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OZET

Bu c¢alismada, Eskisehir il sinirlar igindeki ¢esitli lokalitelerden alinan
toprak Orneklerinden izole edilen aktinomiset izolatlarimin antimikrobiyal
aktiviteye sahip madde iiretim potansiyelleri aragtirilmigtir.

Tarama ¢alismasinda test organizmasi olarak; 7 bakteri (Staphylococcus
aureus NRRL B-767, S.epidermitis NRRL B-4377, Bacillus subtilis NRRL B-
558, Escherichia coli NRRL B-3008, Enterobacter aerogenes NRRL B-3567,
Shigella sp. (Hastane izolati), Salmonella typhimurium NRRL B-4440) ve 3
maya tirii ( Zygosaccharomyces rouxii NRRL Y-229, Candida albicans NRRL
Y-12983, Saccharomyces cerevisiae) kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite
caligsmalar1 “agar piece” metodu ile gergeklestirilmistir.

Toplam olarak 396 adet izolat ile gergeklestirilen tarama calismasinda,
kullanmilan aktinomiset izolatlarindan elde edilen inhibisyon sonuglari,
antibiyotik drettigi bilinen standart suslar ve standart antibiyotik diskleri ile
gergeklestirilen pozitif kontrol ¢alismasindan elde edilen sonuglar ile
karsilastirilmistir.

Sonugta, izole edilen aktinomiset izolatlarindan antimikrobiyal aktiviteye
sahip olanlar tespit edilmis ve bu izolotlarin kullanilan  test
mikroorganizmalarindan, gram negatif bakterilere olan antimikrobiyal etkisinin,
gram pozitif bakterilere ve mayalara oranla daha fazla oldugu belirlenmistir.

Son olarak, aktivite ve spektrum durumlar1 dikkate alinarak segilen

33.13, 59.07, 108.03 ve 118.05 kodlu izolatlarin tanilama ¢aligmast yapilmistir.



ii

ABSTRACT

In this study, it was investigated to antimicrobial activity of
actinomycetes isolates from the soils of different localities of Eskisehir
province.

Seven bacteria (Staphylococcus aureus NRRL B-767, S.epidermitis
NRRL B-4377, Bacillus subtilis NRRL B- 558, Escherichia coli NRRL B-3567,
Shigella sp (Hospital isolat), Salmonella typhimurium NRRL B-4440) and 3
yeast (Zygosaccharomyces rouxii NRRL Y-229, Candida albicans NRRL Y-
12983, Saccharomyces cerevisiae) were used as test organism in screening
study. Antimicrobial activaty studies were carried by “agar piece” method.
Results from total 396 isolates compared with standart antibiotic discs and
standart strain which known produce antibiotic.

As a result, it was determined isolates have antimicrobial activity and
their activity on gram negative bacteria is more than gram positive bacteria and
yeasts.

Finally, it was studied on identification of four isolates 33.13, 59.07,

108.03 and 118.05 that were choosen for activity degrees and spectrums.
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1. GIRIS

Glinumiizde hiz kazanan teknolojik gelismeler ve paralelinde devam eden yeni
aragtirmalar gelecek i¢in biiyiik umutlar vermektedir. Ancak bu gelisme ve ilerlemeler
yillar 6ncesinde de insanlik igin biiyiik sorunlar olusturmus olan hastaliklarin tamamen
ortadan kalkmasina engel olamadigr gibi belki de her gegen giin nedeni bilinmeyen
teshisi konulamayan pek ¢ok yeni hastaliga da neden olmaktadir. Nedeni teknolojiye
dogrudan ya da dolayli olarak bagli olan bu hastaliklarin tedavisi igin bilim adamlar
yillardir devam eden caligmalarna yenilerini eklemektedirler. Giintimiizde bulasict
hastaliklarin tedavisinin neredeyse temelini olusturan antibiyotikler 6zellikle biiyiik
Onem tagimaktadir.

Bakteriyal enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni uygun ajanlarin bulunmasi gittikce
azalmaktadir. Uzun bir siiredir bakteriyal hastaliklarin tedavisi igin  higbir yeni
kimyasal ekstrakt Amerikan Gida ve flag kurumu (FDA) tarafindan onaylanmamustir.
Bilimsel ve bilimsel olmayan yayinlar, eski ilaglarin enfeksiyonlarin yayilmasini
Onlemede fazla etkili olmadigina dikkat ¢ekmektedir. Akut tibbi zaruretin oldugu bu
zamanda, bulasict hastalik ilaglarin kegfinde yeni bir dsnem olugmaktadir. ilag kesfi icin
yenilikei yaklagimlarin ortak noktalari son yillarda meydana gelmistir. Modern ilag
kesfindeki ilk bagarilardan biri olan bakteriyal bulasici hastaliklardaki yaklasimiar
rénesans i¢in ¢nemli bir adim olusturmaktadir. Antibakteriyal ila¢ kesfi sahasi, artan
seri bakteriyal genom sayist ve analizler igin uygunluklarn sebebiyle genetigin
avantajlarindan yararlanmadaki ilk alanlarindan biri olacaktir (Gordon and Trias,1997).

Artan seyahatler, degisen sosyal hayat ve dogal ¢evreye insan miidahalesi,
bakteriyal enfeksiyonlann insanlara bulagsmasindaki faktdrlerdir. Bu yiizyilda insan
populasyonlarinin demografik modellerindeki doniistimler enfeksiyonlarin dogasim ve
sikligmi belirlemede énemli bir rol oynadi. Oregin, yash insan niifusunun artmass,
kanser kemoterapisindeki ilerlemeler, AIDS’in yayilmasi, bagisiklik uyusurlugu olan
insan sayisimt ve onlarla beraber immiinodepresyonla ilgili hastaliklarin frekansini
arttirda .

Onceleri bakteriyal enfeksiyon olmadigy diisiiniilen hastaliklara sonradan
bakterilerin neden oldugu anlasildi. Bu hastaliklar enfeksiyonun tedavisi igin 6zel
terapilerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyabilir. Bu hastaliklarin érmekleri; mide iilseriyle
ilgili olan Helicobacter pylori’nin neden oldugu enfeksiyonlar, Cylamydia pneumoniae

ile ilgili kalp hastaliklaridir. Biiyiik bir olasilikla gelecekte arterid (mafsal iltihabi) ve



damarlarin tikanmas1 gibi yaygin hastaliklart da igerecek sekilde yeni bulagici

hastaliklar rapor edilecektir.

1.1. Antibiyotikler
1.1.1. Antibiyotiklerin Tanim

Bir organizmanm diger bir organizmanin gelisimini engelleme ve dolayisiyla
onun hastalifa sebep olma etkilerini ortadan kaldirmasi ile ilgili ilk uygulama
Metchnikoff (1889) un tavsiyesi iizerine denenmistir. Bu caligmanin sonuglar1 tip
literatiiriine zararsiz mikroorganizmanin zararli mikroorganizmay: ortadan kaldirip onun
yerini almast diislincesinden giderek “yerini alma sagaltimi” olarak ge¢mistir. Ayni y1l
Vuillemin tarafindan “bir mikroorganizmamin diger bir mikroorganizma lizerinde
antogonistik faaliyetlerinin mevcut oldugu ve bu faaliyetlerden bazi insan
hastaliklarinin sagitiminda yararlanilabilecegi” fikri dogmustur. Bu durum arastirici
tarafindan “Antibiosis” olarak tamimlannustir (Oner, 1996). Sonraki yillarda Papcostas
ve Gate, bu terimi sadece in vitro durumlar i¢in sinirlandirmislar, benzer aktivitenin in
vivo da gergeklesmesini ise “antagonizm” olarak tanimlamiglardir.

Antibiyotik terimi ise, 1942 yihinda Waksman tarafindan “mikroorganizmalarin
biiyiimelerini inhibe edici 6zellige sahip mikrobiyal kaynaklt kimyasal madde” leri
tanimlamak i¢in kullanmlmistir (Waksman, 1967). Glinlimiizde ise, bu tanima etkisini
diisiik konsantrasyonlarda gostermesi ve diisiik molekiiler agirhiga sahip olmasi gibi
gereklilikler ilave edilmistir (Oner, 1989; Lancini et al., 1995)

Antibiyotiklerin en fazla birka¢ bin dalton kiitle igermesi beklenir. Bu anlamda
antibakteriyal etkiye sahip olan lizozim ve kolisin gibi kompleks protein molekiilleri
antibiyotik olarak degerlendirilmemektedirler. Benzer olarak, sahip olduklari
antibakteriyal etkiyl ancak yiiksek konsantrasyonlarda iken gosterebilen glisin, 18sin
gibi aminoasitler ve etanol, butanol gibi iiriinler antibiyotik tanimina dahil edilmezler.

Antibiyotikler, metabolizmanin ara {riinii degil, son {riini olarak
degerlendirilirler. Kesiflerinden ve tammlanmalarindan sonraki yillarda bu iriinlerin
etkinlikleri kimyasal modifikasyonlarinin eldesi ile artinlmaya ¢ahisilmistir. Bu yolla
once semisentetik daha sonra ise sentetik antibiyotiklerin eldesine yonelik ¢aligmalar

hiz kazanmstir.



1.1.2. Antibiyotiklerin Tarihgesi

Antibiyotiklerin kesfi mikrobiyal hastaliklarin kontroliinde bliyilk ¢igir agmis
olsa da ilk ¢aglara doniip bakildiginda insanlarin tedavi amaciyla bitkiler ve bitki
Ozlerinden yararlandigi; mikroorganizmalarin bile farkinda olunmadan sagitimda
kullanildign goriiliir (Denizci, 1996). Bu dogal maddelerin tedavi edici oldugu,
antibiyotik olarak adlandirilmalarindan ¢ok 6nce bilinmekteydi. Asirlar 6nce Cinliler,
¢cibanlart ve ayakta olusan enfeksiyonlann tedavi etmek igin, kiiflii soya ile kaph
sandaletler giymisler; Hipokrat’ta dahil olmak lizere eski Yunanlilar ise sarap ve bazi
tuzlan yara enfeksiyonlarina karst kullanmiglardir. Kiiflerin antibakteriyal 6zellikleri,
Ingiliz biyologu John Tyndall tarafindan, 1881 yilinda tarif edilmistir ve bulanik olan
kiiltlir ortaminin yiizeyinde kiif iiremesi ile berraklastifini gézlemlemistir. Bu konu ile
ilgili ilging diger bir olgu Pasteur ve Joulbert’in gozlerinden kagmamistir. Onlar sarbon
basillerinin idrar icersinde iyi bir bilyiime gosterdiklerini ancak idrar igersine diger
organizmalarinda girmesi halinde onlarin ortamda gérlinmez hale geldiklerini yani
kaybolduklarint saptamiglardir. Emmerick ve Low (1901) tarafindan yapilan bir
calismada da; Pseudomonas aeroginosa’nin sivi kiiltlirlerini tavsanlara enjekte
ettiklerinde tavsanlarin sarbona yakalanmadiklarimi saptamislardir. Onlar hayvanin
kazandi1§1 direngliligin sebebini de incelemisler ve bunu organizmadan ¢ikan piyasinaz
enzimine baglamiglardir. Tavsana asilanan organizmaya o zaman Bacillus pyocyaneus
deniliyordu. Enzimin ismi de organizmanin tiir ismine dayanarak verilmistir(Aslan,
1999).

1928’de Fleming tarafindan kesfedilen ve 1940’11 yillarin baglarinda, Chain ve
grubu tarafindan Oxford’da izole edilen ve klinik olarak denenen penisilin bilinen ilk
antibiyotik degildir. Ilk antibiyotik, mikofenolik asit, 1896’da Gosio tarafindan bir
Penicillium’ dan izole edilmis ve 1913’de Alsberg ve Black tarafindan 1948’de
bulunmustur. Bu grup ayni zamanda, Pellegra iizerine yaptiklar ¢alismalarda, kiifli
musirdan penisilik asit elde etmiglerdir (Aslan, 1999).

1940’larda  Waksman, Actinomycetes’ler tarafindan iiretilen antibiyotikler
konusunda sistemik tarama programini baglatmistir. Actinomisin, Actinomycetes’den
elde edilen ilk antibiyotik olup, 1941 yilinda izole edilmis, bunu 1942’de streptotrisin
takip etmistir. Calisma Eyliil 1943’de, Streptomyces griseus’dan streptomisinin
izolasyonu ile doruk noktasina ulagsmistir (Aslan, 1999).

Bir Trichoderma lignorum metaboliti olan gliotoksin, Weindling ve Emerson

tarafindan 1936’da kesfedilmis ve izole edilmistir (Denizci, 1996).



Dubos ve grubu 1939’da toprak izolati olan Bacillus brevisten trotrisini
kesfetmigler ve bunun daha sonra, gramisidin ve tirosidin olmak iizere iki peptid
antibiyotik karisim1 oldugu bulunmustur (Denizci, 1996).

Gegmisteki tarama programlari, esas olarak, Streptomyces genusunun tiirleri
tizerinde yogunlasmis olmasina ragmen, Micromonospora purpurea ve diger
Micromonospora tirleri tarafindan {iretilen gentamisin; Nocardia mediterranei
tarafindan iretilen rifamisin, Nocardia uniformis tarafindan tretilen rifamisin ve
Nocardia uniformis tarafindan iiretilen nocardisin gibi degerli olan antibiyotikleri iireten

diger potansiyel genuslar kesfedilmislerdir (Denizci, 1996).

1.1.3. Antibiyotik Ekolojisi

Mikroorganizmalara denizlerin en derin kisimlarindan atmosferin en yiiksek
tabakalarina kadar ¢ok farkli yasam c¢evrelerinde rastlamak miimkiindlir. Ancak
mikroorganizmalarin en fazla bulunduklar1 habitat, topraktir. Onlarin yasami igin
toprakta su, hava, mineral madde, karbon azot kaynaklari, oksijen bulundugu gibi 1s1 da
mevsimsel olarak degisir, pH ise topraktan topraga degisiklik gosterir. Her toprak tipine
uygun bir toprak florasi mevcuttur. Bir gram toprak analiz edildiginde i¢inde sayisi
milyonlarla ifade edilen mikroorganizmamn yer aldigi goriiliir. Bir gram gibi bir
toprakta milyonlarca mikroorganizma bir arada yasarken onlarin topraktan istedikleri
besin elementleri yeterli olmadigindan aralarinda topragin organik maddesi, topragin
suyu, topragin mineral maddesi, vb. faktorler igin rekabete girerler. Bu rekabetin araci
olarak siklikla kullanilan etken, tirettikleri toksik maddelerdir. Béylece daha fazla yer,
organik madde, su, vb. faktdrlere sahip olmaya c¢aligirlar.

Bu nedenle antibiyotik arastirmalart igin toprak en sik basvurulan materyali
olusturur. Yeni toprak orneklerinden izole edilen organizmalar, antibiyotik iiretimi
agisindan tarama testine tabi tutulduklarinda yeni antibiyotikler bulmak olanakhdir.
Bugiin elimizde, mevcut en kullanmiglt antibiyotikleri tireten Penicillium, Streptomyces,
Bacillus genuslarina ait tiirlerin gogunu topraktan izole etmek miimkiindiir (Oner,

1996).

1.1.4. Antibiyotiklerin EKonomisi
Antibiyotikler giintimiizde, Diinya c¢apinda en fazla kullanmilan ilaglar
arasindadir. Diinyadaki yillik antibiyotik tiretimi, 1991 yili verileri ile, yaklasik 100.000

ton olup, bu miktarin yaklagik satig degerinin 5 milyar dolar oldugu bildirilmektedir



(Brock and Madigan, 1991). Oldukea yiiksek bir ekonomik degere sahip olmast nedeni
ile, diinya 6lceginde fermentasyon yolu ile antibiyotik {iretimi yapan ¢ok sayida kurulus
bulunmaktadir. Ulkemizde baz1 6zel sektor kuruluslan yurtdis: baglantili gahismays ve
{iretim yapmamay tercih ederken, ANSA A.S., Deva Holding A.S., Abdi Ibrahim A.S.
ve Eczacibast Holding gibi baz1 6zel sektor kuruluslari ise, bircok antibiyotigin

tiretimini ger¢eklestirmektedir.

1.2. Antibiyotiklerin Kullanim Alanlan

Genellikle antibiyotikler tedavide kullanilmak {izere antimikrobiyal etkili madde
olarak Uretilirler. Antibiyotikler tip alammin yam sira, hayvancilik, ziraat ve diger
alanlarda da kullamlmaktadir. Ziraat alaninda enfeksiyon, zararh ve rekabetgilerin
kontroliinde, hayvancilikta ise besicilikte agirhik artisi i¢in katki maddesi olarak ve
enfeksiyonlara karsi, ayrica, besinlerin muhafazasinda, biyokimyasal ve kiiltiir
ortamlarinda segici ajan olarak kullanilmaktadir (Arai et al., 1976, Lancini et al., 1995;
Denizci, 1996). Antibiyotiklerin bu ve benzer uygulamalardaki kullanimlari, 6nemlerini

daha da arttirmaktadir.

