiset kdltirtiinden 114 tanesinin Gr (+) bakterilere, 13 tane izolatin hem Gr (+) hem de Gr
(-) bakterilere 1 tanesinin ise sadece Gr (-) bakterilere karsi etkin olduklarini saptamistir. Ayni
arastirici izole ettigi aktif izolatlarin hepsinin Streptomyces tirleri oldugunu calismasinda
gOstermigtir. Ayrica aktinomisetler ile ilgili yapilan calismalarda incelenen ¢esitli genuslar
arasinda Streptomyces genusu uyelerinin hem daha fazla oranda olduklari hem de en yiksek
sayida antibiyotik Ureticileri olduklari bir ¢ok arastirici tarafindan belirtiimektedir (Lechevalier
1989, Locci 1989, Oner 1989, McCarthy and Williams 1990, Schlegel 1995, Jongsik et al. 1997,
Li 1997, Al-Tai et al. 1999). Sahin ve Ugur (2003), Mugla yoresi topraklarindan 74 farkh
Streptomyces izolati elde etmigler ve bunlarin % 45.9' unda antimikrobiyal aktivite oldugu
sonucuna varmiglardir. Ayni arastiricilar bu calismalarinda onbes izolatin koagulaz-negatif
Stafilokoklara (CoNS) karsi aktivite g0Osterdigini ve izolatlarin ¢ogunlugunun Gram-pozitif
bakterilere etkili olduklarini belirtmislerdir. Diger taraftan diger bir arastirmada (Oskay et al.
2004), tarim yapilan arazilerden elde edilen 50 aktinomiset izolatinin, %16’ s1 Gr (+), %6’ si1 Gr
(-) bakterilere karsi etkili bulunmus, toprak streptomisetlerinin Agrobacterium tumefaciens,
Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ve Pseudomonas
viridiflova gibi fitopatojen bakterilere kargi da etkili olduklari belirtiimistir. Kiltir mantarlarinda
kahverengi leke hastaligina yol acan Pseudomonas tolaasii ye karsl da Streptomyces tirleri
etkin olabilmektedir (Sahin 2005).

Birincil antimikrobiyal aktivite tarama islemleri sonucunda elde edilen 13 izolat ikincil
antimikrobiyal aktivite tarama islemlerine tabi tutulmus olup; bunlardan 11 tanesi MRSA basta
olmak Uzere kullanilan Gr (+) ve Gr (-) bakterilere kargi aktivite géstermigstir. En iyi aktivite
gosteren izolatlarimiz arasinda fermentasyon denemelerine alinan Streptomyces sp. KGG32,
Streptomyces sp. KGG13, Streptomyces sp. KEH23 ve Streptomyces sp. KVK11, bulunmakta
olup, antibakteriyal aktivitelerinin yiksek olusu dogrulanmistir.

Antifungal aktivite gbsteren ¢ok sayida saprofitik ve insan patojeni mikroorganizma
mevcuttur. Bunlar arasinda; Actinomadura, Actinoplanes, Arthrobacter, Micromonospora,
Streptomyces, Nocardia, Mycobacterium, Aureobacterium, Bacillus, Brevibacterium,
Lactobacillus, Rhodococcus, Micrococcus, Streptococcus, Enterococcus, Escherichia, Proteus,
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas, Burkholderia, Stenotrophomonas,
Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter, Clostridium ve Fusobacterium genuslarina ait tarler
bulunmaktadir (Kerr 1999). In vitro da antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde farkli metotlar
kullaniimaktadir. Temel prensip olarak 6zel bir alandaki mikroorganizma populasyonunun diger

turlerle arasindaki rekabete dayanmaktadir. Bu Onemli ekolojik olaydan esinlenerek; yeni
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terapdtik antifungal ve antibakteriyal ilaglarin, bitki koruma ajanlarinin gelistiriimesi
saglanmaktadir.

Diger taraftan antifungal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla birincil antimikrobiyal
aktivite sonuclarina dayanarak sectigimiz 16 izolattan 5 tanesi test organizmasi olarak denenen
Fusarium oxysporium, Aspergillus niger, Alternaria alternata, Trichoderma hamatum,
Cladosporium oxysporum ve Penicillium sp.” ye karsi etkili bulunmustur. Fermentasyon
denemeleri igin segilen 4 izolattan sadece Streptomyces sp. KEH23, 5-28 mm arasinda degisen
oranlarda antifungal aktivite gostermistir.

Kitin n-asetilglukozamin polimerlerinin (3-1.4 bagdlariyla olusturdugu g¢ézinmez bir
madde olup, toprak organizmalarindan artropodlarin dis iskeleti ile funguslarin hiicre duvari
bilesenidir. Birkag istisna disinda prokaryotlarda bulunmaz (Gooday 1990a).

