[RESUN

CYSTOSEIRA SP. KOMPOSTUNDAN iZOLE EDILEN
AKTINOMISETLERIN ENZIM VE ANTIBAKTERIYEL
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

-

-~

BiYOLOJi

ANA BiLiM DALI

Yiiksek Lisans Tezi

Zeynep Sule TOPATAN
20142102016
Haziran 2018




T.C.
GIRESUN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

CYSTOSEIRA SP. KOMPOSTUNDAN iZOLE EDILEN
AKTINOMISETLERIN ENZIM VE ANTiBAKTERIYEL
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZi

Zeynep Sule TOPATAN

Enstitii Anabilim Dah :  BIYOLOJIi ANABILIM DALI

Tez Damgmam :  Prof. Dr. Hatice KATI

Haziran 2018



T.C.
GIRESUN UNIVERSITES]
FEN BILIMLERI ENSTITUS{)

CYSTOSEIRA SP. KOMPOSTUNDAN {ZOLE EDILEN
AKTINOMISETLERIN ENZIiM VE ANTIBAKTERIYEL
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Zeynep Sule TOPATAN

Enstitii Anabilim Dali : BIYOLOJi ANABILIM DALLI

Bu tez 29/06/2018 tarihinde asagwdaki jiiri tarafindan oybirligi ile kabul

edilmistir.
ﬁ Prof. Dr. Prof. Dr%. _
Hatic“e KATI Remziye NA_!..CACIOGLU
\ Uye Uye

Doc. Dr.
Bahadir KOZ
Enstitii Miidiirii



BEYAN

Tez igindeki tiim verilerin akademik kurallar gercevesinde tarafimdan elde edildigini,
gorsel ve yazil tiim bilgi ve sonuglanin akademik ve etik kurallara uygun sekilde
sunuldugunu, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigimi, baskalarimn
eserlerinden yararlanilmast durumunda bilimsel normlara uygun olarak atfta
bulunuldugunu, tezde yer alan verilerin bu iiniversite veya bagka bir iiniversitede

herhangi bir tez ¢aligmasinda kullaniimadigini beyan ederim.

Zeynep Sulef TOPATAN
6/2018



TESEKKUR

Tez galisma konumun belirlenmesi, tezimin yiiriitiilmesi ve her asamasinda bana
rehber olan, higbir konuda destedini esirgemeyen, &grencisi oimaktan mutiuluk
duydugum, disiplini ve hoggériisii ile her zaman 6rnek alacagim Sayin Hocam Prof.

Dr. Hatice KATI ’ya sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Yiiksek lisans siirecimin basinda bana ilk destegi vererek her zaman yanimda olan

Sayin Hocam Prof. Dr. Mustafa TURKMEN e tesekkiirii bir borg bilirim.

Maddi ve manevi desteklerini eksik etmeyen sevgili babam Halil TOPATAN’a,
sevgili annem Hatice Sevil TOPATAN’a ve sevgili kardeslerime, ayrica laboratuvar

¢alismalanmda yardimlarim esirgemeyen arkadaslarima tesekkiir ederim.

Bu tez ¢alismasinin bir bslimi, Giresun Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri
Koordinasyonu Birimi tarafindan desteklenmistir. Giresun Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) Komisyon Bagkanlifina (Proje No: FEN-BAP-A-140316-
52) tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