1.2.1. Antibiyotiklerin Enfeksiyon Hastahklarinda Kullaninm

Giiniimiizde antibiyotikler, klinik tedavide en 6énemli olan ve en ¢ok kullanilan
llaglar arasindadir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi, antibiyotik veya diger
antimikrobiyal ajanlarin sistemik sekilde ilag olarak verilmesiyle gergeklestirilir
(Denizci, 1996). Temelde bu kullanimin iki amaci vardir; antimikrobiyal ajanla tedavi
edilebilecek bir enfeksiyon hastaliginn varhigi (tedavi amaci ile kullamm) ve
antimikrobiyal ajanla gelismesi 6nlenebilecek bir enfeksiyon olasiligr (proflaksi amaci
ile kullanmim). Tipta, antibiyotiklerin yetersiz oldugu kronik hastaliklar, sistemik
mikozlar ve hastane kaynakh firsat¢i tiirler hala mevcuttur ve yeni antibiyotiklere
ihtiya¢ artmaktadir (Aslan, 1999).
1.2.2. Antibiyotiklerin Ziraat Alaninda Kullamimm

Bugiin ¢ok sayida antibiyotik, tehlikeli etkileri olan bakteriyal, fungal, viral
enfeksiyonlara ve bdceklerin, diger parazitlerin neden oldugu hastaliklarin tedavisi ya
da bu hastaliklardan korunma amaci ile tarimda kullamlmaktadir (Denizci, 1996)
Antibiyotiklerin tarimdaki 6nemli uygulamalar1 su sekilde 6zetlenebilir (Lancini et al.,

1995).



1. Bakteriyal enfeksiyonlarin kontrolinde: Bu amagla genellikle insanlar igin
gelistirilmis olan ve kullanilan streptomisin, 6zellikle Erwinia sp. ve Xhanthomonas sp.
enfeksiyonlarina karsi kullanilmaktadir.

2. Fungal enfeksiyonlarin kontroliinde: Bunlarin birgogu, Piricularia oryzae tiirline
kars1 etkili olan blastisidin S gibi niikleosid ve polioksinlere aittirler. Diger énemli
antifungal antibiyotikler Okaryotlarda protein sentezi inhibit6rii olarak bilinen
sikloheksimid ve kasugamisindir.

3. Yabanci ot kontroliinde: Antibiyotik Ozellikler gosteren ¢ok sayida sentetik
bilesiklerin bazilar1 bitki zararlilarinin kontroliinde herbisit olarak kullanilir (Denizci,

1996).

1.2.3. Antibiyotiklerin Hayvancilikta Kullanim

Giinimiizde antibiyotikler, besicilikte agirhik artisi igin besin katki maddesi
olarak ve ayrica hayvanlarin ¢esitli enfeksiyonlara karsi korunmasi amaci ile
kullanilmaktadir.

[k defa 1948°de diisiik dozda antibiyotiklerin dietlerde kullanimi ile tavuklarda
agirlik artigi gozlendigi rapor edilmis ve daha sonraki yillarda farkli antibiyotikler ile
farkli hayvanlarda yapilan g¢aligmalarda intestinial bakteriyal floranin etkilenmesi
neticesinde agirlik artisi oldugu saptanmugtir.

Yemlerde 50 — 250 g/ton klortetrasiklin, oksitetrasiklin ya da tilosin
kullammminin hayvanlarda hastalifa yakalanma donemlerinde, korunmaya yardimci
oldugu gozlenmistir. Ozellikle siitten kesme, asilama ya da yolculuktan sonra
antibiyotiklerin profilaktik kullanimi, nemli ekonomik katki saglamaktadir.

Biiyime {izerine antibiyotiklerin  etkisi, asagida verilen nedenlere
dayandirilmistir (Lancini et al., 1995).

1. Toksin {ireten intestinal bakterilerin inhibisyonuna,

2. Asemptomatik hastaliklara neden olan bakterilerin inhibisyonuna,

3. Dietlerde sequiester proteinler veya esansiyel besinleri parcalayan bakterilerin
inhibisyonuna,

4. Floranin bir boélimiiniin inhibisyonu sonunda konukcunun biiylimesi i¢in gerekli
besin faktdrlerini sentezleyen bakterilerin stimiilasyonuna.

Antibiyotiklerin hayvancilikta kullamilmaya baglamasinin ilk yillarinda medikal
amacl olarak, penisilin, tetrasiklin, eritromisin, streptomisin; besin katkisi olarak da,

medikal amach kullanilan antibiyotiklerden klortetrasiklin, eritromisin bir¢ok tlkede



kullamlmiglardir. Fakat 17 Avrupa iilkest ve Japonya’da bu tip antibiyotiklerin besin
katkist olarak kullanim yasaklanmistir. Ozellikle coccidiostatik ajanlar ve besin katki
maddesi olarak polieter antibiyotikleri, her yil artan ve yaklasik 100 ton/y1l olan
iretimleri ile bu alanda 6nemli kullanilis yeri bulmuslardir. Bunlar genel olarak
Aktinomiset’lerden ve ozellikle Streptomyces, Actinomadura genuslarindan, birkag
bilesik ise Nocardia ve Dactylosporangium tirlerinden elde edilmislerdir (Denizci,

1996).

1.3. Antibiyotiklerin Smiflandiriimasi

Antibiyotikler, farkli bilim dallarindaki arastiricilar tarafindan  degisik
6zelliklerine gore smiflandirilmiglardir. Kimyacilar kimyasal yapisina, tip uzmanlar
biyolojik etki spektrumu ve etki mekanizmasina, biyologlar biyolojik orjinlerine ya da

biyosentez yoluna gore siniflandirmayr daha etkin bulmaktadirlar.

1.3.1. Biyolojik Orjinlerine Gore Simflandirma
Bu smiflandirma tipi, antibiyotigi {ireten organizmaya goére diizenlenmistir.
Ancak, aym yap:t ve etki mekanizmasina sahip bazi antibiyotiklerin farkli grup

mikroorganizmalar tarafindan iiretilmesi bir dezavantaj ve karisiklik kaynagidir.

1.3.2. Kimyasal Yapilarina Gére Simiflandirma

Antibiyotikler, kimyasal vyapilarina goére Berdy (1974) tarafindan
siniflandinlmiglardir (Cizelge 1). Bu siniflandirma sistemi ile olusturulan sistem,
bulunacak yeni antibiyotiklerin sisteme girilmesi kolaylifini saglamasi nedeni ile

avantajh gériilmektedir.

Cizelge 1. Antibiyotiklerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi (Berdy, 1974)

Primer Kod Numarasi Ailesi

1. KARBONHIDRAT ANTIBIYOTIKLER

1.1 Saf Sakkaritler

1.2 Aminoglikozit Antibiyotikler
1.3 Diger N- ve C- Glikozitler

1.4 Cesitli Seker Tiirevleri

2. MAKROSIKLIK LAKTON (LAKTAM) ANTIBIYOTIKLER
2.1 Makrolit Antibiyotikler




Cizelge 1. Antibiyotiklerin kimyasal yapilarina gére siiflandiriimasi (Devam)

2.2 Polien Antibiyotikler
23 Diger Makrosiklik Lakton Antibiyotikler
2.4 Makrolaktam Antibiyotikler

3. KINON ve BENZER ANTIBIYOTIKLER

3.1 Linear Kondanse Polkisiklik Antibiyotikler
32 Naftokinon Tiirevleri

33 Benzokinon Tiirevleri

34 Cegitli Kinon Benzeri Bilesikler

4. AMINOASIT, PEPTID ANTIBIYOTIKLER

4.1 Aminoasit Tiirevleri

42 Homopeptidler

43 Heteromer Peptidier

44 Peptolitler

4.5 Yiiksek Molekiil Agirlikli Peptidler

5. AZOT ICEREN HETEROSIKLIK ANTIBIYOTIKLER

5.1 Kondanse Olmamus (Tek) Heterosiklikler
5.2 Kondanse Heterosiklikler
53 Antibiyotik (Antitlimor) Aktivitesi Olan Alkoloidler

6. OKSIJEN ICEREN HETEROSIKLIK ANTIBIYOTIKLER

6.1 Furan Tirevleri

6.2 Piran Tiirevieri

6.3 Benzopiran Tiirevleri
6.4 Kiigiik Laktonlar

6.5 Polieter Antibiyotikler

7. ALISIKLIK ANTIBIYOTIKLER

7.1 Siklolakton Tiirevleri

7.2 Kigiik Terpenler

73 Oligoterpen Antibiyotikler

8. AROMATIK ANTIBIYOTIKLER

8.1 Benzen Bilesikleri

8.2 Kondanse Aromatik Bilesikler

8.3 Non-Benzoid Aromatik Bilesikler

8.4 Aromatik Bilesiklerin Cesitli Tiirevleri

9. ALIFATIKANTIBIYOTIKLER

9.1 Alkan Tiirevleri
9.2 Alifatik Karboksilik Asit Tiirevieri
9.3 Kiikiirt ya da Fosfor Iceren Alifatik Bilesikler

0. MISELLI ANTIBIYOTIKLER




1.3.3. Etki Mekanizmalarina Gore Siniflandirma

Onceleri, antimikrobiyal etki tiplerinin cogunun, bir “Rekabet Antagonizmi”
mekanizmast ile agiklanabilecegine inaniliyordu. Oysa gilinlimiizde, antimikrobik
maddelerin etkisinde rekabet antagonizminin nadiren rol oynadigi ve en etkili
antimikrobik ilaglarin, mikroorganizma hiicrelerinin biliyiik molekiillii bilesiklerinin
yapimini, birlesmesini veya fonksiyonlarini bozmak suretiyle etki gosterdikleri
bilinmektedir (Eltem, 1999). Antibiyotikler, hiicre g¢ogalmasinda 6nemli fonksiyona
sahip olan molekiillerin gorevini inhibe ederek duyarh mikroorganizmalarin bilylimesini

engellerler.

1.3.3.1. Uremenin, temel metabolitlerin analoglar tarafindan dnlenmesi (Rekabet
Antagonizmi)

Birgok mikroorganizma i¢in, Para aminobenzoik asid (PABA), purinlerin
yapiminda énemli bir adim olusturan folik asidin yapimi igin temel bir metabolittir. Bu
1islemde muhtemelen 6nce PABA ile ATP’ ye bagh bir pteridine birleserek, daha sonra
folik aside doniisiirler. Sulfanomidler yap: bakimindan PABA’nin analoglandirlar.
Sulfanomidler bu yap1 benzerliginden otiirii reaksiyonda PABA’nin yerini alarak,
enzimin aktif merkezi ile birlesme bakimindan PABA’ ya rakip olurlar. Sonug olarak
folik asidin is goremeyen analoglan olusur ve bakterinin bundan sonraki iiremesi
engellenmis olur. Bu olay, antimikrobik ilaglarnn rekabet antagonizmi i¢in en iyi bilinen
omeklerdendir.
1.3.3.2. Hiicre ¢eperi yapiminin engellenmesi

Hiicre ¢eperi, peptidoglukan denilen karmagitk bir mukopeptid polimer ihtiva
eder. Penicillinler, bakteri hiicre geperi yapimini segici sekilde dnlerler. Fonksiyonlari
penicillinle Onlenen hiicrelerde, hiicre c¢eperinin 6n maddeleri olan niikieotidler
birikirler. Halbuki, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapimi, yavaslamaksizin devam
eder.

Diger birgok ilaglar da, ayni sekilde hiicre ¢eperi sentezini engellemek suretiyle
etki yaparlar; ancak bu yol, bu antibiyotiklerin tek veya temel etki mekanizmalari
degildir. Bu tip antibiyotikler arasinda, basitrasin, vankomisin, novobiosin ve sikloserin

sayllabilir. Yapilari bakimindan D-alanin’in analogu olan D-sikloserine, polimerde
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alanin’in bulundugu peptid bdlimiine onun yerine girmek suretiyle hiicre g¢eperi

yapiminm bozulmasina sebep olur (Ural ve Unver, 1988).

1.3.3.3. Hiicre zari fonksiyonunun 6nlenmesi

Biitiin canli hiicrelerin sitoplazmasi, bir sitoplazmik zarla ¢evrilmistir. Bu zar,
secici gecirgenlik 6zelligi nedeni ile, hiicrenin i¢ yapisini kontrol eden bir baraj gorevi
yapar. Eger sitoplazmik zarin fonksiyonel biitlinltigii bozulacak olursa, purin ve
pirimidin niikleotidleri ile proteinler hiicreden disar1 ¢ikabilirler; bu ise, hiicrenin zarara
ugramasina ya da 6liimiine sebep olur. Bazi bakterilerle funguslarin sitoplazmik zarlari,
belirli etkenler tarafindan, hayvan hiicrelerinin zarlarindan daha kolay bozulabilir. Bu
fark, se¢ici etkili kemoterapi uygulanmasina olanak yaratir.

Bu etki mekanizmasimin en iyi bilinen 6rnekleri, polimiksinlerin gram-negatif
bakterilere etkileri ve polyene antibiotiklerin funguslar iizerine olan etkileridir. Bununla
beraber, polimiksinler funguslara ve polienler de bakterilere etki yapmazlar. Bunun
nedeni, funguslarin hiicre zarlarindaki bir sterol ile etkilesmek zorundadirlar.
Bakterilerin hiicre zarlarinda bu sterol mevcut degildir; bu nedenle bakteriler polien’in
etkisine direnclidirler. Bu durum, hiicrelerin kisilik farklarina ve segici toksik etkiye iyi

bir 6rnektir.

1.3.3.4. Protein yapimunin énlenmesi

Chloramphenicol, tetracyclinler, streptomycinler ve  erythromycinler,
bakterilerdeki protein yapimini 6nleyebilirler. Chloramphenicol, hiicre ¢eperinin ya da
niikleikasitlerin yapisint bozmaz; bakteri ribozomlarimin 50 S birimlerini etkileyerek,
aminoasitlerin olugmakta olan polipeptid zincirlerine eklenmesini belirli sekilde bozar.
Muhtemelen peptidil transferaz enziminin i gérmesini 6nleyebilir. Bu antibiotik, birgok
bakteriler i¢in bakteriyostatik etkilidir ve etkisi kaldirihp ters yone déniisebilir.

Tetracyclinler, amino-acyl transfer RNA (tRNA)’nin, ribozomlarin 30 S
birimine baglanmasim bloke etmek suretiyle, bakterilerin protein yapimimi 6nlerler.
Macrolideler (erythromycin grubu) ve lincomycin de, ribozoma baglanacak olan amino
asitlerin yerini alarak ve amino-acyl reaksiyonlarini bloke ederek, protein yapimini
Onlerler.

Streptomycin, bakterilerin protein yapimini, etkili sekilde dnler. Bu antibiotik,
ribozomlarin 30 S birimlerinin bir proteinine baglamir ve mRNA’ nin tasidig1 bilginin

yanlis okunmasma sebep olur. Bu olay, hiicre iginde, is gbéremeyen proteinlerin
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olusmasina yol agar. Diger aminoglycosidler (kanamycin, neomycin ve gentamycin),

streptomycininkine benzer bir mekanizma ile etki yaparlar (Unver ve Ural, 1988).

1.3.3.5. Niikleik asit yapyminin 6nlenmesi

Actinomycin gibi ilaglar, DNA sentezini 6nleyen, etkili inhibitdrlerdir. Bu
maddeler, deoksiguanozinlere baglanmak suretiyle, DNA ile bilesikler yaparlar.
Boylece olusan DNA-actinomycin kompleksleri, DNA’ya bagh olan RNA polimerazi
inhibe ederek, mRNA olusumunu Onlerler. Actinomycin ayrica DNA viruslarinin
replikasyonunu da 6nler.

Halogenlenmis pirimidinler (6rnegin, S-iodo-2’-deoksiuridin, idoxuridin, IDU),
fonksiyon bakimindan saglam DNA sentezini bloke ettiklerinden, enfektif DNA
viruslerinin replikasyonunu bozabilirler. IDU, thyrimidine’in viral DNA’ya birlegmesini
engelleyebilir ve bunun yerine bizzat kendisi DNA yapisina girerek, is géremeyen bir
DNA molekiilii yapilmasina sebep olabilir.

Cogunlukla idrar yolu antiseptigi olarak kullanilan nalidixic acid, kuvvetli bir
DNA sentezi Onleyicisidir; fakat antibakteriyal etkisinin bu 6nlenime bagh olup

olmadig bilinmemektedir (Unver ve Ural, 1988).

1.4. Antibiyotiklere Kars1 Mikrobiyal Direnclilik

Guniimtzdeki antibiyotik siniflarinin kesfi tibbi bir mucize olarak goriilse de
bulasict hastaliklarin tedavi problemleri daima bizimle beraber olacaktir. Bakteriyal
populasyonlardaki antibiyotik direnci, antimikrobiyal ilaglarin kullammiyla zamanla
dramatik bir sekilde artmistir. Antibiyotik 6ncesi devirde, Staphylococcus aureus ya da
Streptococcus pneumonia suglariyla olan enfeksiyonlar, zatiire ya da septisemi gibi
genelde 6ldiirlictiydii. Penisilin tedavi i¢in bulundugunda bakterinin tiim izolatlar1 ¢ok
hassasti ve bu mikroorganizmanin yol agtifi enfeksiyonlar kontrol altina alinabildi.
Antibiyotiklerin kullamimindan yillar sonra, S.aureus’un klinik izolatlarimin yaklagik %
90’min laktamaz tireterek ve basta penisilin olmak iizere ¢ogu laktamlara direngli
oldugu tespit edildi. Methisilinin ortaya ¢ikmasindan sonra, ilk methisilin direngli S.
aureus (MRSA) suslar1 izole edildi. Bu antibiyotik ve diger mikrobiyal ajanlarin yillar
boyunca yaygm olarak kullanmilmasimin bir sonucu olarak, MRSA suslar, ¢ogu
antibiyotik simiflarina direngli markerlar biriktirdi. Vankomisin tedavisine direngli
MRSA suslan izole edildi. Glikopeptid direncinin yayilmasi durumunda, S. aureus

enfeksiyonlarinin tedavisinde toplum yeniden antibiyotik 6ncesi déneme donebilir.
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MRSA enfeksiyonlar1 genellikle hastane ortamlariyla simirlidir, fakat antibiyotik direnci
tehdidi hastanelerin 6tesine gitmektedir. S. pneumonia’larin  penisilinlere ve
sefalosporinlere direnglerinin frekansi toplumda kazanilmis enfeksiyonlarda artmaktadir
ve bu direngli fenotipler, farkli orjinli direngli suslarin klonal populasyonlarinin

yayilmasiyla ¢esitli durumlarda bagimsiz olarak olustu.