Dogal ortamda bulunan kitin ¢ok sayida bakteri ve fungus tirleri tarafindan
pargalanabilir. Kitinolizis basit bir ifadeyle kitinazlar tarafindan kitinin glikosidik baglarinin
hidrolizidir (Cheng and Li 2000). Topraktaki kitinin filamentéz mikroorganizmalar tarafindan
parcalanmasi, filamentdz olmayanlara gore ¢ok daha hizli ve etkilidir (Gooday 1990a,b). Bu
farklihk biylk ihtimalle organizmalarin kati substratlara penetre olmasiyla ilgilidir. Filamentéz
organizmalardan kulture edilebilir aktinomisetlerin kitini hidroliz etmesi funguslardan ¢ok daha iyi
oldugu disuniimektedir. Yaklasik olarak aktinomisetlerin %1-40’ 1 kitini karbon ve eneriji
kaynagi olarak kullanmaktadir.

Streptomyces tirlerinin  antifungal aktiviteleri kitinolitik enzimlerinden dolayida
olabilmektedir (Hoster et al. 2005). Bu o6zellik; kitinaz Uretimi, litik sistemin bir pargasi
olabilmekte, biyimesi icin gerekli substrat olan kitin yerine fungus hifleri kullaniimaktadir.
Cunkd kitin fungus misellerinin édnemli bir bolimdnd olusturmaktadir. Canhi fungus hiflerinin
kitinolitik bakteriler tarafindan parcalanmasina iliskin ¢cok sayida arastirma mevcuttur, ama
bunlarin buyuk bir bolimu mikolitik 6zelliklerini yansitmaktadir. Ancak kitanaz enzimi dolayisiyla
s6zkonusu Streptomyces sp.” nin fungus hiicre duvarlarini pargalamasi tam olarak acikliga
kavusmamistir (Boer et al. 1998). Calismamizda elde ettigimiz ve segtigimiz Streptomyces sp.
KEH23 nolu izolat, ¢ok sayida Gr (+) ve Gr (-) bakteriye karsi ylksek aktivite gostermektedir.
Bunun yaninda sentetik ortamda kitinolitik aktivitesi bulunamamistir. Dolayisiyla, kuflere karsi
etkisinin drettigi antifungal metabolitten kaynaklandigini digiinmek yerinde olacaktir.

Streptomyces tirlerinin antifungal etkileri laboratuvar kosullarinda yodun bir sekilde
¢alisiimasina ragmen, toprakta ya da rizosfer cevrelerinde yapilan ¢ok az calisma vardir.
Yapilan galismalar bu genus Uyelerinin rizosferde dagilisina fungal ve bakteriyal patojenlerle
ilgisine dayanmamistir. Yuan ve Crawford (1995) bitki koklerince zengin toprak érneklerinden
izole ettikleri 83 aktinomiset izolatinin antifungal etkilerini saptamislar, bu izolatlardan bir
tanesinin Pythium ultimum’ a karsl kuvvetli antagonizm gosterdigini, daha sonra bunun

Streptomyces lydicus oldugunu saptamiglardir.
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Aktinomisetlerin rizosferde rekabet guglerinin diger mikroorganizmalara gore yuksek
olusu, iyi kolonize olmalari ve etkili metabolit (antibiyotikler; hemiselllaz, selllaz, kitinaz,
glukonaz ve amilaz gibi enzimler)' ler Uretmeleri onlarin biyokontrol ajanlari olarak
kullaniimasina neden olmustur. Pridham ve arkadaslarn (1950)' li yillarda Streptomyces kiiltir
filtratlarinin bitki hastaliklarina karsi antagonistik etkileri oldugunu saptamislardir. Reddi ve Rao
Streptomyces ambofaciens' in Fusarium sp. ve Pythium sp.' ye karsi etkili oldugunu in vitroda
belirlemislerdir (Turhan 1981a). Maalesef Ulkemizde aktinomisetlerin biyolojik micadelede
kullanim olanaklari Gzerine galigmalar oldukga sinirlidir. Turhan (1981a) izmir ve civarindaki
topraklardan izole ettigi bir antagonist (Strepfomyces ochraceiscleroticus)' in in vitroda; koék
hastaligina sebep olan toprak kaynakh fungal patojenlere karsi etkisini incelemistir. Turhan bu
calismasinda bu antagonistin patojenlerin buyumesini ortalama olarak 10.8-18.2 mm
engelledigini gostermistir. Turhan (1981b)' in yaptigi ikinci bir calisma ile Streptomyces
ochraceiscleroticus (C/2-9)' u 6nce in vitroda fungal patojenlere karsi, daha sonra in vivo
calismasiyla bazi 6nemli toprak kaynakli patojenlere kargi etkisini incelemistir. C/2-9' un yapay
yolla patojenlerin inokile edildigi toprakta buiylyen bitkileri batiin hastaliklara karsi etkili bir
sekilde korudugunu goéstermistir. Bazi bitki tohum (pamuk, karpuz, kavun, salatalik, domates,
biber)' larini ekimden 6nce C/2-9 filtrati ile karnigtirmig, sonugta bu bitkilerin hastaliklardan
korundugunu belirlemistir ve C/2-9' un toprak kaynakh patojenlerin biyolojik micadelesinde
kullanilabilecegine isaret etmistir. Turhan ve Grossmann (1986) Turkiye' nin farkli bolgelerinden
izole ettikleri 300 aktinomiset izolatinin sekiz farkh fungal kokenli patojenlere karsi etkilerini
incelemiglerdir. Teste tabi tutulan aktinomiset izolatlarinin %90' inin Sclerotinia sclerotiorum’' un,
%17" sinin Rhizoctonia solani' nin ve %14' Ununde Alternaria alternata' nin biyimesini inhibe
ettigini saptamislar; Rhizoctonia solani ve Alternaria alternata' ya kargi glgli antagonistik etki
gosteren aktinomiset izolatlarinin, teste tabi tutulan diger fungal patojenlere karsi da etkili
olduklarini saptamiglardir. Turhan ve Turhan (1989) Streptomyces nobilis ve Streptomyces
scleroticus' u biyolojik mucadelede guglu bir antagonist olarak kullanilan Trichoderma
harzianum ile beraber Pythium ultimum ve Rhizoctonia solani' ye kars etkilerini in vitroda saksi
denemeleriyle karsilastirmislardir. Sonugta kullanilan Streptomyces tirlerinin patojenlere karsi
antagonistik etkilerinin Trichoderma harzianum' dan ¢ok daha ylksek oldugunu belirlemislerdir.