TESEKKUR. ... eeereeesrestesissssasss s essessssss s ssssssasssssessessestesssssssastssessssssssarsosans I
ICINDEKILER ..ottt eecnesessenseessssstnesssnssssssnsssssssasssssssssssssossssssssesssssssassssas Il
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTES.....eorceeecreeeeetcvesnecineieesnssssasaanes \Y
SEKILLER LISTEST ..ottt neiesssssevssssessssssassesssessssssesssssnssenns w VI
TABLOLAR LISTESI ...t eereceecrestsssnsssare e ssessssssenssassssssssessanesssssnenns VII
OZET ... oo ettt s b s sh bbb s b b e b VIl
SUMMARY .« crerrsertrrrceteersreteesseesesssssssestssnsnsssnsssssnsasssssasserensesesssessssesnsanssesasaes IX
BOLUM 1. GIRIS ..ottt ess st ses et bbb b ssssssanbensesasass 1
L1 AKNOMISELIET «.ovveeeeeee ettt ettt s sttt ssb bttt sr b 2
1.1.1. Aktinomisetlerin TarihgeSi. ... e cceivcirceecirieeccerestrrcresree e ecere s seserbessssaesnaenes 3
1.1.2. Aktinomisetlerin Morfolojisi ve Fizyolojisi......ccooemeerereerrecerevennnscrccrnnersernnene 3
1.1.3. Aktinomisetlerin EKolojisi.....coeeveeciieireeirrerceeirst e s s v sve s nsenes 6
1.1.4. Toprak AKtINOMISELIEri.....coeeteeerrnevernisiecerinrtecre ittt essscss s ee st sstans 6
1.1.5. Deniz Kaynakli AKtINOMISELIEr ......eveveeeeeieeeirreeeee e s s ne s et nsmenee 6
1.2. Aktinomisetlerin Siniflandirilmast ... 7
1.2.1. Streptomyces TUIIETI ...ttt essesaeans 8
1.3. Aktinomisetlerin Urettigii BileSiKIEr .......cc.vuvvcueceeeereeeeeceeceee oo eesesessesesesanens 11
1.3.1. Antibakteriyel Bilegikler..........ccouveiinniiicnincinsnencnsccn e 12
L3 1 1 ANEBIYOIK. .ottt csne e e e sa s nssesas e resesnssnsnenannens 12
1.3.2. Aktinomisetlerin Urettifii ENZIimIer........o.covoeeeverereeerseecrceeseeseresseesseescossessansens 14
1.4, CYSIOSEIFA SP. «couvrireerieineeririritiseesist sttt s sssae st s sssss st sres s s s sassasatsressasassass 16
1.5. Al KOMPOSHUL..cuiiriemimerenesi ettt ss s st ssesss s es s et ssnesasness 17
BOLUM 2. LITERATUR OZETH ..ceveerrreerctreecee ettt sesses s esss s ssassaresenens 19

I



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM .....occoovvreeevercerssssssssesssssssasssssssaesssssssanerosers 22

Folh MAEEIYAL ..ttt st ae et e eee s 22
3. 1.1 KOMPOSt OMEKIETE ....ocrerverrerreeriectiesesteetsissreseesssesseessnsssssssssessensessesssasssssessnns 22
3.1.2. Test Mikroorganizmalart ..........cceeceivineenenninincnnnsseesene st seess s esse s 22
3.1.3. Kullantlan Besiyerler. ... ..o cees e e 23
3.1.4. Gram Boyama isleminde Kullanilan Boyalar ...........c..ocorevrecreererensvnnressssenees 28
3.1.5. DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar ............c..ceveereereeerenenessressessesees 29
3.1.6. PCR Reaksiyonlarinda Kullanilan Primerler ......cc.ccoveoiinnoennneccnncenenees 30
3.2 YOBNEEM. ettt s s s ste s s s p b e eenren 30
3.2.1. AKLINOMISEL [ZOIASYONU ....v.verurcrericeeeeteees et etesae e eaes s eeses e s s sares 30
3.2.1.1. izolatlarin Saflagtiriimasi ve Saf Killtiirlerin Stoklanmast..........eceeerenevennn. 31
3.2.2. izolatlann Enzim Aktivitelerinin Kalitatif Olarak Belirlenmesi ..................... 31
3.2.3. izolatlarin Antibakteriyel Ozellikierinin Belirlenmesi ..........covuvecresarrnresrisenes 31
3.2.3. 1 KAIGIE CIZE ceeeeeeeerieeeieieeeiee e eiceste e se e enresaese s e sr e st e e e e ssme passensnsssnnaens 31
3.2.3.2. NOKEA ERIMI oottt s st sne e sn e sr e sesenesresesnennvsnens 32
3.2.3.3. DiSK DifTIZYON ..ottt sennrcssesnieessvresssssssssressssssasssssssssesssnssssssssssassasess 33
3.2.4. Bazi1 Aktinomiset izolatlarinin TANIMIARMES.......cveviveerinrceesssssrerseressesenns 33
3.2.4.1. Morfolojik TanimIama .........cccooeceeeniee e s ssesresessrssressesnesnssnes 33
3.2.4.2. Fiziksel TANIMIAME ...ccoeiiiiiiiiiiienecneces et s s s 34
3.2.4.3. Molekiller TAnmIama ..........cccoveeinininiiicree st ne e renenresarre s 35
3.2.4.3.1. DNA [Z0laSYOTIl...vcviveererrcrenreenerrnsessssesrssssssssssssssssssssenssssssssessessssessesses 35
3.2.4.3.2. 16S rDNA PCR CaliSmalari......ccoiveeeinireercenineessnssiisisessssssnssrssssessssssness 36
BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI ......coorececrmnrirsesseeersecscsssnerassesssossasres 37
4.1, AKUNOMISEL [ZOIAtIAN .ccnecuceeeciecicetetec e s sens s bens w37
4.2. lzolatlarin Enzim Aktivitelerinin Kalitatif Olarak Belirlenmesi .........ccevveveon. 39
4.3. izolatlarin Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi ..covvvivniriesenneerionns 43
4.3 1. KASIt CIZEH....cceriereeriieeecseneteeecennestessenssressesssssssssnssnssasassnersessensssassrssessasasss 43
4.3.2. Nokta EKIMi .ovveeciirinciccennnncnncsesesnsissssnsincsssssnssssssosessssssssssassssssssanns 47
4.3.3. Disk DIfUZYON ..oveeiiieiiicicce sttt se s seesaesesaes e s ssnesnesassasserneraass 48
4.4. Aktinomiset 1zolatlarinin TanImIANMAST c.cvvvveirrsnecrverienssesssnarersssssssssssessasnens 48
4.4.1. Morfolojik Tanimlama........c.cceiicomcesenineneesnesrenssercsssscnsreressassessssssesrosees 48