1.4.1. Dogal Direnclilik

Bakteriler dogal olarak, antibiyotiklere karst direncli olabilirler. Ornegin
streptomisetler kendi iirettikler1 antibiyotiklere karsi direnglilikten sorumlu bazi genlere
sahip iken, gram-negatif bakterilerin sahip oldugu dis membran antibiyotiklerin gegisine
karsi bariyer gorevi yapar. Bazi organizmalarda ise antibiyotikleri tagiyici sistem yer
almazken, bazilarinda da antibiyotiklerin hedef aldig1 reaksiyon ya da hedefler
bulunmaz.

[laglarm, bunlarla karsilasan mikroorganizma populasyonunun tiimiiniin direngli
hale gelmesi i¢in gerekli bir uyart: (stimulus) olarak is gérebilecekleri ile siiriilmiistiir.
Bu tip bir “uyum” mekanizmasi, eger miimkiin olabilirse, muhtemelen pek seyrek
olarak 6nemli bir diren¢ olusumundan sorumlu tutulabilir. Fakat ¢evre kosullari,
organizmanin genotipinden bagimsiz olarak ilaca direnglilik nedeni olabilirler. Ornegin
metabolizmalar1 durgun olan mikroorganizmalar, ilag etkilerine dayanabilirler. Fenotip
bakimindan “dayanikli” olan bu tip mikroorganizmalar, devam eden enfeksiyonlarda ve

ilagla tedavinin basarisizliginda 6nemli olabilirler.

1.4.2. Kazanilmus Direnclilik

Bakteriler antibiyotiklere karsi direnglilik gelistirebilir, Grnegin bakteriyal
populasyonlar o6nceden duyarli olduklarn antibiyotiklere karsi direngli olabilirler.
Bakteriyal genomun degismesi bu tip direnglilikle sonug¢lanir. Kazanilmis direnglilik
bakterilerde, iki genetik islemle yiiriitiiliir: (1) Mutasyon ve Seleksiyon (vertical

evrim); (2) Tir ya da Strainler Arasinda Gen Degisimleri (horizontal evrim)

1.4.2.1. Mutasyon ve seleksiyon
Bakteriyal kromozomdaki dogal mutasyon bakteriyal populasyonun bir tiyesine
direnglilik kazandirir. Antibiyotiklerin segici ortaminda yabani tip olanlar (mutant

olmayanlar) 6liir ve diren¢li mutantlar biiylime ve gelismesine devam eder.



13

1.4.2.2. Tiir ya da strainler arasinda gen degisimleri

Diger organizmalardan direngli genlerin kazanmilmasidir. Bir bakteri
populasyonunda bir defa ilaca direngli mutantlar belirince, bu mutasyon, bu bakteri tiirii
icin s6z konusu olan genetik madde aktarimi mekanizmasina bagli olmak iizere,
transformasyon, transdiiksiyon ya da konjugasyon yolu ile populasyondaki diger
hiicrelere de gecebilir. Doga’da, bu mekanizmalar aracilig: ile kromozomal genlerin
transferi, muhtemelen ¢ok seyrek meydana gelmektedir. Fakat bu sekilde, 2 ayr ilaca
direngli olan 2 bakteri arasindaki yeni bilesim (rekombinasyon) olaylari, her iki ilaca da
direngli olan bir hiicre meydana getirebilir.

Taca direnglilik 6zelligi, genetik olarak, epizomlarin ya da plazmidlerin transferi
suretiyle de bir bakteriden digerine gegebilir. Bunun en iyi bilinen &rnekleri,
konjugasyon yolu ile gram negatif bakteriler arasinda bircok ilaca birden direng
ozelligini tasiyabilen Direng Aktarici Faktorler (=Resistance Transfer Factors =RTF) ve
stafilokoklar arasinda, bakteriyofaj araciligi ile (transdiiksiyonla) taginan ve penisilinaz

yapimini yoneten plazmidlerdir.

1.4.3. Tlaclara Direngliligin Biyokimyasal Mekanizmalar
Ilaglara direngli hale gelis mekanizmasma ait cesitli diisiinceler yer almaktadir.
Bu mekanizmalarin baslicalar su bicimde 6zetlenebilir:

1. Ilacm tahribinin artmasi; 6rnegin penisiline direncli olan birgok organizma,

penisilini parcalayan “Penisilinaz” enzimi meydana getirirler.

2. Organizmanin ilaca olan gecirgenliginin azalmasi. Membranin veya onun
gecirgenlik 6zelliginin degisiklige ugramastyla artik hiicre o ilaca gecirgen degildir. Bu
durum, ¢ogunlukla bir ilacin diisiik molekiil agirlikli bir metabolitin rekabetli inhibitérii
iken goriilir (6rnegin; argininin bir analogu olan canavanine direng, genellikle bir
arginine permease’in mutasyonel kaybiyla kazanihr).

3. Bir enzim igin ilagla rekabete girigebilecek yapida olan bir metabolitin
yaptminin artmast. Ornegin, sulfanomide direncli bazi suslarda PABA (para-amino-
benzoik asit) yapimi artmaktadir.

4. Ilacin 6nledigi enzimin yapiminin artmasi.

5. Onlenime ugrayan reaksiyonun yerini tutabilen yeni bir metabolik yolun
gelistirilmesi.

6. Bir enzimin, metabolik fonksiyonlarii devam ettirebilecek, buna karsilik ilagtan

zarar grmeyecek sekilde degisiklige ugramasi.
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7. Ribozomal proteinin, streptomisine direngte oldugu gibi, yapiminin degismesi.

Bir ilaca direngli olan ve bu ilacin kullanilmasi suretiyle populasyondaki diger
bakterilerden secilen varyantlar, daha once karsilasmadiklart diger bir ilaca karsida
diren¢li olabilirler. Buna, c¢apraz direng (cross-resistance) adi verilmektedir. Bu gibi
ilgiler, temel olarak kimyasal yapilart bakimindan aralarinda yakinlik bulunan
tetrasiklinler, eritromisin - karbomisin — spiramisin - oleandomisinler, streptomisin -
dihidrostreptomisin, neomisin — kanamisin - paramomisin, polimiksin - kolistin gibi
ilaclar arasinda goriiliir.

Antibiyotik direnc¢liligine olan 1ilgi giin gectikge artmaktadir ve antibiyotik
direngliligi bakterilerce olusturulan bulagict hastaliklarin tedavisinde en sik rastlanilan
hatalara neden olmaktadir. Antibiyotige direngli bakterinin neden oldugu bulasici
hastaliklar kacginilmaz olarak pahali ve daha toksik ilaglarin kullanimina, daha sonra
hastanede yatmaya ve dogal olarak maliyet yiikselmesine neden olmaktadir. Belirtmek
gerekir ki, enfeksiyonlarin biiyiikk boliimii ve 6zellikle tehlikeli patojenlerce
olusturulanlari, hala antibiyotik tedavisine cevap vermektedir. Fakat bu durum bir
rahatlamaya ve antimikrobiyal kemoterapide karsilasilan gittik¢e artan problemleri goz
ardi etmeye neden olmamalidir.

Bakterilerin antibiyotik diren¢ genlerini verme ve kazanma yetenekleri
antibiyotik direngliliginin yayilmasinda biiyiik bir etkendir, fakat direng genlerinin
devaminda ve evriminde yer alan faktorlerde g6z 6niinde bulundurulmahdir. En 6nemli
neden siirekli antibiyotik kullanimindan kaynaklanan se¢ici baskidir. Fazla ya da yanlis
kullamim, problemi kesinlikle arttirmaktadir. Ornegin, antibiyotik kullamminda siki
smirlamalar olan iilkelerde, daha yumusak yaklasimlari olan tilkelere gore direng
oranlar1 daha dustiktiir. Saglik kuruluslarinda direngli organizmalarin daha fazla
gortilmesi antibiyotik uygulamasinin bu ¢evrelerde siirekli olmasidir ve sonugta hastane
ortaminda kazamilmis direnglilige sahip olan zincirler toplum iginde kazanilmis
direnglilige sahip zincirlere gére daha direngli olmaktadir. Hastanelerde antibiyotik
kullantminin kontrolii zordur ¢iinkii, enfeksiyonla karsi karsiya gelen bir medikal
uygulayici hastayr kendine gore en uygun araclarla tedavi edecektir. Bununla birlikte
gereksiz ya da yanhs tahmin edilen antibiyotik kullanimimi azaltmak i¢in belirli
Olgtimler uygulanabilir. Bunlara, lokal antibiyotik tedavi tedbirleri, mikrobiyologlar ya

da enfeksiyon hastaliklart hekimi gibi antimikrobiyal kemoterapi uzmanlariyla
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konsiiltasyon, lokal durumlar i¢in uygun ve siirhi antibiyotikleri igeren lokal recete ve
etkili enfeksiyon kontrol tedbirleri dahildir.

Bakteriyal patojenler, antibiyotiklere karst c¢esitli sekillerde direnglilik
gelistirebilir ya da kazanabilirler. Bu durum kullanimda olan antibiyotiklerin giderek
yarasiz olmasina neden oldugu gibi aragtiricilari da ¢dziimler liretmeye mecbur birakir.
Mikrobiyal genetik alaminda yapilacak c¢aligmalar ilk sirayr alir. Antibiyotik iretici
organizmalar mutasyon-seleksiyon ¢aligmalari, genetik manipulasyonlar veya
rekombinant DNA teknolojisi yoluyla en etkili ve en verimli antibiyotik iireticilerine
doniistiiriilebilir. Tkinci ¢éziim ise mikrobiyologlarin yiiriitecegi calisma olan, yeni
antibiyotik tarama ve kesfetme c¢abalaridir. Bu da eski hastaliklara karsi yeni
antibiyotiklerin bulunmas1 avantaj saglarken, kesfedilen her antibiyotiginde yeni
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmasi dezavantajdir.

Antibiyotikler giiniimiizde diinya ¢apinda en fazla kullanilan ilaglar arasindadir.
Ticari agidan 6nemli oranda getirilerinin olmasi ve en 6nemlisi tip alaminin yaninda,
diger birgok alanda da kullamm yerinin olmasi gibi nedenler énemlerini arttirmaktadir.
Enfeksiyonlara karst etkin  bir sekilde kullamlan antibiyotiklere  karsi
mikroorganizmalarca diren¢ kazamlmasi, bu hastaliklarla miicadeleyi giin gegtikge
zorlagtirtyor olmas: toplum saghigini olumsuz yonde etkilemektedir. Birey ve toplum
saghigimmin korunabilmesi bilingli ve diizenli bir antibiyotik kullanimi konusunda
duyarlilik ve egitimin yani sira yeni antibiyotiklerin kullanima sunulmasina da bagh
goriilmektedir. Antibiyotiklerle ilgili temel yayin organlarindan birisi olan “Journal of
Antibiotics” dergisinde 1947-1997 willari arasinda 4384 adet yeni antibiyotigin
bulundugu belirtilmektedir. Dolayisiyla antibiyotik iireticisi olan mikroorganizmalarin

tarama caligmalar1 yeni antibiyotiklerin kesfine agacak olan baslangi¢ noktalaridir.

1.5. Antibiyotik Ureten Mikroorganizmalar

1955’te sadece 500 antibiyotigin bilinmesine ragmen, 20 yil sonra, bu say1
5000’1 bulmustu ve bugiin 13 000’den fazla dogal antibiyotik bilinmektedir. Bu
bilesikleri iiretenler arasinda, mikroorganizmalar disinda algler, likenler, yiiksek bitkiler
ve cesitli hayvan organizmalar vardir,

Bilinen antibiyotik dreticilerinin taksonomilerine ve kimyasal yapilarina
bakildiginda, bazi diizenler ve sinirlamalar gériilebilir.

Eubakteriler tarafindan {iretilen birgok antibiyotik peptidik bilesiklerdir.

Filament6z bakterilere ait prokaryotlardan olan Actinomycetes’ler ¢ok biiyiik kimyasal
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cesitlilik gosterir. Peptidler seker tlirevleri, makrosiklik, quinoid veya heterosiklik
bilesikler vs. mikrosiklik mantar tarafindan iiretilen antibiyotikler arasinda peptidler
azdir fakat, depsipeptidler, alisiklik, aromatik, heterosiklik bilesikler veya quinonlarla
birlikte bilinmektedir.

Yeni antibiyotiklerin biiyiik bir c¢ogunlugu topraktan veya oteki dogal
habitatlardan izole edilen “yabani” izolatlarin taranmasi ile belirlenmislerdir.

Genis bir taksonomik araliktaki mikroorganizmalarin antibiyotik {iretme
kapasitesi olmasina ragmen bu evrensel degildir. 1945 ve 1978 arasinda belirlenen
antibiyotiklerin % 55’den fazlas1 Streptomyces genusu kaynaklidir ve 5000’den fazla
bilesigi igerir (Aslan, 1999).

Antibiyotik liretme kabiliyeti dogada genis olarak goriilmesine ragmen, ¢ok
farkli mikroorganizma gruplarinda benzer ve tesadiifi olarak dagilmamislar; sadece
birkag genus ile smirlanmuglar; fakat bu smirli genuslar iginde aktinomisetler
antibiyotiklerin esas iireticileri olarak goriilmiislerdir. Algak funguslardan yaklasik 1500
antibiyotik veya biyoaktif metabolit izole edilmistir. Bunlarin 1/3’ Penicillium ve
Aspergillus genusuna ait strainlerden izole edilmistir. Bakterilerden yaklasik 1200
antibiyotik gercek Baillus ve Pseudomonas geusu tarafindan iiretildigi rapor edilmistir.
En biiyiik tretici grup olan Aktinomisetler tarafindan iiretilen, rapor edilmis 6000
antibiyotik vardir. Bunlarin % 75°i Streptomyces genusunun strainlerinden izole
edilmigtir. Diger taraftan son 10 yilda GBF (Gesellschaft flir Biotechnologische
Forschung mbH) laboratuvarlarinda yapilan c¢alismalarda Myxobacterial kékenli
yaklagik 100 farkli yapida bilesik izole edilmis ve yapist aydinlatilmistir. Boylece ¢ok
az sayida strain taranmasina ragmen, Myxococcus, Sorangium g¢ok iiretken bir grup

olarak ortaya ¢ikmistir (Denizci, 1996).

1.5.1. Bakteriler

Bakteriler tarafindan antibiyotik iiretimi smurli olmakla beraber, 6zellikle
Bacillus  genusu tarafindan  gerceklestirilmektedir. Ayrica Pseudomonas ve
FEnterobacteriaceae liyeleri de antibiyotik iiretiminde rol alan organizma gruplandir.
Birkag istisna disinda, Bacillus genusu tarafindan iiretilen antibiyotikler, peptit yapida
olup, bunlar Cizelge 2’de diger antibiyotik {ireten bakteri genuslariyla verilmisgtir.
Pseudomonas iyeleri tarafindan ¢ok sayida sekonder metabolit iiretilmesine ragmen,
sadece P.aeruginosa ve P fluorescens tiirlerinden biyilk hacimlerde iodinin ve

pycyanine iiretilmektedir. Ayrica peptidoglikan inhibitérleri, sikloserin ve fosfomisin,
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antiprotozoal olarak da azomisin, antifungal olarak pyrolnitrin ve deri enfeksiyonlar

icin kullanilan mupirosin bu grup organizmalardan iiretilmektedirler.

Cizelge 2. Bakteriler Tarafindan Uretilen Antibiyotikler (Denizci, 1996).

Bakteriler Antibiyotik
Bacillus licheniformis Bacidrasin
B.brevis Gramisidin
B.polymyxa Polimiksin B
B.polymyxa Kolitsin (Polimiksin E)
B.circulans Butirosin®
B.megaterium Glukomikotrienin
B.megaterium Ansamisin
B.subtilis Basidrasin®
B.subtilis Subtilin®
Pseudomonas pyyrolnitrica Pirolnitrin
P fluorescens Pirolnitrin
P.fluorescens Mupirosin
P.acidophila Siilfazesin
P.mesoacidophila Izosiilfazesin
Myxococcus fulvus Althiomisin
M. fulvus Pirolnitrin
M.corallodies Korallopironin
Sorangium cellulosum Ambutirisin
S.cellulosum Soraphen

a: Klinik Olarak Kullaniliyor
b: Besin Katki Maddesi Olarak Kullaniliyor

1.5.2. Funguslar

Toprak funguslar1 cok sayida antibiyotik iiretirler. Bunlar arasinda en 6nemlisi
penisilin olup, digerleri mikofenolikasit gliotoksin, klavasin, gladiolik asit, penisillik
asit, fumigasindir. Cizelge 3’de funguslar tarafindan {iretilen antibiyotik sayisi

verilmistir.

Cizelge 3. Funguslar Tarafindan Uretilen Antibiyotik Sayis1 (Denizci, 1996).