Streptomyces genusu Uyelerinin kltdr filtratlarinin bitki hastaliklarina karsi kullaniimasi
Pridham ve arkadaslari tarafindan 1950’ li yillarda baslatiimistir. Onlar, sera denemelerinde 10
Streptomyces kultur filtratindan 9' unun antagonistik etkilerinin yiksek oldugunu gostermislerdir.
Reddi ve Rao Streptomyces ambofaciens' in domates bitkilerinin kurumasina yol agan Pythium
sp. ve pamuklarda patojen Fusarium sp.' ye kargi etkili oldugunu laboratuvar denemeleriyle
kanitlamiglardir. Kok hastaliklarina karsi Streptomyces tirlerinin metabolit, spor, misel ya da
bunlarin kombinasyonu kullanilabilmektedir. Rothroch ve Gottlieb fasulyelerde kék ¢urikligine

neden olan Rhizoctonia sp.' nin Streptomyces hygroscopicus var. geldanus ile kontrol
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edilebilecegini kanitlamiglardir. Steril topragi Rhizoctonia sp. ile asilamislar ve S. hygroscopicus
var. geldanus' dan elde edilen geldanamisin antibiyotigini 1 gram toprak bagina yaklasik olarak
20 pg vermigler ve sonucun bu patojene karsi etkili oldugunu gérmuslerdir. Benzer ¢alismalar
Streptomyces Uyelerinin rizosferde hem nicel hem de nitel agidan dnemli; bitki kdk ¢evresinde
iyi kolonize olup, bitki buyime hormonlari gibi gérev yaptiklarini ispatlamislardir. Diger taraftan
Milus ve Rothrock spesifik Streptomyces strainlerinin rizosfer (bugdayla ekili araziler)' de
sayllarinin diger bakterilere oranla daha az (102-105 cfu/g) oldugunu aciklamiglardir (Yuan and
Crawford 1995). Ayni arastiricilar bitki koklerinde fungal ciriklige sebep olan patojenler
(Pythium ultimum, Aphanomyces euteiches, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia
solani ve Phymatotrichum omnivorum)' e karsi yaptiklari bir calismada Streptomyces lydicus' u
oldukga etkili bir antagonist olarak belirlemiglerdir.

Lechevalier ve Lechevalier (1970,1980) aktinomisetleri morfolojik ve kimyasal
karakterlere dayanarak genis gruplara ayirmiglardir. Bu goérinim hala genus dizeyinde
tanilama igin en iyi ve basit olanidir. Ozel bir aktinomisetin genus diizeyinde tanilanabilmesi igin
en c¢ok kullanilan kimyasal karakter; hangi tip dibazik amino asitin hiicre ¢eperinde bulunup
bulunmadigi ve bitin hicre hidrolizatinda hangi tip ayirt edici karakteristik sekerin bulundugu
cesitli arastiricilar tarafindan belirtiimistir (Lechevalier and Lechevalier 1970,1980, Williams et
al. 1983). DAP’ In higbir formunu igermeyen organizmalar; Agromyces, Actinomyces,
Oerskovia, Promicromonospora olarak; DAP’ in L izomerini (Tip ) icerenler; Streptomyces,
Streptovertisillium, Elytrosporangium, Microellobosporia, Actinosporangium, Actinopycnidium,
Chania, Kitasatoa, Kitasatosporia, Nocardioides olarak Lechevalier ve Lechevalier (1985)
tarafindan bildiriimistir. DAP’ in mezo formunu igeren aktinomisetler birgok arastirici tarafindan
incelenmis ve bu grup hlcre ¢eperi karakteristik sekerlerin varligina gore Tipll, Tiplll ve TiplV
olmak uzere ayrilmiglardir (Lechevalier and Lechevalier 1970,1980, Lechevalier 1985, Williams
et al.1989, Prescott et al. 1990). Yapilan bu ¢alismada fermentasyon denemelerine alinan aktif
dort izolatin hicre c¢eperi kimyasal analizi yapilmis ve hepsinde ana bilesen L-DAP
bulundugundan hepsi de hiicre c¢eperi Tipl igine sokulmustur. Hicre c¢eperi hidrolizati
karakteristik seker analizleri yapilmig, sonugta hepsinin karakteristik seker icermedigi
belirlenmistir. Tanilama i¢in bu bilgilere ek olarak; makroskobik, mikroskobik incelemeler,
biyokimyasal testler, kiiltiirel 6zellikler ve fizyolojik 6zelliklerden yararlaniimistir. izolatlarimizin
kultir ortamlarinda baslangicta derimsi yumusak; sonralari sert-siki, teksturld, koloni
gorundslerinin pamuksu-ylinsu oluslari; kiltirlerin toprak kokusu vermeleri ile Streptomyces
genusu uyeleri oldugu disunidlmas ve bu mikroskobik incelemeler ile dogrulanmistir. Soyleki;
izolatlarimiz substrat, havasal misel ve hareketsiz sporlar icermelerinin yaninda, havasal misel
Uzerinde uzun spor zincirleri olusturmaktadirlar. Ayrica bu 4 izolatimiz substrat miselde
sporangium ve hareketli sporlarin gézlenmeyisi nedeniyle Kineosporia' dan; spor zincirlerinin
KEH23 nolu izolatda spiral, KGG13, KGG32 ve KVK11 nolu izolatlarda Rektifleksibils olmasi
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nedeniyle Streptoverticillum' dan; substrat miselyumlarinin bulunmasi nedeniyle de Sporichtya
genuslarindan ayirt edilmiglerdir.