1



4,4.2, FiZiKsel TANIMIAMA «.ooiiieeeii e ceeeetttce et seeeesesssssteveesessssassssssssssnsansssssssssnne 51

4.4.3. Molekiiler TANIMIAMIA ..oocooveveeieeeiceeereeeeessessnereesesssssernsesssssssnseeessssonrnsssssesannns 54
BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC ..ot ereesssessssesssssrsesstesressssssanes 56
KAYNAKLAR ..ttt setetes it s se sttt ssses st e sessstssssasntassstssesastasssssssassssessnssssesnens 63
(071 200, | 1T 72

AY



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

°C : Santigrat derece

ATCC : American Type Culture Collection
BSC : Black Sea Cystoseira

CMC : Carboxymethylcellulose

CTAB : Cetyl trimethylammonium bromide
dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleikasit

EDTA : Etilendiamin tetrasetik asit

g : Gram

L : Litre

M : Molarite

MHA : Mueller Hinton Agar

MHB : Mueller Hinton Broth

ml : Mililitre

pl : Mikrolitre

mM : Milimolar

mm : Milimetre

pm : Mikrometre

NA : Nutrient Agar

NB : Nutrient Broth

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
rDNA : Ribosomal Deoksiriboniikleikasit
rpm : (Revolution Per minute) Dakikadaki devir sayis:
SCA : Starch Casein Agar

\Y : Volt

wiv : Agirhik/Hacim
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CYSTOSEIRA SP. KOMPOSTUNDAN iZOLE EDILEN
AKTINOMISETLERIN ENZIM VE ANTIiBAKTERIYEL
AKTIVITELERININ ARASTIRTLMASI

OZET

Aktinomisetler, GC baz igerigi yiiksek, filamentli ve Gram pozitif bakterilerdir. Bu
bakteri grubu sekonder metabolitlerden enzim ve antibakteriyel maddeler gibi 6nemli
bilesikler iiretirler. Yilksek ticari degere sahip olan bu bilesikler farkli endistriyel
alanlarda kullanilmaktadir.

Bu galismada, Cystoseira sp. alg kompostundan izole edilen aktinomiset izolatlarinin
enzim ve antibakteriyel aktiviteleri aragtirildi. Yilksek enzim ve antibakteriyel
aktivite gisteren 6 aktinomiset izolatinin morfolojik ve fizyolojik karakterizasyonu
ile 168 rDNA dizi analizine gére molekiiler tammlamast yapildi.