Funguslar Uretilen Antibiyotik Sayisi
Phycomycetes 14
Ascomycetes 299
Basidiomycetes 140
Fungi Imperfecti 315
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1.5.3. Aktinomisetler

Aktinomisetler, dogada genis olarak dagilmus, dallanan flamentli olarak biiyiiyen
bakterilerin genis bir grubudur. Onlar iki dar grup altinda toplanabilir;
1. Genel olarak insan ve hayvanlarla birlikte yasayan fermentatif olanlar
2. Toprakta yasayan aerobik olanlar

Birinci grup 6zel morfolojik 6zellikler ve diaminopimelikasit (DAP) igermez,
ikinci grup DAP igerir. Toprak Aktinomiset’lerinin hiicre ¢eperlerinin ana bilesenleri
Cizelge 4’de verilmistir.
Cizelge 4. Toprak Aktinomiset’lerinin Hiicre Ceperlerinin Ana Bilesenleri.* (Denizci,

1996).

Hiicre Ceperi Tipi Ana Bilesenler
Streptomyces veya Tip 1 L-DAP",Glisin
Mikromonospora veya Tip 2 | meso-DAP®,Glisin,hidroksi DAP bulunabilir
Actinomadura veya Tip 3 meso-DAP

Nocardia veya Tip 4 meso-DAP,Arabinoz,Galaktoz
QOerskovia Lisin,Aspartik asit,Galaktoz
Agromyces DAB’-Glisin

Mycoplana® meso-DAP,Bircok aminoasit

a: biitiin hiicre geperi preparasyonlar: alanin, glutamik asit,glukozamin ve muramik asiti yiiksek miktarda
igerir

b: DAP=2 .6 Diaminopimelik asit

¢: meso-DAP ve D-DAP arasinda farklilasma yok

d: DAB=2,4 Diaminobiitrik asit

e: Bu organizmalar Gr(-)'tir

Aktinomisetlerin, antibiyotik iireticileri olarak medikal ve endiistriyel 6neme

sahip mikroorganizma grubu olduklari birgok arastirict tarafindan belirtilmistir.

1.5.3.1. Streptomyces

Bu giine kadar aktinomisetlerden izole edilen antibiyotiklerin biiyiikk cogunlugu
Streptomyces genusu tarafindan tiretilmektedir ve endiistriyel 6éneme sahip en énemli
organizma grubudur.

Streptomyces genusu kimyasal, molekiiler ve niimerik taksonomik metot
uygulamalari ile sekillenmistir. Onlar gram pozitif, non-asit fast, nadiren fragment olan

vegetatif hiflere (0,5-2 pum) sahip ve tiremeleri arial hifin ucunda tasinan hareketsiz
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sporlarla olan organizmalardir. Bir¢ok tlirde aerial miselyumda 3 veya daha ¢ok olgun
spor bulunur; sadece birkag tiir substrat miselyumda spor zinciri olusturur; sclerotium,
piknidium, sporangium ve synema gibi yapilar olugabilir; biiylimenin baglangicinda
koloniler, gercekte diizdiir fakat aerial hifin gelistigi sonraki doénemde pamuksu,
flokkoz, graniillii, pudrams1 veya kadifemsi goriilebilir. Vegetatif veya aerial miselin
renginden sorumlu pigmentler {iretilebilir ve renk olusturan diffiize pigment
olusturulabilirler; kemoorganotrafik oksidatif tip metabolizmaya sahiptirler; enerji ve
biiytimeleri i¢in ¢ok sayida organik bilesikleri kullanabilirler; ¢ogunlukla optimum
sicaklik istekleri 25-30°C ve pH 6.5-8 arasindadir, bunun diginda termofilik, psikrofilik
ve asidofilik ve alkolofilik olanlarda mevcuttur.

Onlar hiicre ¢eperi peptidoglikan yapisinda esas olarak LL-diaminopimelikasit
(LL-A;pm) igerirler ve kemotaksonomik olarak hiicre ¢eperi Kemotip 1 iginde
siiflandirilir. Hiicre ¢eperi kemotip olan diger Aktinomycetes ile Streptomyces genusu
arasindaki farklar c¢izelge’de verilmistir. Mikolik asit igcermezler ve doymus izo ve
anteizo yag asitleri predominant izoprenolok olarak dokuz izopiren birimi ile hekza ve
okta dehidrojene menaquinon; ayrica, difosfatidilgliserol, fosfatidilinositol igeren
kompleks polar lipit igerirler; bu lipid karakterleri ile Fosfolipid tip 2 grubuna
dahildirler. DNA da % G+C oram 69-78 arasinda degisir. Ozetle Streptomyces’lerin
karakteristik 6zellikleri sunlardir;

a- Streptomyces tiirleri aerobik ve mezofilik, non asit-fast ve gram pozitiftirler.

b- Asagi yukar dalli, septasiz misel siki, ekseriya devrimsi durumda, agar veya jelatin
ortamlarinda bir y1gin ve koloni olustururlar.

c- Sivi ortamlarda bulaniklik olusturmaz, bir istisna olarak lizi halinde, biiyiime
tanecikler veya siki yiginlar olusturdugunda bulanikhk olur.

d- Yiizey bityiimesi, giderek havasal miselin ortam yiizeylerini 6rtmesi seklinde gelisir.
Misel sporogenik hifler veya sporoforlar olusturur.

e- Sporlar tek hiicreli sporlardan (veya konidya) olusan zincirlere sahiptir. Sporlar
sekilce ve ylizey goriiniisii bakimindan farhiliklar gésterir.

f- Ttrler ekseriya ¢6ziinen veya ¢6ziinmeyen bir pigment olusumu ile karakterize edilir.

Cizelge 5’de Streptomyces genusu tarafindan 1986 yihna kadar iiretilen ¢esitli
secilmis antibiyotikler, Cizelge 6’de aym genus tarafindan 1987-1992 yillarinda iiretilen

antibiyotikler verilmistir.
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Cizelge 5. Streptomyces genusu tarafindan 1982-1986 yillarinda iiretilen antibiyotikler

(Denizci, 1996).

Aktivite
Antibakteriyel

Antifungal

Antiviral

Antitiimoral

Antiparazitik

Insektisidal

Herbisidal

Antibiyotik
Streptomisin
Kanamisin A,B
Higromisin B
Sefamisin A,B
Tienamisin
Klavulanik asit
Oleandomisin
Lankasidin
Pristanimisin
Oksitetrasiklin
Linkomisin
Kloramfenikol
2-OH-
metilklavam
Nistatin
Amfoterisin B
Candisin/levorin
Ara-A
Tunikamisin
Daunorubisin

Doxorubisin
Ditrisarubisin
Mitomisin C
Aktinomisin
Sarkomisin
Higromisin B
Avermektin
Milbemisin

Monensin

Salinomisin
Avermektin
Milbemisin

Bialaphos
Fosfinotirisin

Yapisal sinif
Aminoglikozid
Aminoglikozid
Aminoglikozid
B-Laktam
B-Laktam
B-Laktam
Makrolid
Makrolid
Peptolipid
Tetrasiklin
Tanimlanmamis
Tanmimlanmamisg

B-Laktam
Polien(tetraen)
Polien(Heptaen)
Polien(Heptaen)
Nukleosid
Nukleosid
Antrasiklin

Antrasiklin
Antrasiklin
"Diger Kinonlar"
Kromopeptit
Tammlanamamig
Aminoglikozid
Makrolit
Makrolit

Polieter
Polieter
Makrolid
Makrolid

Tanimlanamamis
Tanimlanamamis

Ureticiler
S.griseus
S.kanamyceticus
S.hygroscopicus
S.chartreusis
S.cattleya
S.claviigerus
S.antibioticus
S.violaceoniger
S.pristinaespiralis
S.rimosus
S.lincolnensis
S.venezuelae

S.clavuligerus
S.noursei

S.nodosus
S.griseus(canescens)
S.antibioticus
S.chartreusis
S.peuceticus
S.coeruleoribidus
S.peuceticus
var.caesius
S.cyaneus
S.caespitosus
S.antibioticus
S.erythrochromogenes
S.hygroscopicus
S.avermitilis
S.hygroscopicus

Spp. aureolacrimosus
S.cinnamomensis
S.albus

S.avermitilis
S.hygroscopicus
ssp.aureolacrimosus
S.hygroscopicus
S.viridochromogenes
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Cizelge 6. Streptomyces genusu tarafindan 1987-1992 yillarinda iiretilen antibiyotikler
(Denizci, 1996).

Antibiyotik Uretici Organizma  Etki Spektrumu Referans
S .pulvareseus
Aktiketal ssp.epiderstagenes Antitlimoral Sonoda et al. 1991
Anaerobik Gr (+) ve
PA-46101 A Streptomyces sp.  Gr (-) Bakteriler Matsumoto et al.1990
Anaerobik Gr (+) ve
PA-46101 B Streptomyces sp.  Gr (-) Bakteriler Matsumoto et al.1990
Gr (+, -)Patojen ve
Abbemisin Streptomyces sp. ~ Obligat anaerob Hochlowski et al. 1987
Jietasin A Streptomyces sp.  Nematod ve Fungus Omura et al. 1987
Jietasin B Streptomyces sp.  Nematod ve Fungus Omura et al. 1987
MM 47755 Streptomyces sp.  Gr (+) ve Fungus Gilpin et al. 1989
S.griseus var.
Valinomisin flexipertum Gr (+) Bakteriler Komori et al. 1985
Streptomyces sp.  Gr (+) Bakteriler ve
Pirroksamisin S$46506 Dermatofitler Yano et al. 1987
Antifungal
Siiitriesin S. roseiscleroticus  Antitlimoral Ohkuma et al. 1992
Patojenik anaerob
S. tirandis ssp ve
Tirandalidigin umidis Gr (+) Bakteriler Karwowski et al. 1992
Gr (+) Bakteriler ve
Lidikamisin S. lydicus Baz1 Mayalar Hayakawa et al. 1991
Gr (+) Bakteriler ve
SF 2575 Streptomyces sp Murin LosemiaP388 Hatsu et al. 1992
TA-3037A S. sp TA-303 Antikanser Komagata et al. 1992
Bakteriler ve
B14106 S. spheroides Antitlimoral Kojiri et al. 1992
Juglomisin S. tendae Gr (+,-) Bakteriler ~ Treskatis et al. 1992
Fungus ve
Nikkomisin S. tendae Sitotoksik Treskatis et al. 1992

1.5.3.2. Diger Aktinomisetler

Streptomyces  disinda  toprak  populasyonu genelde Micromonospora,
Actinoplanes, Actinomadura ve Nocardia strainleri bakimindan oldukca zengindir. Bu
nedenle bu gruplarinda birgogunun antibiyotiklere sahip olmasi siirpriz degildir. Cizelge
7’de Streptomyces disindaki Aktinomisetler’den 1975-1982 willan arasmda saptanan
antibiyotikler, Cizelge 8’de az rastlanan Aktinomisetler’den elde edilen Onemli

antibiyotikler verilmisgtir.
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Cizelge 7. 1975-1982 yillart arasinda aktinomisetlerden rapor edilen antibiyotik ve

tiplerinin sayisi (Denizci, 1996).

Rapor Edilen Antibiyotiklerin
Genus Antibiyotik Sayist Ana Tipi

4 Antrasiklin
Actinomadura 16 3 Polieter

5 Vankomisin

4 Polien
Actinoplanes 43 18 Peptit
Actinosporangium 6 6 Antrasiklin
Actinosynnema 7 2 Ansamisin
Ampullariella 2
Chainia 3
Dactylosporangium 3 2 Aminoglukozid
Kitasatosporia 1
Kitasatoa 1 Quinilon Tiirevi
Microellobosporia 1 Tiazol peptit

36 Aminoglukozid

5 Makrolit

8 Peptit
Micromonospora 65 4 Niikleosid
Microtetraspora 1 Agiltetramikasit Tiirevi
Nocardia 15 5 Ansamisin
Nocardiopsis 2
Pseudonocardia 2 2 Peptit
Rhodococcus 2
Saccharomonospora 1 Vankomisin-tip
Saccharopolyspora 3 2 Aminoglukozid
Streptoalloteichus 2 B
Streptosporangium 9 5 Peptit

3 Aminoglukozid

5 Polien
Streptoverticillum 22 4 Peptit
Thermoactinomyces 1 1 Alkoloid
Thermomonospora 1
Tanimlanmamis 2
Toplam 211
Streptomyeces Yaklagik 600




Cizelge 8. Az rastlanan aktinomisetlerden iiretilen antibiyotikler (Denizci, 1996).
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Genus Yap1 Onemli Antibiyotikler
Micromonospora Aminoglukozid Gentamisin, Sagamisin
Ansa makrolitler 3-Tiometilrifamisin S
Makrolit Rosamisin
Peptit
Actinomadura Ansa makrolit Rifamisin 0
Antrasiklin Karminomisin 1,2,3
Peptit
Actinoplanes Depsipeptit
Peptit
Polien
Streptosporangium Bleo-Phleomisin Platomisin A,B
Kloramfenikol Kloramfenikol
Nocardia Aminoglukozid Kasugamisin
Ansamakrolit Rifamisin
Kloramfenikol Kloramfenikol
B-Laktam Nokardisin
Makrolid Proaktinomisin
Nukleosid Formisin
Tetrasiklin
Vankomisin

(Sporarisin A, B),

Thermoactinomyces,

Saccharomonospora,

Pseudonocardia,

Micropolyspora,

Microbiospora,

Actinosporangium,

Antibiyotik iireten diger genuslar: Kitasatua, Planomonospora, Saccharopolyspora

Chainia,

Streptoalloteichus

L(Nebramisin), Streptoverticillum, Thermomonospora, Microellobospora, Waksmania

1.6. Antibiyotik Arastirma Yontemleri

Mikroorganizmalardan izole edilen penisilin, streptomisin, aktinomisin gibi

antibiyotiklerin rutin olarak kullamimm, mikroorganizmalar arasinda antibiyotik

tiretenlerin taranma ve izolasyonuna olan ilgiyi biiyiik oranda arttirmistir. Sonraki yillar

boyunca yapilan ¢caligmalarda benzer galigsmalar ile birgok antibiyotigin belirlenmesi ve

giderek rutin olarak kullanimi miimkiin olabilmistir.

Bu biyoaktif metabolitleri {ireten mikroorganizmalarin taranmasi, mikrobiyoloji,

kimya, farmakoloji, biyokimya, molekiiler biyoloji, genetik, beslenme gibi bir ¢ok bilim

dalindan uzmanlarin koordinasyonu ve vyakin igbirligi ile gerceklesmektedir. Bu

islemlerin akisi sirast genellikle, izolat eldesi, fermentasyon, birincil tarama, aktif
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madde izolasyonu, aktif maddenin saflastiriimasi, fizikokimyasal testler, saflagtirma, in
vitro ve in vivo testler, yap1 belirlenmesi, klinik 6ncesi arastirmalar ve klinik denemeler

biciminde ger¢eklesmektedir (Berdy, 1989).

1.7. Arastirma Izlencesi

Kiister ve Willlams (1964) Streptomyces izolasyonu igin ¢esitli besiyerleri
denemisler ve bakteri bliylimesini baskilayan, fakat Streptomyces gelisimini destekleyen
iic adet besiyeri bulmuslardir. Bunlar karbon kaynag olarak, nisasta veya gliserol,
nitrojen kaynag olarak ise kazein, arjinin veya nitrat bulundurmuglardir (Aslan, 1999).

Streptomyces lerin spor yiizeylerinin tiir ayriminda 6nemli bir morfolojik ayirag
oldugu belirtilmistir. Kriss ve arkadaslart (1945) Streptomyces sporlarmi elektron
mikroskobunda ilk defa incelemisler ve daha sonra yapilan caligmalarda, diiz, sigilli,
dikenli, tiiylii ve rugoz olmak iizere 5 spor yiizey tipi bulunmustur (Aslan, 1999).

Topraktaki  Actinomyceteslerin  taksonomik ayriminda hiicre  duvan

kompozisyonlarimin kullamlabilecegi belirtilmistir.

Cizelge 9. Karakteristik Hiicre Duvar bilesenleri (Denizci,1996).

Hiicre duvarn tipi | Glisin | LL-DAP | Meso-DAP | arabinoz | Galaktoz
| s -
I - +
11 +
v + + +

Birkag yiiz Streptomyces tiriiniin gruplandirilmas: i¢in yapilan calismalar,
genellikle birkac subjektif kritere ( morfolojik, pigmentasyon vs.) bagh kalmistir. Bu
cesit calisma ile tamimlamalar yamlgiya ¢ok agiktir. Streptomyces’lerde ilk numerik
simiflandirma icin alman veriler olasithkh tanimlama anahtart olusturmak i¢in
kullanilmistir (Aslan, 1999).

Toprakta sik¢a rastlanan Streptomyces ve Nocardia’nin degisik formlarini
birbirinden ayirmak igin, 58 susun hiicre lizatlar1 kagit kromatografisinde incelenmis ve
Nocardia tiirlerinde peptidoglikan yapisinda ¢ogunlukla meso-diaminopimelik asit’e,

Streptomyces tiirlerinde ise LL-diaminopimelik asit’e rastlanmistir (Aslan, 1999).
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Suriye topraklarindan izole edilen 55 Actinomycetes susu incelenmis ve
cogunlugu Streptomyces antimycoticus, S.rubiginosohelvolus, S.macrosporeus ve
S.coerulescens olarak tespit edilmistir (Aslan, 1999).