Aktif izolatlarin tanilanmasi igin elde edilen minumum karakterler, Streptomyces major
ve tekil-lye gruplarinin standart degerleri ile minitab 13.20 programi yardimiyla %
benzerliklerinin  belirlenmesi amagiyla karsilastinimistir.  KGG13 nolu izolat melanin
uretmemekte, S. cerevisiae’' ye karsi aktivite gostermekte, A. niger e kargl gostermemektedir.
Lesitinaz aktivitesi gorilmekte, H,S Gretmemekte, hippurate, elastin hidroliz edilmekte, ksantin
ve arbutin degradasyonu negatif, DL-a-n-Butirik asitten yararlanmamakta, D-melibiozdan
yararlanmakta, ksilitol kullanilmaktadir. Buna ragmen Streptomyces exfoliatus olarak belirlenen
61 strain melanin Gretmekte, 39 strain Uretmemekte; S. cerevisiae’ ye karsi 99 strain aktivite
gostermemekte 1 strain gostermekte; A. niger e karsi ise 6 strain aktivite gosterip 94 strain
gostermemektedir. 50 strain lesitinaz pozitif, 50 strain negatif; 89 strainde H,S uretimi
gorulmesine ragmen 11 strainde goérilmemekte; hippurate 44, elastin 89 strain, ksantin 88,
arbutin 99 strain ile hidroliz edilmekte; DL-a-n-Butirik asitten 39 strain yararlanamamakta, D-
melibiozdan 28 strain, ksilitol ise 1 strain tarafindan kullaniimaktadir. KGG13 nolu izolatin ylzde
benzerligi en ylksek major tir grubunda bulunan S. exfoliatus %54.56 benzerlik seviyesi
(Similarity level; Ssy), 0.909 uzaklik seviyesi (Distance level; Dp,) ile 8. gruptaki Streptomyces
exfoliatus tir grubuna daha yakin bulunmustur. KGG32 nolu izolatin spor kiitlesi rengi gri olup,
S. cerevisiae ve A. niger e karsi aktivite gostermemektedir. H,S Uretmemekte, arbutin hidroliz
edilmemekte, sistein ve D-melezitoz kullaniimamaktadir. Buna ragmen Sgsy = 60.19 ve
Dp,=0.796 ile en yuksek benzerlik gosterdigi major tlir grubunda bulunan Streptomyces
albidoflavus ‘ un 1 straininin spor kutlesi rengi gri, 99’ unun degildir. S. cerevisiae’ ye karsi 80
strain aktivite gbéstermekte, 20 strain géstermemekte; A. niger e karsi ise 55 strain aktivite
gosterip 45 strain gostermemektedir. 85 strainde H,S Uretimi gérilmesine ragmen 15 strainde
gOrulmemekte; arbutin 99 strain ile hidroliz edilmekte; sisteini 60 strain kullanmakta, 40 strain
kullanmamakta, D-melezitozdan 55 strain yararlanmakta, 45 strain yararlanamamaktadir.
KEH23 nolu izolatimiz diffuse pigment Uretmekte, S. cerevisiae’ ye karsl aktivite
gbstermemekte, hippurate hidrolizi ile elastin ve arbutin degradasyonu negatif, 45 °C’ de
biyime gdéstermekte; Adonitol, ksilitol ve D-melibiozdan yararlanamamakta, dekstran
kullaniimaktadir. Buna ragmen Ssy = 59.41 ve Dp,=0.812 ile en ylksek benzerlik gosterdigi
major tlr grubunda bulunan Streptomyces lydicus’ un 1 straini diffuse pigment Uretip, 99 strain
uretmemekte; S. cerevisiae’ ye kargl 27 strain aktivite gostermekte, 73 strain géstermemekte;
30 strain tarafindan hippurate hidroliz edilirken 70 strain negatif; elastin 36, arbutin 99 strain
tarafindan degradasyona ugratilmakta; 1 strain 45 °C’ de biliylimekte; adonitol ve D-melibiozdan
82 strain yararlanirken, 18 strain yararlanamamakta; ksilitol ise 55 strain tarafindan
kullaniimaktadir. Son olarak; KVK11 nolu izolat, sari-kahve diffuse pigment Gretmekte; peptone

yeast ekstrakt agarda melanin olusturmamakta; lipolizis aktivitesi gostermemekte; elastin ve