Kompost 6rneklerinden toplamda 73 tane aktinomiset izolati (BSC) izole edildi.
Aktinomiset izolatlarinin enzim aktivite sonuglan degerlendirildiginde %68,5°i
amilaz, %100’4 seliilaz, %47,9’u kitinaz, %94,5’i pektinaz, %98,6’s1 proteaz ve
%96,3’1i lipaz/esteraz enzim aktivitesi gosterdigi bulundu. Antibakteriyel aktvite
deney sonuglan, izolatlann %98,6’s1 Staphylococcus aureus’a ve %84,9u
Enterococcus faecalis’e karsi g¢ok yilksek aktivite gosterdi. Yiksek enzim ve
antibakteriyel akivite gosteren aktinomiset izolatlanmn (BSC-13, BSC-17, BSC-37,
BSC-38, BSC-45 ve BSC-49) 16S rDNA dizi analizlerine gére Streptomyces cinsine
ait olduklan belirlendi.

Anahtar kelimeler: Aktinomiset, antibakteriyel, enzim, kompost, Cystoseira
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INVESTIGATION OF ENZYME AND ANTIBACTERIAL
ACTIVITES OF ACTINOMYCETES ISOLATED FROM
CYSTOSEIRA SP. COMPOST

SUMMARY

Actinomycetes are GC base content high, filamentous and Gram positive bacteria.
This bacterial group produces important compounds such as enzyme and
antibacterial substances among secondary metabolites. These compounds, which
have high commercial value, are used in various industrial areas.

In this study, enzymes and antibacterial activities of actinomycetes isolated from
Cystoseira sp. algae compost were investigated. The morphological and
physiological characterization of 6 actinomycetes isolates which shows high enzyme
and antibacterial activity was performed as well as molecular identification
according to 165 rDNA sequence analysis.

A total of 73 actinomycetes isolates (BSC) were isolated from the compost samples.
When the enzyme activity results of actinomycetes isolates were evaluated, it is
found that 68,5% of these have amylase, 100% have celulase, 47,9% have chitinase,
94,5% have pectinase, 98,6% have protease and 96,3% have lipase/esterase enzyme
activities. Results of antibacterial activity assay showed that 98,6% of the isolates
had very high activity on Staphylococcus aureus, 84,9% of the isolates had very high
activity on Enterococcus faecalis. It has been determined that the actinomycetes
isolates (BSC-13, BSC-17, BSC-37, BSC-38, BSC-45 and BSC-49) showing high
enzyme and antibacterial activity belong to Strepromyces genus according to 16S
rDNA sequence analysis.

Keywords: Actinomycetes, antibacterial, enzyme, compost, Cystoseira
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BOL{UM 1. GIRIS

Deniz ortami, aktinomiset bakterileri igin dnemli biyolojik ve kimyasal ¢esitlilige
sahip benzersiz zengin bir kaynaktir. Deniz kaynakh aktinomisetler, yapisal olarak
cesitlilik gdsteren sekonder metabolitlerin kaynagt olmustur. Bu bilegiklerin
birgogunun antikanser Gzelliklere sahip olduklari bilinmektedir. Denizel
kaynaklardan elde edilen antrasimisin gibi umut verici antibiyotikler, denizleri daha

da kesfetmek igin 6nemli motivasyon saglamaktadir (Hassan ve ark., 2015).

Yeni antibiyotiklerin ilretimi igin mikroorganizmalarin taranmasi, bilim adamlan
tarafindan yillarca yogun bir sekilde devam etmistir ve aktinomisetlerden,
antibiyotikler gibi biyolojik olarak aktif birgok sekonder metabolit elde edilmistir. Bu

bilesiklerin antibiyotik agirlikli olmasi ticari agidan énemlidir (Oskay ve ark., 2004).

Mikroorganizmalar ~ sekonder  bilegikler  olarak  yalmzca  antibiyotik
iretmemektedirler. Giiniimiize kadar bir¢ok anti-kanserojen, immiin baskilayici, anti-
viral gibi degisik aktiviteye sahip bircok madde iiretilmistir (Ozcan, 2012). Bu
maddelerden aktinomisetler, herbisitler, bocek &ldiriicii ilaglar, anti-parazitik
maddeler ve atik aritiminda kullamilan seliilaz ve ksilanaz gibi sekonder metabolitler
dretirler (Oskay ve ark., 2004). Aktinomisetler kitin, selilloz gibi diger birgok
mikroorganizma tarafindan metabolize edilemeyen organik materyalleri, icerdikleri
ekstraseliiler enzimler sayesinde hidrolize etme yetenegine sahiptirler. Bu dzellikleri
ile topraktaki besinlerin dekompozisyon ve minerilizasyon dongillerinde dnemlidir
(Liman, 2007).