Streptomyces alboniger ATCC 12461 tarafindan {iretilen pamamisinin Gram (+)
bakterilere etkili oldugu gibi Strepromycete farklilasim etkeni oldugu, iiretici
organizmada hava miselinin olusumunu stimule ettigi bulunmustur (Aslan, 1999).

Streptomyces galbus tarafindan Uretilen yeni esktraseliiler antifungal antibiyotik
icin gerekli besin ve kiiltiir kosullaninin arastinldigt ¢aligmada gliserol ve glikoz en iyi
karbon kaynagi bulunus ve nitrojen kaynagi olarak nitrat tercih edilmigtir. Kazein
hidrolizati tiretimi attirirken maya 6ziitli inhibe etmigtir.

Brana ve arkadaglan (1985) Streptomyces clavuligerus’ta B-laktam
antibiyotiklerinin tiretimini incelemisler ve amonyum klortiriin sefalosporin tiretimini
azalttigini, bunun sebebinin ise antibiyotigin yapisini olusturan siklaz ve ekspandaz
enzimlerinin olusmasin baskiladigini bulmuslardir (Aslan, 1999).

Streptomyces peucetius igin optimum besiyeri olarak 0,5 mM Mg, 1 mM fosfat,
75-125 mM glikoz, 10 mM nitrat ve mikroelementler tanimlanmistir. Antrasiklin
tietiminde glikozdan bagka fruktoz, maltoz ve ¢6ziinlir nisasta iyi sonu¢ vermistir.

Glutamat smirlamasi kosullarinda biiyiitillen Streptomyces thermoviolaceus
kiiltiirlerinde 1s1, pH ve bilylime hizinin sekonder metabolizma {izerine etkisi incelenmis
ve granatisin lretiminin ¢ogunlukla biiyiime hizina ve 1stya bagh oldugu goriilmiistiir.
Granatisin sentezi, pH 5,5 de az ve pH 6,5-7,5 aras1 en iist degerlere yiikselmistir.

Streptomyces ambofaciens’de spiramisin biyosentezi, ortamda ya valin
bulunmasi veya nitrojen kaynagi olarak amonyum tuzlar1 bulunan kiiltiir ortamina, bazi
kisa zincirli yag asitlerinin eklenmesi ile arttirilmaktadir.

Actinomycetes 'lere ait 30 tiir Misir’da nigasta-nitrat agarinda izole edilmis ve bu
organizmalarin spor olusturmalari, Gram pozitif olmalari, misellerinde L-DAP
(diaminopimelik asit) bulundurmalari sebebi ile Strepfomyces olarak tanimlanmiglardir.
Izole edilen organizmalarm, bitki biiyiime regiilatorii ve indol-3-piriivik asit iiretimi
incelenmistir (Aslan, 1999).

Streptomyces hygroscopicus’un rapamisin 35 karbon kaynagi test edilmis, 8
tanesi iiretimi destekeleyememis, 7 tanesinin ise¢ rapamisin olugumunu baskiladigt
g6zlenmistir. En iyi karbon kaynagi kombinasyonu, % 2 fruktoz ve % 0,5 mannoz

olarak saptanmustir.
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Kromogenik bir tiir olan Streptomyces galbus SME-13 iizerinde agir metallerin
bilylime, melanoid pigmenti ve kiiltiirde antibiyotik iiretimi lizerine etkisi aragtirilmis ve
biitiin metallerin bu durumlarda baskilayic etkisi gézlenmistir.

Bergey’s Mannual of Systematic Bacteriology’de Willilams ve arkadaglar
tarafindan listelenen 81 Streptomyces tiiriiniin ribozomal AT-L30 proteinleri incelenmis
ve genellikle belli bir cluster i¢inde yer alan tiirlerin AT-L30 terminal aminoasit
diziliminin ayni oldugu bulunmustur.

Quirs ve Salas (1995) oleandomisin (OM) fireticisi olan Streptomyces
antibioticus’ta, antibiyotigin inraselliilar inaktivasyonunun glukoz molekiiliiniin
antibiyotige transferi ve ekstraseliilar reaktivasyonunda glukozun antibiyotikten
ayrilmasi ile gergeklestigini bulmusglardir (Aslan, 1999).

Su aktivitesinin, sekonder metabolitlerin iiretilmesi etkisi {lizerine yapilan bir
calismada, B-laktam antibiyotikleri tireten Streptomyces clavuligenes kullanilmis ve su
stresi durumunda antibiyotik iiretiminin azaldig: saptanmastir.

Sanchez ve Brana (1996) Streptomyces clavuligerus tarafindan sefamisin C ve
klavulanik asit tiretiminin eksponansiyel fazda gergeklestigini ve her iki biyosentetik
yolun spor ¢imlenmesinden sonra aktif hale geldigini fakat aktivasyon zamaninin ve
kinetiginin inokulum yogunlugundan etkilendigini belirtmislerdir (Aslan, 1999).

Kore topragindan izole edilen bir Actinomycete tiirii incelenmis ve morfolojik ve
kemotaksonomik verilere bakilarak Streptomyces genusuna ait oldugu bulunmustur.
Langham ve arkadaglarn (1989) tarafindan olusturulan belirleyici matris kullanilousg, 16
S rRNA gen sekansi incelenmis ve yeni bir tiir olarak Streptomyces hygroscopicus
NRRL-B 1865 tarafindan nigericin iiretimi, kiiltiirlere teknik metil olat (TMO)
eklendigi takdirde artis gOstermistir. Metil olat (%]1) ile desteklenmis S.Aiygroscopicus
kiiltiirlerinde tween 80 (% 0,1) veya siklodestrin (% 0,1) bulunmasi, valin alimim ve
antibiyotik {iretimini arttirmistir (Aslan, 1999).

Ara metabolitlerin {iretiminin antibiyotik biyosentezine etkisi lizerine yapilan
calismada, klavulanik asit 6nciilii olan C3’iin {iiretici Streptomyces clavuligerus kiiltiir
besinine eklenmesi bu antibiyotigin iiretimini arttirmastir.

Hayes ve arkadaslart (1997) Streptomyces coelicolor A3 (2) tarafindan
metilneomisin tiretiminin, alanin bilyiime sinirlamasi kosullarinda ve/veya bir asidik pH
soku olmak iizere iki ¢evre faktorii ile ateslenebilecegini bulmuslardir (Aslan, 1999).

Steingrube ve arkadaslar (1997), klinik 6neme sahip aerobik Actinomycetes’lere

ait tiirlerin ve taksonlarm hizh identifikasyonu igin PCR-RFLP metodunu énermislerdir.
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Calismada 28 referans (ATCC) tiiri ve 198 klinik izolat denenmis ve 188 tiir bu
metodla birbirinden ayrilabilmistir.

Streptomyces rugosporus LL-42 D005 tarafindan piroindomisin birikimi
besiyerindeki glikoz konsantrasyonunun artmasiyla artmis ve maksimum titreye 5 gr/L
glikozda ulagilmistir. Vitaminsiz besiyerinde biiyiime ve piroindomisin {iretimi
gecikmis fakat biotin eklenerek bu gecikme 6nlenmistir (Aslan, 1999).

Demir ile desteklenmis veya demirsiz ortamda, Streptomyces coelicolor
A3(2)’nin aktinorhodin tiretimi incelenmis ve demirin simirlamasimin intraseliilar
iretime ve pigmentli antibiyotigin digan atilmasini destekledigi goriilmiistiir (Aslan,

1999).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1, Materyal
2.1.1. Kullanilan Test Mikroorganizmalar: (Bakteri ve Mayalar)
Calismada test mikroorganizmasi olarak Gram pozitif ve negatif bakteriler ile

mayalar kullanilmigtir. Kullanilan bakteri ve mayalar Cizelge 10°da verilmistir.

Cizelge 10. Denemede kullanilan test mikroorganizmalart

BAKTERI MAYA
Gram (+) Gram(-)
Staphylococcus aureus B-767 | Escherichia coli B-3008 Candida albicans Y-12983
S. epidermitis B — 4377 Enterobacter aerogenes B-3567 | Saccharomyces cerevisiae

Shigella sp.
Bacillus subtilis B-558 Salmonella typhimurium B-4440 | Zygosaccharomyces rouxii Y-229

2.1.2. Pozitif Kontrol Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Antimikrobiyal aktivite tayininde, antibiyotik iirettigi bilinen suglar, pozitif
kontrol mikroorganizmalar1 olarak kullanilmistir. Bu mikroorganizmalar ve iirettigi

antibiyotikler Cizelge 11’°de verilmistir.

Cizelge 11. Kullanilan pozitif kontrol mikroorganizmalari

Tir ad Standart sus numaras1 | Urettigi antibiyotik
Streptomyces fradiae NRRL ISP-5063 Neomycin, fradicin
Streptomyces griseus subspecies griseus NRRL ISP-5236 Streptomycin
Streptomyces rimosus subspecies rimosus NRRL ISP-5260 Oxytetracycline,rimocidin
Streptomyces ssp venezuelae NRRL ISP-5230 Chloramphenicol
Micromonospora ssp echinospora NRRL 2985 Gentamycin

2.1.3. Kullanilan Besiyerleri

Kullanilan besiyeri igerikleri distile suda ¢oziilerek otoklavda 121 °C’de 15

dakika steril edilmistir. Aktinomiset izolasyonunda kullanilan besiyerleri igerisine
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sterilizasyondan sonra 50 mg/lt siklohegzimid ve nistatin isimli antibiyotikler ilave

edilmigtir.

Tripton Yeast Extract Agar

Tripton

Yeast Extract

Agar
Distile

su

5.00¢g
3.00¢g
15.00 g
1.000 ml

Yeast Extract - Malt Extract Agar (ISP 2)

Yeast extract 400 g
Malt extract 10.00 g
Glukoz 400 g
Agar 20.00 g
Distile su 1000 ml
pH 7.3
Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4)
(Coziinlir Nigasta 10.00 g
KoHPO4 1.00 g
MgSO4 . 7TH20 1.00 g
NacCl 1.00 g
(NH4)2S04 200 g
CaCO3 200 ¢
Shirling and Gottlieb iz element ¢ozeltisi* 1.00 ml
Agar 15.00 ¢
Distile su 1000 ml
pH 7.0-7.4
* Iz element ¢ozeltisi
FeSO4 . 7TH20 010 g
MnCl . 4H20 0.10 g
ZnS0O2 . TH20 010 ¢
Distile su 100 ml



%2 Tripton Yeast Extract Agar
Tripton
Yeast extract
Agar

Distile su

Nutrient Broth

250 g
1.50 g
10.00 ¢
1000 ml

Ticari olarak alinan besiyerinden 8 g/ | oraninda tartilarak hazirlanmstir.

Malt Broth

Ticari olarak alinan besiyerinden 17 g/ 1 oraninda tartilarak hazirlanmistir.

Nutrient Agar

Ticari olarak alinan besiyerinden 23 g/ 1 oraninda tartilarak hazirlanmaisgtir.

Malt Agar

Ticari olarak alinan besiyerinden 48 g/ 1 oraminda tartilarak hazirlanmastir.

Tryptone-Yeast Extract Broth (ISP 1)
Tripton
Yeast Extract
Distile su

pH

Oatmeal Agar (ISP 3)
Yulaf unu (Oat Meal)

Shirling and Gottlieb iz element ¢ozeltisi

500 ¢
300 g
1000 ml
7.0-72
20.00 g
1.00 ml

(ISP 4 besiyerinde verildigi sekilde hazirlanmistir)

Agar

Distile su

15.00 g
1000 ml
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Ortamin hazirlanmasi i¢in, 20.00 g yulaf unu, 1000 ml distile suda 20 dakika
kaynatildiktan sonra, bir tiilbent ile filtre edilmistir. Filtratin kalan hacmi, distile su ile,

1000 m!’ye tamamlandiktan sonra 1 ml iz element ¢ozeltisi ilave edilmistir. Besiyeri,

pH s1 7.2’ye ayarlandiktan sonra, 100 0C’de, buhar altinda tutularak sterilize edilmistir.

Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4)

(Coziiniir Nigasta 10.00 g
K2HPO4 1.00 g
MgSO4 . TH20 1.00 g
NaC(l 1.00 g
(NH4)2S04 200 g
CaCO3 200 g
Shirling and Gottlieb 1z element ¢ozeltisi  1.00  ml
Agar 15.00 ¢
Distile su 1000 ml
pH 7.0-7.4

Nisasta, az miktarda soguk distile su ile ¢6ziildiikten sonra, hacim 1000 ml’ye
tamamlanarak iizerine diger besiyeri icerikleri ilave edilmistir. Ortam, pH’si

ayarlandiktan sonra sterilize edilmistir.

"Sloppy " Agar

Nutrient Broth 13.00 ¢
Agar 700 g
Distile su 1000 ml

Nitrat Rediiksiyon Ortanm

Nutrient Broth 13.00 g
KNO3 200 g
Agar 6.00 g

Distile su 1000 ml



Ure Rediiksiyon Ortanu

KH2PO4 9.10 ¢
NapHPO4 9.50 g
Fenol kirmizis1 001 g
Yeast Extract 0.10 g
Distile su 1000 ml
Ure soliisyonu (% 15; g/ml) 133.0 ml
pH 7.2
Modifiye Bennett's Agar
Gliserol 20.00 g
L-Alanin 250 g
NaCl 1.00 g
CaCO3 0.10 g
FeSO4 . 7TH20O 0.10 g
MgSOg4 . 7TH20 0.10 g
Agar 15.00 g
Distile su 1000 ml
pH 7.0
Nutrient Jelatin Ortanm
Nutrient Broth 13.00 g
Jelatin 40.00 g
Distile su 1000 mt
Karbon Kaynagi Kullanim Ortamm
Karbon kaynagi 1.00 yada 10.00 g
(NH4)2S504 264 g
KH2PO4 238 g
K2HPO4 . 3H20 565 g
MgSQO4 . TH20 1.00 g
Pridham and Gottlieb iz element ¢ézeltisi* 1.00 ml

Agar

15.00 g
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Distile su 1000 ml

pH 6.8-7.0
*1z element ¢ozeltisi
CuSO4 . 5H20O 064 g
FeSO4 . 7TH20 011 g
MnCly . 4H20 0.79 g
ZnSO4 . TH20 015 ¢
Distile su 100 ml
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Bu besiyeri, karbon kaynaklar tindalizasyon ile steril edildikten sonra,

otoklavda steril edilmis diger besiyeri bilesenlerinin ilavesi ile hazirlanmigtir.

Azot Kaynagi Kullamim Ortam
Azot kaynagi
D-Glukoz
MgSO4 . 7TH20
NaCl
FeSO4 . 7TH20
K2HPO4
Agar

Distile su

1.00 g
10.00 g
050 g
050 g
001 g
1.00 ¢
1500 g
1000 ml

Bu besiyeri, azot kaynaklart tindalizasyon ile steril edildikten sonra, otoklavda

steril edilmis diger besiyeri bilesenlerinin ilavesi ile hazirlanmistir.

Cizelge 12. Calismada kullanilan ¢6zelti ve diger kimyasal maddeler

Kimyasal Maddenin Adi Kullanim Amaci Firma ve Katalog No
Tween 80 (% 0.1) Inokiilat hazirlanmas: Merck

HCI (6 ve 10 N) DAP analizi Merck

Mikrokristal seliiloz DAP analizi Merck 2330

DL-o—¢-diaminopimelik asit

DAP analizi

Sigma 1377

Metanol

DAP analizi

Merck

Piridin

DAP analizi

Merck




Cizelge 12. Calismada kullanilan ¢6zelti ve diger kimyasal maddeler (Devam)

asitte ¢Oziiliir

Maddenin Adi Kullantm Amaci Firma ve Katalog No
Asetonik ninhidrin (% 0.2) DAP analizi Merck
A cOzeltisi Elektron mikroskopisi | Merck
NaHpPO4 . 2HpO (% 2.26)

B cozeltisi Elektron mikroskopisi | Merck
NaOH (% 2.52)

C cozeltisi Elektron mikroskopisi | Merck
CaClp (0.5 M)

D ¢izeltisi Elektron mikroskopisi | Merck
Glutaraldehit (% 25)

Alkol (% 10, 25, 50, 75, 90, 96) Elektron mikroskopisi | Tekel
Kloroform Antimikrobiyal aktivite| Merck
Siilfanilik asit ¢6zeltisi

8 g siilfanilik asit, 1000 ml 5 N asetik Nitrat rediiksiyonu Merck

a-nafiol ¢bzeltisi

a-naftol: Merck

- ) L . . .
5 g a-naftol, 100 ml % 95' lik Nitrat rediiksiyonu Etanol: Tekel
etanolde ¢6ziiliir.
Kursun asetat H)S tretimi Merck

2.2. Metodlar

2.2.1. Topraktan Aktinomiset Izolasyonu
Toprak érneklerinden izolasyon ¢alismalari, seyreltme plaka teknigi ve direkt
serpme teknigi ile gergeklestirilmistir. [zolasyon ¢alismalarina gegilmeden once, toprak

orneklerinin &n islemden gecirilmesi izolasyon verimini . arttirmasi

vejetatif bakteri sayisi diisiliriilen ve aktinomisetlerin zenginlestirilen 6rnekler ile,
izolasyon ¢alismalarina gegilmistir. Kullanilan besiyerlerine (Yeast Extract Malt Extraxt
Agar, Inorganik Tuz Nisasta Agar, ¥ Tripton Yeast Extract Agar) aktinomiset grubu

bakteriler agisindan se¢iciligini arttirmak i¢in, sikloheksimid ve nistatin antibiyotikleri

(50 pg /ml) ilave edilmistir.

g0z Oniinde
tutularak, 6rnekler, % 1 (g/g) CaCO; ilave edilerek 25 ° C' de, 1 hafta siire ile inkiibe
edilmigtir (Williams and Cross, 1971; Korn-Wendish and Kutzner, 1992). Boylece,
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1. Seyreltme Plaka Teknigi

Seyreltme plaka teknigi ile toprak omeklerinden aktinomiset izolasyonu,
Crawford (1978)’un, Phelan et al. (1979) tarafindan modifiye edilen yontemi ile
gerceklestirilmigtir. Bu yOnteme gore, 10 g toprak &rneginin steril, distile su
kullamilarak seyreltilmesi ile hazirlanan 103—106 oranlarindaki seyreltme serisi, 60 °C’
de 5 dakika muamele edilmistir. Bu muamele ile icerdigi spor olusturmayan bakterilerin
sayilar diisiiriilen seyreltmelerden 1 er ml alinarak steril petri kaplarina aktarilmis ve
{izerine 45 °C’ ye kadar sogutulan besiyerleri ilave edilmistir. Inkiibasyon sirasinda
ve/veya sonrasinda (27 ° C , 7-14 giin) elde edilen aktinomiset kolonilerinden, renk ve
morfolojik dzelliklerine gore temsilci 6rnekler segilerek saflastiriimis ve uygun bigimde

korunmustur.