111

arbutin degradasyonu negatif; potasyum telllritli ortamda buyime gdstermemekte; valinden
azot kaynagi olarak yararlanamamakta; rafinoz ve adonitolden karbon kaynagi olarak
yararlanamamaktadir. Buna ragmen Sy = 63.64 ve Dp=0.727 ile en yuksek benzerlik
gosterdigi major tir grubunda bulunan Streptomyces fulvissimus olarak belirlenen 99 strain sari-
kahve diffuse pigment Uretmekte 1 strain Gretmemektedir; 67 straini peptone yeast ekstrakt
agarda melanin olustururken, 33 strain olusturamamakta; 99 straini lipolizis aktivitesi
gOstermekte; 67 strainde elastin ve arbutin degradasyonu pozitif, 33 strainde ise negatifdir. 56
straini potasyum tellUritli ortamda blylrken 44 straini biylyememektedir. Valinden 44 strain,
rafinozdan ve adonitolden ise 89 strain yaralanirken, 11 strain yararlanamamaktadir.

Dort aktif izolatin tekil-lUye grubunda bulunan Streptomyces strainleri ile %
benzerliklerine baktigimizda; KGG13 nolu izolat Ssy= %60.27 benzerlik seviyesi ile
Streptomyces finlayi; KGG32 nolu izolat Ssy = 60.59 ile Streptomyces prunicolor; KEH23 nolu
izolat Ssy = 77.41 ile Streptomyces glaucescens ve KVK11 nolu izolat, Ssy = 61.25 ile
Streptomyces badius grubuna daha yakin % benzerlik gdstermektedir.

Yukarida 6zelliklerini agikladigimiz aktif izolatlar ile tanilanmalar icin karsilastirma
yaptigimiz Streptomyces major ile tekil-Uye gruplarini olusturan strainler arasindaki %
benzerliklerinin disik goérilmesi nedeniyle; aktif izolatlarimiz; Streptomyces sp. KGG13,
Streptomyces sp. KGG32, Streptomyces sp. KEH23 ve Streptomyces sp. KVK11 seklinde kendi
verdigimiz orijinal numaralandirma ile anilmasinin daha dogru olacagini dusinmekteyiz.

Fermentasyon denemeleri icin; glukoz, nisasta, gliserol ya da sukroz karbon kaynagi
iceren dort farkli ortam belirlenmistir. Bu tir ortamlar farkli arastiricilar (Raatikainen 1995,
Harindran 1999) tarafindan streptomisetlerin aktif maddelerinin Gretmek amaciyla kullaniimistir.
Ancak secilen dort farkli Streptomyces izolatinin bu ortamlardaki antibiyotik verimleri
degismektedir. Soyleki; Streptomyces sp. KGG13 ile yaptigimiz fermentasyon denemelerinde
glukozlu besiyerinde antibiyotik tretimi 24. saatte baslamistir. En ylksek antibiyotik tretimi yine
ayni besiyerinde 64. saatte 18 mm ile en yiksektir. Ayrica fermentasyon sivisinda
antimikrobiyal etkili molekdlin Uretiminin  belirlenmesi igin  kullanilan indikatdr test
organizmalarindan sadece Gr (+) bakteri S aureus’ a karsi inhibisyon gézlenmistir. Bu izolatin
sukrozlu besiyeri ile fermentasyonun da antibiyotik Uretimi saptanamamistir. En yiksek
biyomass agirhgini yine glukozlu besiyerinde, 1.4 g/100 ml ile 72. saatte olusturmustur.
Streptomyces KGG32 en yuksek biyomass agirhigina 1.8 g/100 ml ile fermentasyon ortami
olarak secilen nisastall besiyerinde 96. saatte ulasmistir. Her 4 fermentasyon ortaminda da test
organizmalarina karsi inhibisyon goérilmis, 120. saatte 32 mm ile S. aureus, 26 mm ile ise E.
col’ ye karsi en ylksek inhibisyon sukrozlu besiyerinde saptanmistir. Ortalama olarak en disik
antibiyotik verimi glukozlu besiyerinde goriimuistir. pH degisim araliginin (7.0-8.10) en disik
go6zlendigi fermentasyon ortami sukrozlu besiyerinde olglilimustir. Biyomass agirhginin disik