Aktinomisetler, ¢ogu aerobik olan ve basit beslenme gereksinimine sahip,
Guanin+Sitozin (GC) igerigi yilksek olan (>%55) Gram (+) bakterilerdir (Lacey,

1997). Ayrica aktinomisetler, tarim, biyoteknoloji ve klinikte kullandigimiz



antibiyotiklerin ¢ogunlugu da dahil olmak {izere, tuipla ilgili ¢ok sayida dogal {iriin
iireten cesitli filamentli bakterilerin bir ailesidir (Meij ve ark., 2017).

Aktinomisetler dogada en yaygin bulunan mikroorganizma gruplaridir. Cogu
durumda, ©zellikle kuru alkalin kosullar altinda, topragin  mikrobiyal
popiilasyonunun biiylik bir kismini olusturur (Oskay ve ark. 2004). Hatta birgok
aktinomiset, diger bitkiler, mantarlar, bocekler ve siingerler ile birlikte simbiyoz
yasamaktadir. Bu organizmalar aktinomisetler tarafindan iiretilen dogal iiriinler ve
enzimlerden, &rnegin patojenik mikroplara karsi korunma, biliylme tesviki veya
lignoseliiloz  gibi  kompleks dogal polimerlerin  dekompozisyonundan

yararlanmaktadir (Meij ve ark., 2017).

Topraktaki ve diger karasal aktinomisetlerden, 1940’lardan giiniimiize kadar ¢ok
fazla aktif bilesik elde edilmistir ve bu bilesiklerin %70-80°i Streptomyces cinsi
tarafindan iiretilmektedir (Ozcan, 2012). Streptomyces cinsi  dogal habitatlarda
bakteriyel ve fungal rakiplerine karsi rekabet edebilmelerini saglayan birgok
antimikrobiyal bilesik {retme yetenegine sahiptir (Thompson ve ark., 2002).
Streptomyces  cinsinin 100,000 civarinda  antimikrobiyal bilegik {iretme

kapasitesinden gok az bir kism tammlanabilmigtir (Watve ve ark., 2001).

1.1. Aktinomisetler

Aktinomiset terimi aktis (15in demeti), mykes (mantar) sdzcilklerinin bir araya
gelmesiyle olusmugtur ve bu terim aktinomisetlerin morfolojileri dikkate alinarak
verilmigtir (Embley ve Stackebrandt 1994). Aktinomisetler, morfolojik ve fizyolojik
cesitlilige sahip ¢ogu aerobik olan mikroorganizmalardir (Suihko ve ark., 2006).
Genomlarinin guanin + sitozin {(GC) igerigi agisindan, Gram pozitif bakteriler diigiik
ve yliksek GC igerigi olarak ikiye ayrilirlar, Diigitk GC igeren Gram pozitif bakteriler
icin Bacillus, Clostridium, Staphylococcus ve Streptococcus drnekler verilirken,
yiiksek GC iceren Gram pozitif bakterilere aktinomisetler &rnektir (Keiser ve ark.,
2000).
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1.1.1. Aktinomisetlerin Tarihgesi

Actinomyces cinsi 1877°de Harz’in sigirlarda aktinomikoz hastahgina neden olan
Actinomyces bovis adindaki mikroorganizmay1 kesfetmesiyle tamimlanmigtir
{Whitman ve ark., 2012). 1943’te Waksman ve Henrici, Harz tarafindan sigirlarda
goriilen bu mikroorganizmanin o giniin (1877) standartlarina gbre yapilan
tamimlamasinin ¢ok yetersiz olmasindan tanimlanamayacagini belirtmistir. Bununla
birlikte Actinomyces adi, 1943 yili standartlarina gére tanimlanabilen acrobik ve spor

olusturan tiirlere uygulanan ilk isim olmugtur (Waksman ve Henrici, 1943).

1.1.2. Aktinomisetlerin Morfolojisi ve Fizyolojisi

Aktinomisetlerin morfolojileri, organizmanin yapisina, ortamin yapisina, biiyiime
kosullarina, biiylimeyi destekleyen ya da engelleyen maddelerin varlhiina baghdir

(Lacey ve Lacey, 1964).