2. Direkt Serpme Yontemi

Williams ve Cross (1971) tarafindan Onerilen bu yéntem uygulanirken, toprak
ornekleri por ¢apt 1.0, 0.5 ve 0.25 mm olan 3 elekten gegirildikten sonra, besiyeri igeren
petrilere direkt olarak serpilmistir. Inkiibasyon sirasinda ve/veya sonrasinda (27 ° C , 7-
14 giin) elde edilen aktinomiset kolonilerinden , renk ve morfolojik ozelliklerine gore

temsilci ornekler segilerek saflastirilmis ve uygun bicimde korunmusgtur.

3. Toprak Orneklerinden 1zole Edilen Aktinomisetlerin Korunmasi

Degisik izolasyon yontemleri ile elde edilen aktinomiset izolatlari, izole
edildikleri lokaliteler, izolasyon yontemleri ve lokalitedeki izolat numarasin igerecek
bigimde kodlanmiglardir. Elde edilen izolatlar, Phelan et al. (1979) tarafindan 6nerilen
bi¢imde, Y2 Tripton Yeast Extract Agar iceren tiiplerde sporlanmig kiiltiirler halinde
. korunmustur. Buzdolabinda, 4 °C’ de korunan kiiltiirler,” 2-10 hafta araliklarla

yenilenmiglerdir (Groth et al., 1999b).
2.2.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal Aktivite Caligmalari

Aktinomiset izolatlari, sahip olduklart potansiyel nedeni ile c¢ok sayida
antimikrobiyal aktivite ¢aligmasina konu olmustur. Bu ¢alismalarda uygulanan farkli

antimikrobiyal aktivite deneme — tarama yoOntemleri aktif metabolitin besiyerine
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diffiizyonu ilkesine dayalidir.Calismamizda elde ettigimiz aktinomiset izolatlarmin
antimikrobiyal aktiviteleri, bu ilkeye bagli olarak, “Agar Piece Method” kullanilarak
belirlenmistir.

In  vitro antimikrobiyal duyarhlik c¢aligmalarinda kullamlacak test
mikroorganizmalari, klinik patojenleri ve standart laboratuvar kontrol suslarini igerecek
bigimde diizenlenmistir. Antibakteriyal aktivite test organizmas: olarak Gram pozitif ve
Gram negatif bakterileri temsil edecek bicimde standart bakteri suslart secilmistir.
Antifungal aktivite ise, gesitli aragtiricilar tarafindan 6nerildigi bigimde standart maya
suslari ile denenmistir. Denemede kullanilan test mikroorganizmalari (Cizelge 4) United
States Department of Agriculture, Agricultural Research Service, Peoria, Illinois — USA
adresinden temin edilmistir.

Izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri, “Agar Piece Method” (Ichikawa et al.,
1971) kullanilarak belirlenmistir. Bu metotta, bakteriler i¢in nutrient agar, mayalar i¢in
ise malt agar kullanilmis ve bu besiyerleri petrilere 20 ml aktarilmigtir. 27 °C de 7 giin
inkiibe edilen aktinomiset kiiltiirleri, silindir biciminde kesilerek, test organizmasi
olarak kullanilan mikroorganizmalarin kiltlirlerinin  bulundugu ortama aktarilarak
kiiltiirler inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitiminde, inhibisyon zonlar1
Olgiilerek, kiiltiirlerin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

Izolatlarin  antimikrobiyal aktiviteleri pozitif kontroller  kullanilarak

karsilastirilmistir.

2.2.3. Aktif Izolatlarin Tamilanmasi

Sadece en giiclil antimikrobiyal aktiviteye sahip olan izolatlarin tanilanmasina
yonelik olarak gerceklestirilen bu galismada, kemotaksonomik, morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal yontemler uygulanmistir.

Izolatlarin cins seviyesinde tanilanmasi icin, kemotaksonomik ¢alismalar ile
bakterilerin hiicre ¢eperinde bulunan diaminopimelikasit tipi belirlenmis; morfolojik
caligmalar ile makroskobik ve mikroskobik incelemeler gerceklestirilmigtir. Isik ve
elektron mikroskobu ile gerceklestirilen morfolojik ¢alismalardan elde edilen verilerin
kemotaksonomik veriler ile birlikte degerlendirilmesi ile, izolatlar cins seviyesinde
tanilanmigtir. Tiir seviyesinde tanilama igin ise, kiiltiirel, morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal 61 birim karakter ve 37 tip tliriin kullamimi ile niimerik taksonomik bir

caligma gergeklestirilmistir.
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Antimikrobiyal aktiviteye sahip izolatlar, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal,
degradasyon, karbon ve azot gibi besinsel kaynak kullanimi gibi testlerle elde edilen
veriler, X-Taxon ve NTSYS-pc programlarinda ger¢eklestirilecek niimerik analizler ile
dendrograma doniistiiriilmistiir. Boylece, aktif izolatlarin standart tip tiirler ile benzerlik

ve farkliliklar1 incelenmistir.

2.2.3.1. Kemotaksonomik Metotlar
[zolatlarin tamlanmasi amaciyla hiicre ¢eperi diaminopimelik asit tipi
belirlenmistir. Bu amagla, izolatlar, ¢ogaltilip analiz i¢in hazirlandiktan sonra, ince

tabaka kromatografisi ile standarda kars1 incelenmistir.

a. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve analize hazirlanmasi

Hiicre ¢eperi diaminopimelik asit tipi belirlenecek olan 4 izolat, Tryptone-Y east

Extract Broth (ISP 1) igeren erlenlerde, 37 ©C' de, 100 rpm ¢alkalama hizinda 1-2 hafta
stire ile gogaltilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda MSE Mistral 2000 tip santrifiijde,
1600 rpm’de santrifiijleme yolu ile toplanan hiicreler, hatali sonuca neden olabilecek
partikiillerin uzaklagtirilmast amact 1ile, steril distile su ile yikanarak tekrar
santrifiijlenmistir. Siipernatan' mn uzaklastirilmasi ile elde edilen hiicreler, kurutularak
hidroliz asamasinda kullanilmgtir.

Hiicrelerin hidrolizi amaci ile, kurutulmus hiicrelerden 50 mg kadarinin

aktanldigi cam tiplere, 1 ml 6 N HCI ilave edilerek tiipiin agz1 alev ile eritilerek

kapatilmistir. Hiicreler, 100 OC' de, 18 saat siire hidrolizlendikten sonra, hidrolizat

Schiecher & Schuell 589 filtre kagidi ile filtre edilmis ve iki kez 1 ml distile su ile

yikanmistir. Bu yolla elde edilen filtrat, 65 OC' de, rotary evoporatérde, vakum altinda
kurutulmus ve elde edilen kuru ekstrakt, tekrar 1 ml distile suda ¢6ziilmiistiir. Bu
islemin HCI kokusu uzaklagincaya kadar tekrarlanmasi ile elde edilen kuru ekstrakt, 0.3
ml distile suda ¢oziilerek eppendorf tliplerine aktarilmis ve hidrolizat, partikiillerinin
uzaklastirilmast i¢in 5000 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiijlenerek analize hazir hale

getirilmistir.

b. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)
Orneklerin diaminopimelik asit tipi, ince tabaka kromatografisi kullanlarak,

standart ile karsilastirilma yolu ile belirlenmistir. Bu amagla, analize hazirlanan
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orneklerden S pl kadari, mikrokristal selliiloz (Merck 2330) ile 0.3 mm kalinhginda 20
X 20 cm boyutlarinda hazirlanan tabakalara emdirilmistir. Referans olarak, 5 pl DL-
[J 0-diaminopimelik asit (Sigma 1377) kullammustir. Coziicii olarak, metanol: su: 10 N
HCL: piridin (80: 17.5: 2.5: 10; ml/ml) kullamlarak, tabakalar 3-4 saat gelismeye

birakilmistir. Siire sonunda kurutulan plakalar, % 0.2 lik asetonik ninhidrin ile

spreylenerek 100 ©C’de 5 dakika siire ile kurutulmustur. Diaminopimelik asitler, diger
aminoasitlerden, olusan grimsi yesil renk ve bu rengin 24 saat sonra sartya doniisiimii

ile ayirt edilmistir.

2.2.3.2. Kiiltiirel ve Morfolojik Metotlar
Denemeye alinan tiim kiiltiirler i¢in inokiilat olarak, yeterince sporlanmis stok

kiiltiirlerden % 0.1 (ml/ml) Tween 80 ile hazirlanan spor slispansiyonlart kullanilmisgtir.

a. Kiiltiirel metotlar
Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4) da biiyiitiilen kiiltiirler, izolatlarm renk
gruplamasi amaci ile kullamilmistir. Havasal spor kitlesi ve substrat misel renklerinin

belirlenmesi, ¢iplak géz ile gerceklestirilmistir.

b. Morfolojik metotlar

Izolatlarin spor zinciri morfolojisi, substrat miselinin fragmentasyonu, sklerot
olusumu gibi morfolojik 6zellikleri, 14 giinlik kiiltiirlerin Prior B 3000 1sik
mikroskobunda incelenmesi ile belirlenmistir. Spor zinciri morfolojisi, scanning
elektron mikroskopisi ile desteklenmistir. Spor zincirleri, Pridham et al. (1958)" a gore
Onerilen ve Shirling and Gottlieb (1968) tarafindan terminolojisi belirlenen kategorilere
ayrilmistir.

Spor yiizey siislemelerinin belirlenmesi ise diiz, sigilli, dikenli, tiiylii ve burusuk
olmak iizere 5 kategoride incelenmistir. Bu amagla, Inorganik Tuz-Nisasta Agar (ISP 4)
besiyerinde gelistirilen 14 giinliik kiiltiirlerden steril bir jilet yardimu ile alinan pargalar
fiksatif ile 4 saat muamele edilmistir. Kullanilan fiksatifin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle,
41.5 ml A ve 8.5 ml B ¢ozeltilerinin karisimina, pH s1 7.4' e ayarlandiktan sonra, 0.1 ml
C c¢ozeltisi aktanilmistir. Daha sonra, elde edilen bu karisimin 42 ml’ sine 8 ml D
cozeltisi ilave edilmistir. Bu fiksatifte islem siiresi olan 4 saatin sonunda, fikse edilen
kiiltiirler, sirasiyla, % 10, % 25, % 50, % 75, % 90, % 96 lik alkol serisinden 10 ar

dakika siire ile gecirilerek dehidre edilmistir. Daha sonra tasiyicilara yapistirilan
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kiiltiirler, 1 glin desikatdrde tutularak kurutulmus ve Edwards Sputtur Coater S150B
kaplayict yardimiyla altin ile kaplanmigtir. Bu yolla scanning elektron mikroskopisi
caligmalarina hazirlanan preparatlar, Jeol JXA-840 A scanning elektron mikroskobu

kullanilarak 10-20 kV voltajda incelenmis ve mikrograflari alinmastir.

2.2.3.3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Metotlar

Denemeye alinan izolatlar, Williams et al. (1983 a, b) ve Langham et al. (1989)
tarafindan Onerilen; belirli test organizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite, enzim
aktiviteleri, bazi substratlarin yikimi, antibiyotiklere direng, biiyiime 6zellikleri, azot ve
karbon kaynaklarinin kullanimi gibi 6zellikler agisindan incelenmistir.

Izolatlarin test organizmalarma karst antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi
icin, nutrient agar petrilerine spot bi¢iminde inokiile edilmis olan izolatlar S giin siire ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petriler, 1.5 ml kloroform iistiine ters
cevrilip konarak 40 dakika bekletildikten sonra, fazla kloroform buhar steril kabinde

ucurulmugtur. Test organizmalari ile inokiile edilmis olan 5 ml “sloppy” agar

bliylimenin iizerine aktarilarak katilagmasi saglanmustir. Kiiltiirlerin 30 ©C' de 24 saat
inki{ibasyonundan sonra, izolat kolonisi ¢evresindeki berrak zon, pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir.

Izolatlarin nitrat rediiksiyonu 6zelligi, nitrat reditksiyon ortanminda 25 °C' de, 2
hafta inkiibasyon sonucu belirlenmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda ortama siilfanilik
asit ve U-naftol ¢ozeltilerinin ilavesi ile olusan kirmizi renk, nitrat rediiksiyonu ve nitrit
olusumunun gostergesi olmasi nedeniyle, pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Hidrojen siilfit iretimi, nitrat rediiksiyonunun belirlendigi besiyeri i¢eren tiiplere

kursun asetat ile spreylenmis Whatman filtre kagitlan daldirtlarak, 25 ©C' de 7 giinliik
inkiibasyonla saptanmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, asetat seritlerinde siyah
rengin olusumu, serbest hale gegen kilkiirtiin kursun ile birlesimini isaret etmesi

nedeniyle, pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Ureaz aktivitesi, Ure Rediiksiyon Ortamu kullanilarak, 25 ©C' de, 5 giinliik
inkiibasyon sonunda belirlenmistir. Modifiye Bennett's Agar igeren petrilerde biiyiitiilen
izolatlar, Ure Rediiksiyon Ortamu iceren tiipleri inokiile etmek igin kullanilmus,
inkiibasyon siiresi sonunda, amonyak olusumu nedeni ile koyu kirmizi-mor renge

doniisiim, pozitif sonug olarak kabul edilmigtir.
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Tirozin (% 0.5; g/ml) ve nisasta (% 1, g/ml) nin pargalanmasi, Modifiye

Bennett's Agar’ da incelenmigtir. Tirozin' in parcalanmasi, 25 OC' de, 7, 14 ve 21.
giinlerde, bilylimenin ¢evresinde ve altinda renk agilimi ile belirlenmistir. Nigastanin
pargalanmasi ise, 7 glinliik inkiibasyon siiresi sonunda, nigastanin iyot soliisyonu ilavesi
ile mor renge doniisiim Ozelliginden yararlanmilarak belirlenmis, renk olusumunun

gdzlenmemesi, pozitif sonug olarak kaydedilmigtir.

DNA hidrolizi DNase Agar (Oxo0id-CM 321)° da 25 OC' de, 7 giinlik
inkiibasyon sonunda ortama 1 M HCI ilave edilmesi ile incelenmistir. Ortamin bulanik
olan diger kisimlarinin aksine, koloni ¢evresinde olusan berrak zon, DNA hidrolizini
gOstermesi nedeniyle, pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Izolatlarm belirli antibiyotiklere kars1 direnglerinin belirlenmesi, izolatlarin 0.1
ml spor silispansiyonu ile inokiile edilen Modifiye Bennett's Agar igeren petrilerde
gerceklestirilmistir. Denemede kullanilan antibiyotikler, 5 mm c¢apinda Whatman (No:
1) filtre kagitlarina emdirildikten sonra kurutularak inokiile edilen petrilere
yerlestirilmistir. Inkiibasyon, 25 © C* de gergeklestirilmis olup, inkiibasyonun 1., 2., 3.
ve 7. giinlerinde gergeklestirilen incelemeler sirasinda ortaya ¢ikan ilk
degerlendirilebilir sonu¢ kaydedilmistir. Disk ¢evresinde biiylime varhigi ile belirlenen
antibiyotiklere rezistans olma durumu, pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Izolatlarin farkli sicaklik, pH kosullarinda ve kimyasal inhibitér varhgmda
bitylime 6zellikleri, Modifiye Bennett's Agar da incelenmistir. Izolatlarm, 37 °C’ de,

pH: 4.3 te ve kimyasal inhibitér varhiginda biiyiimesi, 7 ve 14 giin sonra; 4 °C’ deki
biiylime ise, 2 ve 4 hafta sonra belirlenmistir. Bu kosullarda biiyiimenin gozlenmesi,
pozitif sonug olarak kaydedilmistir.