g6zlendigi sukrozlu ortamdaki antibiyotik verimi en yuUksektir. Aktif metabolit Ureten
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mikroorganizmalarin blylime ortamindaki karbon ve azot kaynaklarinin sinirlandiriimasi ya da
kolay asimile ettigi maddelerin yerine daha zor asimile edilen maddelerin eklenmesi ile
antibiyotik verimi artabilmektedir. Ayrica ortam sartlarinin kétlye gitmesi, organizmanin rekabet
glcunu artirabilmesi igin sekonder metabolitleri asiri Uretmesine neden olmakta ve bu dogal bir
ekolojik olaydir. Streptomyces sp. KEH23 ile yaptigimiz fermentasyon denemelerinde gliserolli
besiyerinde antibiyotik Uretimi 16. saatte baslamistir. Glukoz, nisasta ve gliserollii besiyerlerinde
antibiyotik Uretimi hemen hemen ayni olup; ortalama olarak 6-16 mm arasinda degisen
degerlerle, S aureus, E. coli, M. luteus ve C. albicans test organizmalarina karsi gézlenmistir.
Bu izolatin sukrozlu besiyerindeki fermentasyonunda antibiyotik Gretimi en dusuktur ve 72.
saatte baslamistir. Streptomyces sp. KVK11 en yiksek biyomass agirhgina 1.4 g/100 ml ile
fermentasyon ortami olarak segilen nisastali besiyerinde 84. saatte ulasmistir. Antibiyotik
Uretimi 44. saatte ayni besiyerinde baslamis, 16 mm ile 84. ve 96. saatlerde S. aureus’ a karsi
g6zlenmistir. C. albicans’ a karsi en yuksek inhibisyon degeri 108. saatte 14 mm’ dir. Bu
izolatin sukrozlu besiyeri ile fermentasyonunda antibiyotik Gretimi saptanamamistir. Ortalama
olarak en duslk antibiyotik verimi glukozlu besiyerinde gortlmustar.

Fermentasyon sonunda olusan antibiyotiklerin, ortamdaki baslangic maddeleri, diger
metabolizma Urunlerinin, artan nutrientin; ayrilmasi, temizlenmesi ve sonunda taninmasi igin;
basit ve guvenilir olan fizikokimyasal, biyolojik ve kromatografik yéntemler uygulanmaktadir
(Houchuli 1992). Bazi durumlarda fermentasyon urinlerinin ayristiriimasi ve taninmasinda 6zel
analizler gerekebilmektedir. Genelde izole edilen molekil, amino asitlerde oldudu gibi ince
tabaka kromatografisi (TLC) ile kolayca taninabilir. Bu yontem hem basit hemde ¢ok ucuzdur.
Bu ydntemde bir ¢cok 6rnegin tek bir plakada incelenmesi ve silfirik asitle muamelesi sonugu
olugan organik fraksiyonlarin isitiimasiyla gérunidr kiinmasi saglanmaktadir. Calismamizda
TLC’ den antimikrobiyal aktif maddenin biyootogramla yerlerinin tespiti, uygun solvent sisteminin
belirlenmesi, saflik kontrollerinde, ninhidrin, sllfirik asit, anisaldehit ve demir klorir ile
reaksiyonlarinin belirlenmesinde yararlaniimigtir.

Herhangi bir Griniin izolasyonu icin kolon kromatografisi ve uygun solvent sistemi ile
fraksiyonlara ayirma islemi cok yaygin olarak kullaniimaktadir. fyonik bilesikler solvent
ekstraksiyonu sonucu suda, iyonik olmayanlardan daha ¢ok ¢éziinmektedir. Metilen klorid, n-
bltanol, hegzan, petrol eteri, etil asetat gibi solventlerin ekstraksiyonu ile elde edilen bilesikler;
yuksek polar bilesikler, zayif polar bilesikler ve polar olmayan bilesikler olarak Gge ayrilir. Bu
sekilde yapilan siniflandirmaya gére; aminoasitler, proteinler ve organik asitler yiksek polar
bilesiklere; penisilin ve sefalosporinler zayif polar bilesiklere; tetrasiklin ve griseofulvin gibi
antibiyotikler ise polar olmayan bilesiklere dahil edilmektedir. Antibiyotikler kimyasal olarak
distk molekiler agirhkta organik yapida bilesikler (Lancini et al. 1995) olduklarindan, genellikle
organik maddelerin organik ¢ézgenlerle ¢éziinme 6zelligini (Gundiz 1999) géz 6nline alarak,

fermentasyon denemelerine alinan izolatlardan antimikrobiyal etkili madde/maddelerin
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saflastirlmasinda, hicrelerin ve diger nutrientin fermentasyon sivisindan ayrilmasindan sonra
solvent ekstraksiyonu uygulanmistir. Sadece KGG32 nolu izolattan aktif madde kolon
kromatografisi kullanilarak saflastiriimistir. izolatin aktif maddesinin ileri iglemleri yapildiktan
sonra KGG32-A ve KGG32-B olarak iki aktif madde Urettigi saptanmistir. Aktif maddelerle ilgili
olarak yapilan 6n igslemler (UV, IR, Cézunurlik ve Reaktiflerle reaksiyon) her iki maddenin de
polar 6zellik géstermesine ragmen, organik solventlerde zayif ¢6zindigunid, KGG32-A’ nin
glikopeptit, KGG32-B' nin peptit yapida oldugunu goéstermistir. Bu maddeler polar 6zellik
g0Ostermesine ragmen penisilin ve sefalosporin grubu antibiyotiklere dahil edilememistir

Aktinomisetler biyo-degradasyon gibi ekolojik 6nemlerinin (Williams et al. 1983),
yaninda antibiyotikler (Reis et al. 2006) ve enzimler (Roy et al. 2006) gibi endustriyel agidan
faydali metabolitleri de Uretmektedirler. Strepfomyces aktinomisetler arasinda topraktan en fazla
izole edilen ve ¢ok sayida 6énemli metaboliti Gretmelerinden dolayi en fazla c¢alisilan cinstir. Bu
yogun calismalar sonucunda yeni strainler ve buna bagl olarak yeni sekonder metabolitler
Ozellikle de antibiyotikler kesfedilmistir. Bundan dolayida ginumizde heniz taksonomik
pozisyonlari tartismali olsa bile Streptomyces cinsi tyeleri giincelligini korumaktadir.

Antibiyotikler son 50 yilda 6zellikle enfeksiy6z hastaliklardan dlumleri ve rahatsizliklari
biylk oranda azaltmig, insan hayatinda en 6énemli maddeler arasina girerek, hayat beklentisi
anlaminda en buyuk rolu Ustlenmisti. Modern antibiyotigin hayatimiza girisi, 20. yuzyilla
beraber Dr. Fleming’ in 1928 de penisilini bulmasiyla baslamistir. Bu bulus, petride gelisen
Penicillium notatum’ un kendisine yakin stafilokoklari inhibe etmesiyle gézlemlenen dogal bir
olaydir. Dr. Fleming bu olaya dayanarak, kiflin Urettigi metabolitin bakteriyi 6ldtrdigu hipotezini
benimsedi ve savundu. Ancak kifiin tanimlanmasindan sonra penisilin olarak isimlendirilen
antibiyotigin ilk defa kullanimi 1940’ Ii yillarda gergeklesmistir. Diger taraftan recetelerde yer
alan ilaglar arasina girmesi 1950’ li yillarin ortalarina dogru gerceklesmistir. ilk senelerde
kullanimi penisilini en mukemmel ilag olarak algilanmasina, daha da kétisl bakteriyal
hastaliklardan ziyada ¢ok sik gérulen soguk alginhgi ve virtslere de etkili oldugu duguncesinin
yaygin olmasiydi (Roberts 2000).

Penisilin kullanima basladi§gi zamanlarda ilk tehlike sikca enfeksiyon tedavilerinde
uygulandigi Londra hastanelerinde penisilin direngli-stafilokoklarin gértlmesiyle patlak verdi. Bir
arastirmaya gore 1946 da %14 olan penisilin-direngli stafilokoklar, 1950° de %59’ a
yukselmistir. Bu ve buna benzer arastirmalarin 6nemi c¢ogul-direng kazanmis
mikroorganizmalarin gindeme gelmesine kadar g6z ardi edilmis, benimsenmemigtir.
Antibiyotiklerin insanlardaki hastaliklara yol acan bakterilere uygulanmasindan kisa bir sure
sonra hayvanlardaki hastaliklarin iyilestirimesinde de kullanilmaya baglandi. Hatta dusuk
dozlarda yemlere karistirilarak, daha kisa zamanda hizla agirhk almalar igin uygulandi,
sonralari bu tir uygulamalar rutin bir hal aldi. Glinimulzde antibiyotikler bitki hastaliklarinin

sagitiminda da kullaniimaktadir. Son zamanlarda &zellikle endulstriyel agidan gelismis
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Ulkelerdeki antibiyotik kullanim oraninin %50 insanlar, %50 ise hayvanlar i¢in oldugu
vurgulanmaktadir (Levy 1992).

1970’ li yillarin ortalarina dogru antibiyotik-direngli bakteriler hastanelerde azaltiimis,
epidemik hastaliklar gundem konusu disinda kalmisti. Acgikcasi doktorlar ve konuyla ilgili
arastiricilar antibiyotik-direncli bakterilerin yol actigi hastaliklarin tedavisinin zor olmayacagini
kolayca basa cikilabilcegini disinmekteydi. Uygulanan terapiler basarili oluyor, hastalik
etmeninin belirlenmesine gerek duyulmuyordu. Buatin bu disinceler, ¢cocuklarda menenjite
neden olan ampisillin-direncli Haemophilus influenzae ile ona yakin penisilin-direncli Neisseria
gonorrhoeae’ nin izole edilmesiyle degisti. Her iki patojende toplumda salgin hastaliklara yol
acabiliyordu (Roberts 2000). Bu olay, hastaliga yol agan organizma ile uygulanan tedavi
yontemi arasindaki iliskiyi esas alan yeni bir konunun dogmasina sebep oldu. Toplumda yaygin
hastaliklara neden olan bakteriler ilk uygulanan antibiyotige karsi direngli olmus, alternatif
tedavilere de yanit vermemiglerdir.