Izolatlarin kullanp kullanmadigs belirlenecek olan karbon ve azot kaynaklari,
tindalizasyon ile steril edildikten sonra basal ortamlara ilave edilmistir. Izolatlarm
karbon kaynaklarnmn kullanimi, karbon kaynag: kullanim ortaminda % 0.1 ya da % 1

(g/ml) oraninda test edilecek karbon kaynagi ilavesi ile hazirlanan ortamda

belirlenmistir. Sonuglar, 25 ©C’ de, 7, 14 ve 21 giin sonra, test maddesi iceren
mediumdaki biiytime ile D-Glukoz ilaveli pozitif ve karbon kaynagi icermeyen negatif
kontrollerdeki biiyiime karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Azot kaynaklarimn kullamimi, azot kaynag: kullanim ortamima % 0.1 (g/ml)

oraninda test edilecek azot kaynagi ilavesi ile hazirlanan ortamda belirlenmigtir. Test

ortamz, izolat ile inokiile edilerek 25 ©C’ de 15 giin siire ile inkiibe edilmigtir. Herhangi
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bir test maddesi igermeyen besiyeri, negatif kontrol; % 0.1 (g/ml) L-Asparagin i¢eren
besiyeri ise pozitif kontrol olarak denemeye dahil edilmistir. Sonuglar, test maddesi

iceren mediumdaki biiylime ile pozitif ve negatif kontrollerdeki biiyiime karsilastirilarak

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Aktinomiset izolasyonu

Bu ¢alismada, Eskisehir il sinirlar igindeki ¢esitli lokalitelerden alinan toprak
orneklerinden 2.2.1°de belirtilen, seyreltme plaka teknigi ve direk serpme teknigi ile
gerceklestirilen izolasyon c¢aligmalar1 sirasinda ayni lokaliteye ait makro ve
mikromorfolojik ozellikleri benzer olan izolatlar, bir tek sus numaras: ile
kodlanmistir. Sonu¢ olarak, birbirinden izolasyon lokaliteleri, makro ve
mikromorfolojileri agisindan farkli olan toplam 396 izolat elde edilmistir. Elde
edilen izolatlar, biyoaktif metabolit {iretimi agisindan taranincaya kadar, % Tripton
Yeast Extract Agar igeren tiiplerde sporlanmuis kiiltiirler halinde +4°C’de

korunmustur.
3. 2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

396 izolat ile gergeklestirilen tarama c¢alismasinda, 93 izolat bir yada daha
fazla test organizmasina karsi aktif olarak belirlenmistir. Bu izolatlarin ve pozitif
kontrol mikroorganizmalarinin test mikroorganizmalarina karsi gosterdikleri aktivite

dereceleri ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 13. Izole edilen aktinomiset izolatlarinin ve pozitif kontrol
mikroorganizmalarinin denemeye alinan test mikroorganizmalarina karst inhibisyon

zon ¢aplar: (mm)

[ZOLAT GRAM POZITIF | GRAM NEGATIF BAKTERI MAYA
KODU BAKTERI » |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

RRLISP2985 | 10 | 10 | 10 - E 09 | 12 | 19 | - -

NRRLISP | 13 | 14 | 12 | 14 | 16 | 13 14 - - -
5230

NRRLISP | 15 | 15 | 12 | 11 12 | 16 | 13 - - -
5236

NRRLISP | 12 | 12 | 11 11 10 | 15 | 10 | 14 [ 10 -
5063

NRRLISP | 22 | 17 | 17 | 16 | 17 - 13 | 23 17 | 16
5260
02 - 01 - - - - - - - - - -
02 - 04 - - - - - - - - - -
02 - 06 - - - - - - - - - -
02 - 07 - - - - - - - - - -
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02 - 08

02 - 09 - - - - - - -
02 - 10 - - - - - - -
02-11 - - - - - - -
02 - 12 - - - - 17 - -
03 - 03 - - - - - - -
05 - 00 - - - - - - -
05 - 04 - - - - - - -
06 - 10 - - - - - - -
07 - 02 - - - - - - -
07 - 03 - - - - - - -
07 - 05 - ; - - . . -
09 - 04 - - - - - - -
10 - 02 - - - - - - -
10 - 03 - - - - - - -
10 - 04 - - - - - - -
10-05 - - - - - - -
10 - 06 09 - - - - 09 -
10-09 - - : - - - -
11-04 - - - - - - -
12 - 00 E = - - - - -
12-01 12 - 12 12 15 09 -
12-02 - . - - - - -
12-03 - - - - - - -
12 - 04 - ) g - - - -
12 - 05 - - - - - - -
12 - 06 - - - g - . 09
12 - 07 - - - - - - -
13- 03 - - - - - - -
13 - 06 - p - - - - -
14- 05 - - - - - - -
19 - 04 - - - - - - -
19- 06 - - - - - - -
21 - 01 - - - - - - -
22 -02 - - - - 17 - -
23 - 05 - - - - - - -
25- 03 - - _ 3 : . N
25 - 05 - - - - - - -
26 - 05 - - - - - - -
26 - 07 - - - - - - -
30 - 01 - - - - - - -
30 - 02 - - - - - - -
30 - 03 - - - - - - -
31-02 - - - - - - -
31-03 21 21 - - - - -
31-05 - - - - - - -
31-07 - - - - - - -
31 -11 - - - - - - -
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31-14

31-15 - - - - - - - - -
31-17 17 18 16 16 19 18 18 - -
31-22 - - - - - - - - -
31-23 24 | 21 - - - - - - -
31 - 24 - - - - - - - - -
32 - 01 - - - - - - - - :
32 - 04 - - - - - - - - -
32 - 05 - - - - - - - - -
32 - 08 - - - - - - - - -
32-09 - - - - - - - - -
33 - 01 16 18 16 20 20 16 19 - -
33 - 02 - - - - - - - - -
33 - 03 - - - - - - - - -
33 - 04 - - - - - - - - -
33-05 - - - - - - - - 09
33 - 06 - - - - - - - - -
33-07 - - - - - - - - -
33-09 - - - - - - - - -
33-10 - - - - - - - - -
33-11 - - - - a - 12 - -
33-12 - - - - - - ; - -
33- 13 15 14 16 18 16 19 15 a -
34 - 00 12 13 - 14 14 16 14 - -
34 - 01 - - - r - ; - 10 -
34 - 04 - - - - - - ; - -
34 - 07 - - ; - - - - - -
34 - 08 - - ? - . - - - -
35 - 01 - - - - - ; - - -
35 - 02 - . - - - - - 9 -
35-03 - - - - - - - - -
36 - 01 10 10 09 13 - 11 13 - -
36 - 02 - - - . - - - - 11
36 - 03 - - - - - - - - -
36 - 04 16 18 - 17 21 - 19 - -
36 - 05 - - - - - - - - -
36 - 07 - - - - - - - - 11
36 - 09 - 09 - 13 - 16 14 - ;
36 - 10 - - - - - - - - -
37 - 01 - - - - - - - 14 ;
37 - 02 - - - - - - - - -
37 - 03 - - - - - - - - -
37 - 04 - - - - - - - - -
37 - 05 - - - - - - - 13 -
37 - 06 - - - - - - - - -
37 - 08 - - - - - - - - -
37-10 - - - - - - - 11 -
38 - 05 - - - - - - - - -
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38 - 06

39 - 00 - - - - - - -
39 - 02 - - - - : - -
39 - 03 - - - - ] - -
39 - 04 - - - - - - -
39 - 05 - 11 - 14 09 16 -
39 - 06 - 11 - 15 19 16 -
39 - 08 - - - - - ; -
40 - 03 - - - - - - -
41 - 03 - - - - - ; -
41 - 05 - - - - - - -
41 - 06 - - - - - - -
41 - 07 - - - - - - -
42 - 03 - - - - - - -
42 - 04 - - - - - - -
42 - 06 - - - - - - -
42 - 07 - - - - : - -
42 - 08 - - - - - - -
43 - 01 - - 09 - - - -
43 - 03 09 10 - - 09 - -
43 - 09 - - 11 a - - -
43 - 11 - - - - - ; -
43-10 - . - - - ’ -
43 - 14 - - - Y - - -
43 -29 - - - - ’ - -
44 - 04 - - ; ] . - _
44 - 05 - - ; - 12 - -
44208 - - d - - - -
44 - 10 - - - - ; - 2
44 - 11 - ; _ ; - ; ;
44 212 - - - - - - -
45 - 03 - - - - - - -
46 - 01 - - - - - - -
46 - 04 - - - - - - -
46 - 05 - - - - - - -
46 - 06 - - - 09 - - -
47 - 00 - - - - - - -
47 - 01 - - - - : - -
47 - 02 - - - - - - 11
47 - 04 - - - - - - -
47205 - - - - - - -
47 - 06 - - - - - - -
47 - 07 - - - - - - -
47 - 08 - - - - - - -
47 - 09 - - - - - - -
47 -10 - - - - - - -
47 - 11 - - - - - - -

47 - 13
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48 - 01 10 11 ; 15 - 11 11 -
48 - 02 - - - - - - - -
48 - 03 - - - - - - - -
48 - 04 10 10 - 14 10 12 10 -
48 - 05 - - - - - - - -
50 - 01 - - - - - - - 12
50 - 02 - - - - - - - -
51 - 02 - - - - - - - 14
51- 03 - - - - - - - -
51 -04 - - - - - - ; -
51 - 06 - - 11 - ; ; ; ;
52- 05 - - - - - - - -
54 - 03 - - - - - - - -
54 - 05 - - - - - - - -
55 - 02 - - - - - - - -
56 - 02 - - - - - - - -
56 - 05 - - - - - - - -
56 - 06 - - - - - - - -
56 - 07 - - - - - - - -
56 - 08 - - - - - - : -
56 - 09 - - - - 3 - - -
56 - 11 - - - - - - ; -
56 - 12 - - - - - - - -
56 - 13 - - - - - - - -
57 - 01 - - - : - ; - -
57 - 02 - - - - - - : -
57 - 06 - - P - - - - -
57 - 08 - - : - . - - -
57 - 09 - - - - - ; - .
57-10 - . - - - - - -
57 - 11 - - - - - - - -
57 - 12 - - - - : - - -
57 - 14 - - - - - - - -
57-15 09 - - - - - - -
57 - 16 - - - - - - - ;
58 - 02 - - - - - - - -
58 - 06 - - - - - - - -
58 - 07 09 - - - - - - -
58 - 12 - - - - - - - -
58 - 20 - - - - - - - -
58 - 21 - - - - - - ; ]
58 - 24 - - - - - - - -
59 - 01 - - 09 - - ; ) ;
59 - 02 - - - - - - - ;
59 - 03 - - - - - - - -
59 - 04 - - - - - - - ;
59 - 06 - - - - - - - -
59 - 07 17 20 16 18 20 21 21 -
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59 -08

59 - 09 - - - - - - - - - -
59 - 11 - - - - - - - - - -
59 - 12 - - - - - - - - - -
59 - 13 - - - - - 11 - - - -
59 - 15 - - - - - - - ; ; -
59-16 - - - - - - - - - -
59 - 18 - - - - - 10 - ; - -
50-19 - - - - - 11 - - - :
59 - 20 - - - ; - 12 - ) - -
59 - 21 - - - - - 12 - ; - -
59 - 23 - 09 - 10 - 34 14 18 - -
59 - 24 - : - ; - - ; ; ; :
59 - 26 - - - - - - - - - -
59 - 27 11 - - ; - 16 - ; ; -
61 - 01 - - - - - - - ; - -
61 - 03 - - - - - - - - - -
61 - 04 - - - - - - - - - -
61 - 06 - - - - a - - - ; -
61 - 09 09 - - - a 13 - - ; -
67 - 01 - - - - - 11 - ; - -
67 - 02 - - - _ 12 15 11 - - -
67 - 03 - " - - - - - . - -
67 - 05 - - - ; - - - 10 - -
67 - 06 - - - : - . - - ; -
67 - 07 - - - - - 13 10 - - -
67 - 10 - - ; - - - - ; ; -
67 - 11 - - : ; - 15 12 ; ; ;
67 - 12 - - - - - . - ; ; -
70 - 01 - < - ; - - ; _ _ ;
70 - 04 - - - - - - ; ; ; -
70 - 05 - - - - - - ; - ; -
71 - 03 - - - - - - - - ; -
71 - 05 - - - ; - - - ; ; ;
71 - 06 11 - 11 - - B - 15 ; -
72 - 01 - ; - - - 20 10 17 ; -
72 - 02 - : - ; - - ; ; ; )
76 - 01 11 11 11 - - 13 09 22 17 16
78 - 01 - - - ; - - ; ; ; ;
78 - 06 - - - - - - ; - ; -
79 - 03 - - - ; - - ; ; ; _
79 - 04 - - - - - - ; - ; -
79 - 05 - - - ; - - ; ; _ ;
79 - 06 - - - ; - - ; _ ; ;
79 - 10 ; ; ; ; ] - ; _ ; ;
80 - 06 - - - - - - ; ; ; ;
80 - 07 - - - ; - 22 ; ; ; _
80 - 08 - - : - - : ; ; ; -
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80 - 09

80 - 10 - - - - - - - - - -
81 - 01 - - - - - - - 17 10 -
81 - 03 - - - - - - - 11 11 12
88 - 01 - - - - - - - - - -
88 - 02 - - - - - - - 22 - 22
88 - 04 - - - - - - - 14 - -
88 - 10 - - - - - - - - - -
88 - 16 - - - - - - - - - -
88 - 18 - - - - - - - - - -
89 - 16 - - - - - - - 15 - -
90 - 01 12 : - - : 13 - 11 - -
90 - 03 14 - - - - 12 - - 10 -
90 - 07 - - - - - - - - - -
90 - 08 16 - - - - 16 - 11 09 -
91 - 02 - - - - - - - - - -
91 - 04 - - - - - - - - - -
91 - 06 - - - . - - - - - -
91-07 - - - - - 10 - 13 - -
93 - 01 - - - - - - - - - -
93 - 02 - - - - - - - - - -
93 - 05 - - - - g - - - - -
94 - 08 - ' - - - - - - - -
95 - 01 - 13 14 12 12 - 11 - - -
95- 03 - " - g - - - - - -
95 - 05 09 - - - - 10 ; - - -
95 - 06 - - . - - 09 " - - -
96 - 02 - - y - ] - - - - -
96 - 03 - - - - - - : - - -
96 - 04 - . - - - - - - - -
97 - 01 - - - - - - - - - -
97 - 02 - - - - - - - - - -
97 - 03 - - - - - - - 15 - :
97 - 04 - - - - - - - - - -
98 - 03 - - - - - - - - - -
98 - 04 - - - - - - - 13 - -
98 - 05 - - - - - - - - - -
98 - 06 - - - - - 14 - 12 - -
98 - 07 - - - - - - - - - -
99 - 03 - - - - - - - 12 - -
100 - 06 - - - - - - - - - -
101 - 01 - 09 10 - - 10 - - - -
101 - 02 - - - - - - - - - -
101 - 03 - - - - - - - - - -
102 - 01 - - - - - - - - - -
102 - 02 - - - - - - ; _ ; ;
102 - 03 - - - - - - - 09 - -
102 - 05 - - - - - 14 - - - -




49

105 - 01

107 - 03 - - - - - - - - - -
107 - 04 - - - - - - - - ; -
108 - 01 - - - - - - - - - -
108 - 03 17 18 17 17 18 18 17 - ; -
109 - 01 - - - - - - - - : -
109 - 02 - - - - - - - - . -
111 - 03 - - - - - - - - ; -
111 - 04 - - - - - - - : ; -
115 - 02 - - - - - - - - - -
116 - 08 - - - - - - - - - -
116 - 09 13 - - ; - 11 - - - -
116 - 10 - - - - - - - - - -
117 - 01 - - - - - - - - - -
117 - 02 - - - - - - - - ; -
117 - 03 - - - - - - - - : -
118 - 02 - - - - - - - - ; -
118 - 04 - - 09 09 - - - ; - -
118- 05 20 15 13 13 14 14 13 12 16 14
118 - 06 - ; - - - - - - - -
118 - 10 - - - - - - - - - -
118 - 11 - - - - g - ’ - - -
118 - 12 - : - - - 12 - ; ; -
119 - 02 - - - ; - - - - ; -
119 - 08 - : - : - . - - - -
120 - 09 - - - - - - ; - ; :
121 - 01 - - . - - - - - ; -
121 - 02 - - 2 - ; - - - - -
121 - 03 - - - - - . - - - -
122 - 02 - . - - - - - - - -
122 - 03 - - - - - - - - ; -
122 - 04 14 - 09 - - - - 25 15 23
123 - 01 - - - - - - - - : -
123 - 05 - - - - - - - - ; -
123 - 06 - - - - - - - - ; -
124 - 01 - - - - - ; : - ; -
124 - 02 - - - - - - - ; ; ;
124 - 05 - - - - - - - - ; ;
124 - 08 - - - - - - - - - -
125 - 02 - - - - - - - - ; -
125 - 03 - - - - - - - - - -
125 - 04 - - - - - - - - - -
125 - 05 - - - - - - - - - ;
125 - 06 - - - - - - - - - -
126 - 01 - - - - - - - - - -
126 - 02 - - - - - - - - ; -
126 - 03 - - - - - - - - - -
126 - 04 - - - - - - - - _ -




50

126 - 05 -

126 - 06 -

127 - 01 11

127 - 03 -

127 - 06 -

127 - 07 -

127 - 08 09

128 - 01 -

128 - 03 -

128 - 08 -

129 - 01 12

129 - 03 -

129 - 04 -

129 - 05 09

129 - 08 -

130 - 01 -

130 - 02 -

130 - 04 -

130 - 05 -

131 - 01 -

131 -03 -

131 - 04 -

1. Staphylococcus aureus B-767
2. S. epidermitis B — 4377
3. Bacillus subtilis B-558

4. Escherichia coli B-3008

5. Enterobacter aerogenes B- 3567

6. Shigella sp.

7.Salmonella typhimurium B- 4440

8. Zygosaccharomyces rouxii Y - 229
9. Candida albicans Y - 12983
10. Saccharomyces cerevisiae
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3.3. Aktif izolatlarin Tanmilanmasi

3.3.1. Kemotaksonomik dzellikler

Denemeye alinan aktinomiset izolatlarinin hiicre ¢eperi diaminopimelik asit
(DAP) analizi, bolim 2.2.3.1°de  belirtilen  yontemler  kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Yapilan analizler sonucunda izolatlarin diaminopimelik asit

tipleri L tipi olarak belirlenmistir.