Son yillarda ¢ok sayida antibiyotik streptomisetler ve diger mikroorganizmalardan izole
edilmig, tip ve ziraat alanindaki énemleri ¢ok iyi anlagilmigtir (Spiewack 2001). Ozellikle
patojenik bakterilerin sikca kullanilan antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasi, etkili ilaglarin dogal
ya da sentetik yolla acilen Uretilmeleri gerektigi konusunda bilim adamlarini bir araya getirmistir.
Tam zamanl antibiyotik klasik tarama programlarina ek olarak, mikrobiyal genetige dayanan
yeni kombine metotlar devreye sokulmustur. Bunlar arasinda daha ¢ok, genetik ve biyosentezis
teknolojisi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu teknoloji antibiyotik tretiminden sorumlu bilinen uygun gen
biyosentetik yol izlerinin degistiriimesi ile yeni ya da modifiye metabolitlerin kesfini
hedeflemektedir. Diger bir yol ise, kiltire edilemeyen, ilging dogal metabolitleri Uretebilen
mikroorganizmalara ait DNA (Ekolojik DNA) ’ nin direk topraktan PCR tekniklerini kullanarak
izole edilmesidir. Bu konuda basarili birka¢ g¢alisma mevcut olup, bilinmeyen bir ¢evreden
fonksiyonel bilinmeyen DNA izolasyonunda halen ¢ok fazla zorluklar mevcuttur.

Streptomyces ve yakin iliskili genuslarlardan yeni ilaglarin elde edilmesi ¢ok yogun bir
sekilde surmektedir. Streptomyces coelicolor ve Streptomyces avermitilis’ in genom projeleri
tamamlanmis, sekonder metabolitlerin Uretiminden sorumlu biyosentetik enzim gen gruplari
belirlenmistir. Bu iki tirden daha énceden belirlenen metabolitlerin yaninda, belirlenmeyen hatta
dogadan ilk kez izole edilen Urinlerde gin isigina ¢ikariimistir. Matematiksel bir modellemeye
gére henlz streptomisetler tarafindan Uretilen biyolojik aktif metabolitlerin ancak %3’ U
belirlenebilmistir (Watve et al. 2001). Bu genus tarafindan dretilen antibiyotiklerin ¢cogu heniz
belirlenmemigstir. Bundan dolayl son zamanlardaki ¢aligmalar 6zellikle streptomisetlerden yeni
antibiyotiklerin izole edilmesi DNA sekans bilgilerine dayanmaktadir.

Calismamizda elde ettigimiz ve kultirel, morfolojik, fizyolojik, kemotaksonomik ve
biyokimyasal o6zelliklerini belirledigimiz aktif Streptomyces izolatlarinin gliserol ve toprak

kiltdrleri yapilmis ve Universitemiz Biyoloji bdlumi mikroorganizma kiltir koleksiyonunda
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saklanmaktadir. Daha sonraki calismalarimizla; faj duyarlilik testleri, 16S rRNA sekans
analizleri yapilacaktir. Diger taraftan 6n islemleri tamamlanan, antimikrobiyal aktif madde urettigi
saptanan izolatlarimizin; fitopatojen bakteriler ve funguslara karsi; saksi ve tarla denemelerine
gecilerek, dogal ortamlardaki etkinligi arastirilacaktir. Ayrica kromatografik yontemlerle
saflastirilan, spektroskopik analizler ile kismi olarak karakterize edilen KGG32-A ve KGG32-B
antibiyotiklerin, kalan fizikokimyasal ¢zellikleri tespit edilecek, NMR ve ilave analizler ile de tam
olarak kimyasal yapilari aydinlatilacaktir.

Antibiyotikler gunimizde, butin dinyada en fazla kullanilan ilaglar arasinda yer
almaktadir. Tibbin diginda hayvancilik, ziraat ve c¢esitli arastirma alanlarinda kullaniimalari
Onemlerini daha da artirmaktadir. Antibiyotiklerin 6zellikle az gelismis toplumlarda bilingsizce
kullanimi ve patojen mikroorganizmalarin bunlara karsi hizla direng kazanmalari sorun
olmaktadir. Her ne kadar yan etkilerinin bulunmasi bir gergcek olsada, onlar olmadan g¢ogu
hastaliklarin tedavisi mimkiin olmamaktadir. Goriinise gore mikroorganizmalar bizlerden her
zaman bir adim énde bulunmakta, antibiyotik tarama programlarindan daha hizli olarak,
alternatif diren¢ mekanizmalarini gelistirmektedirler. Ayni zamanda virUslerle ortaklik kurarak
kalkanlarini saglamlastirmakta ve guglerini artirmaktadirlar. Diger taraftan patojen organizmalar
patojen olmayan ancak antibiyotiklere diren¢ geni tasiyan organizmalardan da bu direng
genlerini kolayca alabilmekte, dogal ortamlarinda &zellikle toprakta bulunan ve heniz
kesfedilmemis antibiyotiklerle insanlardan 6nce tanismaktadirlar. Durum bdyle iken ve epidemik
salginlar baslamadan 6nce yeni ve hizli etkili antibiyotik aktif maddelerinin bir an o6nce
kesfedilmesi yerinde olacaktir. Bunun igin de bu tir calismalara oncelik verilmesi, siyasi
duslncelerden kurtulup; din, dil, irk ayrimi goézetmeden gerekli kaynagin ayrilmasi, ilgili

teknolojilerin Glkemize getirilmesi gereklidir.
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