3.3.2. Kiiltiirel ve morfolojik ézellikler

Antimikrobiyal aktiviteleri bakimindan sec¢ilen, 33.13, 59.07, 108.03 ve
118.05 numarali aktinomiset izolatlarinin, ISP 3 besiyeri {izerindeki Kkiiltiirel ve
morfolojik 6zellikleri Cizelge 14°de sunulmustur. Izolatlarin ISP 3 besiyerinde
belirlenen havasal misel ve substrat miseli renkleri Sekil 1,3,5 ve 7’de, spor zincir

morfolojileri ise Sekil 2,4,6 ve 8’de gorsel olarak sunulmustur.

Cizelge 14. 33.13, 59.07, 108.03 ve 118.05 numarali izolatlarin bazi kiiltiirel ve

morfolojik 6zellikleri

Ozellik | Besiyeri | Biiyiime* | Havasal Substrat | Coziiniir Spor
‘ Misel Miseli Pigment Zinciri
zolat Rengi Rengi Rengi Sekli**

Numarasi

33.13 ISP 3 Iyi Beyaz Sari- Kahve R
Kahve

59.07 ISP 3 Iyi Gri Sari- Kahve R
Kahve

108.03 ISP 3 Iyi Krem Koyu Kahve R
Kahve

118.05 ISP 3 Iyi Krem Siitli Kahve R
Kahve

* iyi ya da zay1if
**S: Spiral; R: Rectiflexibles; Ra: Rectinaculiaperti
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Sekil 1. 33.13 numarali izolatin ISP 3 (Oat Meal Agar) besiyerinde 14 giinliik
biiylimesi, A. Substrat Miseli, B. Havasal Spor Kitlesi, C. Kontrol

Sekil 2. 33.13 numaral1 izolata ait sporlarin elektron mikroskobundaki goriinligii
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Sekil 3. 59.07 numarali izolatin ISP 3 (Oat Meal Agar) besiyerinde 21 giinliik
biiylimesi, A. Substrat Miseli, B. Havasal Spor Kitlesi, C. Kontrol

Sekil 4. 59.07 numaral: izolata ait sporlarin elektron mikroskobundaki goriiniigii
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Sekil 5. 108.03 numarali izolatin ISP 3 (Oat Meal Agar) besiyerinde 21 giinliik
biiyiimesi, A. Substrat Miseli, B. Havasal Spor Kitlesi, C. Kontrol

Sekil 6. 108.03 numaral1 izolata ait sporlarin elektron mikroskobundaki goriiniisii
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Sekil 7. 118.05 numarali izolatin ISP 3 (Oat Meal Agar) besiyerinde 21 giinliik
biiylimesi, A. Substrat Miseli, B. Havasal Spor Kitlesi, C. Kontrol

{1:3%

Sekil 8. 118.05 numarali izolata ait sporlarin elektron mikroskobundaki goriiniisii



56

Elde edilen kemotaksonomik ve morfolojik verilerin ve konu ile ilgili
literatiirlerin incelenmesi sonucunda izolatlarimizin tiimiiniin Streptomyces cinsine

ait olduklarim belirlemis bulunmaktayiz.

3.3.3. Niimerik Taksonomi
Sadece en giiglii antimikrobiyal aktiviteye sahip olan izolatlarin tanilanmasina
yonelik olarak gergeklestirilen bu ¢aligmada, kemotaksonomik, morfolojik,

fizyolojik ve biyokimyasal yontemler uygulanmigtir.

Izolatlarin cins seviyesinde tanilanmas: igin, kemotaksonomik galigmalar ile
bakterilerin hiicre ¢eperinde bulunan diaminopimelikasit tipi belirlenmis; morfolojik
caligmalar ile makroskobik ve mikroskobik incelemeler gergeklestirilmistir. Isik ve
elektron mikroskobu ile gergeklestirilen morfolojik ¢aligmalardan elde edilen
verilerin kemotaksonomik veriler ile birlikte degerlendirilmesi ile, izolatlar cins
seviyesinde ‘tanilanmigtir. Tiir seviyesinde tanilama igin ise, kiiltiirel, morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 61 birim karakter ve 37 tip tiiriin kullanimi ile niimerik

taksonomik bir ¢alisma gergeklestirilmistir.
Bu ¢aligmaya ait veriler EK 1°de ¢izelge halinde verilmigtir. .

Kullanilan tip tiirler Cizelge 15°de sunulmustur. Kullanilan-birim karakterler ve test

sonuglar1 ise Ek 1°de gizelge halinde sunulmustur.

Cizelge 15. Izolatlarin tanilanmasi amaci ile kullanilan tip tiirler

Izolat No |ISP No Tiir Ismi

1 5445 Streptomyces albidoflavus
2 5321 S. kranskii

3 5236 S. griseus

4 5088 S. niveus

5 5203 S. fluorescens

6 5517 S. erythraeus

7 5454 S. viridogenes

8 5552 S. omiyaensis




9 5230 S. venezuelae
10 5076 S. roseus
11 5593 S. fulvissimus
12 5231 S. rochei
13 5188 S. matensis
14 5362 S. cellulase
15 5229 S. griseoviridis
16 5496 S. diastaticus
17 5334 S. olivaceoviridis
18 5438 S. violaceolatus
19 5381 S. viridis
20 5155 S. glaurescens
21 5357 S. natalensis
22 5112 S. filipinensis
23 5234 S. antibioticus
24 - 5242 S umbrosus
25 5487 S .lavenduligriseus
26 5109 S. nodosus
27 5099 S. prasinus
28 5073 S. phoeochromogene&
29 5260 S. rimosus
30 5190 S. goshikiensis
31 5081 S. luridus
32 - o[5111 - S. xanthachromogenes
33 5063 S. fradiae
34 5530 S. pactum
35 2939 S. pactum
36 8165 S.avermitilis
37 1990 S. lavendulae
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Ek 1’ de sunulan test sonuglari, IBM-PC uyumlu bilgisayarda X-Taxon (Chun, 1994)

programina yiiklenerek analizleri gergeklestirilmigtir. Bu analizlere gore elde edilen

Ssm ile UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic averages) ve
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COMPLETE algoritmleri (Sneath. and Sokal, 1973) NTSYS-pc istatistiksel paket
programi kullanilarak dendrograma déniistiiriilmiistir. UPGMA ve COMPLETE

algoritmleri i¢in elde edilen dendrogramlar sirasi ile Sekil 9 ve 10°da sunulmustur.

50

T2939 S pactn
T2985 Sreptomysess sp.
T5063 A frasas

Sekil 9. Niimerik verilerin Simple matching coefficient (Ssm) ve UPGMA algorithm

analizlerine goére, Streptomyces suslari ile tip tlirler arasindaki iligkiyi gsteren

dendrogram
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Sekil 10. Niimerik verilerin Simple matching coefficient (Ssm) ve COMPLETE

algorithm analizlerine gore, Streptomyces suslari ile tip tiirler arasindaki iligkiyi

gosteren dendrogram

Streptomyces suslarimizin tip tiirlerle olan iliskilerini belirten Sekil 7 ve 8’in

incelenmesi sonucu, iki izolatimizin analiz ig¢in test edilen tip tiirlere benzerlik

oraninin yaklasik % 60 civarinda oldugu goriilmektedir.. Buna karsin Streptomyces

suglarimizin denemeye alinan tip tiirlere gore birbirlerine daha yiiksek benzerlik
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oranina sahip oldugu.anlasilmaktadir. Bu izolatlarimizdan 33.13 ve 59.07 aym
kiimede yer almig ve % 95 in iizerinde benzerlik gostermistir. 118.05 kodlu
izolattmiz da benzer olarak bu grubun hemen yaninda yer almistir. Izolatlarimiz
arasinda digerlerinden ayrilan izolatimiz 108.03 kodlu olandir. Bu izolatimizin diger

izolatlarimiza benzerlik oraninin ise % 80 civarinda oldugu goriilmektedir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bir Rus arastirici olan Nakhimovskaia (1937), topraktaki aktinomisetleri
ilk defa incelemis ve inceledigi 80 kiiltirden 47 tanesinin antogonostik bir
madde ¢ikardigini; 27 tanesinin ise aktif madde ¢ikardigin1 saptayarak bunlarin
hepsinin Gr (+) bakteriler tizerine etkili oldugunu belirlemigtir. Linder ve
Wallhauser (1955) antogonizm yodniinden 2500 Streptomyces kiiltiirini izole
etmigler ve bunlarin % 77’sinin Gr (+) bakterilere (S. aureus), % 40’1nin Gr (-)
bakteriler (E. coli), % 32’ sinin Mycobacterium (M. tuberclosis) ve % 18’inin
de funguslar (4. niger) tizerine etkili olarak saptamigslardir. Kuzey Kanada
topraklarindan izole edilmis 600 Aktinomisetin antibiyotik aktivitesi iizerine
yapilan ¢alismada izole edilen kiiltiirlerin % 47’ sinin S. aureus, % 8,2’ sinin E.
coli, % 19,5 inin M. tuberclosis iizerine etkili oldugu saptanmistir. Cesitli
ortamlardan izole edilen 10000 kiiltiiriin incelenmesinde, bunlarin %25’ inin
bakteriler iizerine etkili antibiyotik direttikleri saptanmigtir. Ayrica
aktinomisetler ile ilgili yapilan ¢alismalarda incelenen gesitli genuslar arasinda
Streptomyces genusunun en Yyiikksek sayida antibiyotik iireticileri olduklar

¢esitli aragtiricilar tarafindan belirtilmektedir (Denizci, 1996).

Ulkemizde, Streptomyces genusuna ait detaylli bir c¢alismada
(Denizci,1996), Ege ve Dogu Karadeniz bolgesinde gesitli istasyonlardan izole
edilen suslarin genel antibakteriyel aktivitesi arastirilmig ve 4 ayri tiir

Williams’1n (1983a) yontemine gore tanimlanmaistir.

Yapilan bir diger ¢aliymada ise Cukurova Universitesi kampiis -
topragindan, Streptomyces genusuna ait 12 Streptomyces tiriiniin izolasyonu
gerceklestirilmigtir. Matiden programi ve matris kullanilarak, yiiksek aktiviteye

sahip 4 sugun tanimlanmasi yapilmigtir.

Bu c¢aligmada, Eskigehir il sinirlan igindeki g¢esitli lokalitelerden alinan
toprak Orneklerinden 396 adet aktinomiset izolat1 elde edilmis ve test
mikroorganizmalarina kargi antimikrobiyal aktivitesi taranmistir. Sonug olarak,
caligma kapsaminda antimikrobiyal aktivitesi agisindan taranan 396 aktinomiset
izolatindan 90 kadarinin (% 23) bir ya da daha fazla test mikroorganizmasina

kars1 aktif oldugu belirlenmigtir. Antimikrobiyal agidan aktif izolatlar arasinda
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36 tanesinin (% 40) antifungal aktiviteye, 66 tanesinin ise (% 73) antibakteriyal
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. Benzer ¢aligmalarin aksine, izolatlarimizin
Gr (-) bakterilere kars1 olan aktivite oraninin nispeten yiiksek (% 57) oldugu
goriilmektedir. Gr (-) bakterilerin bir ¢ok antibiyotige olan direnglilikleri
nedeni ile bu veri, olduk¢a 6nemli goriilmektedir. Izolatlardan 31.17, 33.01,
33.13, 59.07, 108.03 kodlu olanlarin denemeye alinan Gr (+) ve (-) tim
bakterilere karsi, 118.05 kodlu olanin ise tiim test mikroorganizmalarina karsi
aktivite gostermeleri nedeni ile genis spektrumlu bir etkiye sahip olduklar:

sOylenebilir.

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmasinda pozitif kontrol olarak tipta rutin
olarak kullanilan ncomisin, frasidin, streptomisin, oksitetrasiklin, rimosidin ve
kloramfenikol gibi antibiyotikleri iireten tip tirler kullamilmistir. Aktiviteye
sahip izolatlarimizin etki derecesinin, pozitif kontrollere oranla genellikle egit

ya da yilksek goriilmesi, dikkat ¢ekici bir bulgu olarak goriilmektedir.

Aktivite ve spektrum durumlari dikkate alinarak seg¢ilen 33.13, 59.07,
108.03 ve 118.05 kodlu izolatlarin tanilama ¢aligmasi yapilmaistir.

%
Yapilan morfolojik ve kemotaksonomik g¢aligmalar ile, antimikrobiyal

aktiviteye sahip olan bu izolatlarin, antibiyotik lireten en biiyiik cins oldugu
belirtilen, Streptomyces genusuna ait olduklar: belirlenmistir. Denemeye alinan
izolatlarimizin tiimii, L-DAP igermeleri nedeniyle, hiicre geperi Tip I igerisine
alinmiglardir. Birgok arastirici, hiicre ¢eperi Tip I grubu ig¢inde yer alan
_aktinomiset  cinslerinin  birbirinden ayrniminda = morfolojik  6zellikler |
kﬁiianmaktadlrlar (Lechévélier and Lechevalier: .1~985; Lechevalier, 158.9;

Locci, 1989).

Calismamizda hiicre ¢eperi Tip I oldugunu belirledigimiz izolatlarimizin,
cins seviyesinde tamilanmasi aym ilkeye gore gergeklestirilmistir.
Izolatlarimizin tiimii, substrat ve havasal misel igermeleri, substrat miselinin
fragmente olmamasi, havasal miselde uzun spor zincirleri bulundurmasi,
sporangium ve hareketli spor icermemesi gibi O6zellikleri nedeniyle,
Streptomyces cinsi olarak tamlanmislardir. Izolatlarimiz, Nocardioides’den

substrat miselinin fragmente olmamasi O6zelligi ile; Intrasporangium’ dan
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havasal misel icerme Ozelligi ile; Kineosporia’dan havasal misel icerme ve
sporangium ve hareketli spor igcermemesi oOzellikleri ile ayirdedilmislerdir.
Gruptaki diger cinsler olan Sporichthia’dan substrat miseli igermesi,

Streptoverticillium’ dan ise sporlarin vertisil olugturmamasi ile ayrilmiglardir.

Streptomyces genusu Waksman ve Henrici (1943) tarafindan, aerobik,
spor olusturan Actinomycetes‘ ler olarak adlandirilmiglardir. Genus yiiksek
derecede oksidatif, substrat ve havasal miselyumunda yaygin dallanma gosteren
ve hiicre duvar yapisinda LL-diaminapimelik asit (LL-DAP) ve glisin
bulunduran aerobik gram pozitif Actinomycetes® ler igerir. Substrat
miselyumunun fragmantasyonuna fazla rastlanmaz ve havasal miselyum,

genellikle uzun spor zincirleri barindirir (>50 spor) (Aslan, 1999).

Kemotaksonomik ve morfolojik verilerin kombinasyonu ile cins
seviyesinde tanilanan bu izolatlarin tiir seviyesinde tanilanmalari i¢in, niimerik
taksonomiye dayali ¢aligmalar gergeklestirilmigtir. Toplam 61 birim karakterin
37 tip tiir ve gesitli Streptomyces izolatlan {izerinde denendigi bu c¢aligmadan
elde edilen veriler, IBM-PC uyumlu bilgisayarda X-Taxon programinda analiz
edilmistir. Analizler ile elde edilen Sgy ile UPGMA ve COMPLETE
algoritmleri, NTSYS-pc istatistiksel paket programi kullanilarak dendrograma
donistirilmiigtir. Hem UPGMA hem de COMPLETE algoritmleri i¢cin elde
edilen dendrogramlarinda, 33.13, 59.07, 108.03 ve .118.05 kodlu izolatlarimizin
kullanilan tip tiirlerle benzerlik diizeyinin diisiik olmasi, sonraki polifazik

- taksonomik galigmalarin gerekliligini ortaya koymaktadr. e

Bu sonuglar 15131nda, ¢aligmanin sonraki yonelimlerinden bir digeri, tip
tirlerden farkli kiimelerde yer aldid: gérﬁlen aktif izolatlarimiz {izerinde
molekiiler taksonomik caligmalar (16 S rDNA baz dizilimi gibi) ile bu
izolatlarin yeni tiir olup olmadiginin belirlenmesi olacaktir. Ayrica, aktif
oldugu belirlenen metabolitlerin yapisinin aydinlatilmasina ihtiya¢ vardir.
Kimyasal yontemler ile identifikasyon konusunda uzman arastiricilarin katkisi

ile aktif maddelerin yapis1 aydinlatilabilecektir.
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Sonug olarak, izolatlarimizin tirettikleri antimikrobiyal aktiviteye sahip
metabolitlerin yapilarinin aydinlatilmasi, mutajenik, karsinojenik, teratojenik
etkilerinin olup olmadigimin tespiti gibi testlerin gergeklestirilmesi ve takiben
iiretimine yonelik kimyasal, toksikolojik, fizyolojik, biyoteknolojik ve
eckonomik aragtirmalara ve endiistriyel boyutta uygulama denemelerine konu

olmasini umuyoruz.
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