Aktinomisetlerin  kiiltir ortamindaki biiylime ve reaksiyonlar, tiirlerin
karakterizasyonu igin kullanilan en yaygin yontemdir. Bununla birlikte, farkl: tiirler
arasinda bilyilk bir benzerlik vardir. Bu benzerlikleri ayirt etmede kullanilan en
onemli kiiltiirel 6zelliklerinden biri pigment tretimidir, Hem sentetik hem de organik
ortamlarda {iretilen pigmentler dikkate alinmaktadir. Sentetik ortamlarda, birgok
pigment diretilir; bu ister vejetatif veya hava miselyumunda olsun, ister ortam iginde
¢Ozlinmily pigment olsun birgok tiiriin tanimlanmasimi saglar. Bu pigmentler,
kiiltlirlin yasam siiresi ve bilyiime kosullariyla biiylik olglide degisiklik gosterir
(Waksman, 1950).

Aktinomiset kolonileri sivi ortamda ve agar besiyerinde kiimeler halinde biiylir. Sivi
kiiltirde biiylimeleri diger bakteri gruplarindan farkli olarak ortami bulandirmaz.
Koloni morfolojileri ¢ok c¢esitlidir. Kullanilan besiyeri igerigine ve inkiibasyon
sliresine gore de koloni renkleri degismektedir. Pembe, yesil, beyaz, krem, gri, mavi

ve siyah gibi farkli renklerde kolonilere rastlamak miimkiindiir (Waksman, 1989).



Aktinomisetler killtlire edildikleri ortam iizerinde substrat ve havasal misel
olugtururlar. Aktinomisetlerde yaygin olarak sadece substrat miseli olusumu
ghzlenirken sadece havasal misel olusturaniara da rastlanmaktadir. Misel ¢esidi
koloni morfolojisini etkilemektedir. Substrat miselleri batik bir sekilde koloni
olusumuna, havasal miseller ise kire¢ seklinde kolonilerin olusumuna neden olur
(Waksman, 1989). Aktinomisetler agar besiyerinde bilyiidiigiinde, agarin hem alt hem
de {ist yiizeyinde dallanmis bir hif ag1 olustururlar (Sharma ve ark., 2014). Miselyum
denilen filamentler ag basarili bilylime ve dallanma sonucunda olugur (Madigan ve
Martingo, 2010). Filamentleri silindir seklinde dallanmis, genellikle 0,5-1,2 pm
capinda (Sekil 1.1), mantarlara gore kiigiik ve Gram pozitiftirler. Aktinomisetlerin
ipliksi yapilar1 diger bakterilere gére daha gelismis olarak kabul edilir ve kolonileri
monopodyal veya nadiren dikotomik dalli, 15insal yap: olugturan tek hiicreli ipliksi

bakteri olarak tamimlanirlar (Oner, 1989).

Sekil 1.1. Flamantdz {miselyum) hiicre yapisin gésteren Nocardia cinsinden bir aktinomiset kolonisi.
Her bir filament yaklasik 0,8 pm ¢apindadir (Madigan ve Martingo, 2010).

Aktinomisetlerde 37°C’den daha yiiksek sicakliklarda misel pargalanarak bol
miktarda spor olugturur ve spor olusumu genellikle par¢alanma ya da segmentasyon
seklindedir. Miselyum, spor icermeyen vesikiiller tasidig1 gibi pek ¢ok spor da
icerebilir (Sekil 1.2). Sporlari genelde kullamlan ortam {izerinde pudrams: gekilde
gozlenir (Tresner ve ark., 1966; Waksman, 1989). Glukoz-maya Oziitii-malt Gziitii,
yulaf unu, nisasta ve gliserol-asparajin agar besiyerileri spor olugurnu evresi igin

uygun ortamlardir (Shirling ve Gottlieb, 1966).



Sekil 1.2, Aktinomisetlerin spor tasiyan yapilanmn fotomikrografi. Streptomyces, kapalt spiral tip
(Madigan ve Martingo, 2010).

Aktinomisetler hava hiflerinde farkhlagmg, spor tagiyan miselyum olusturur. Bu tilr
spor olusumu gogu aktinomiset cinsinde ortaya ¢ikar. Spor zincirleri morfolojik
olarak uzunluklarina ve spor sayillarina gore ayrilir. Aktinomiset tirlerinin ayurt
edilmesinde spor zincirinin uzunluguna, sekline, pozisyonuna ve rengine de
bakilmaktadir. Pek ¢ok filogenetik olarak farkli grup, spor keselerinde sporlar
olusturur. Spor keseleri, torba benzeri yapilardir ve sporlarin gelistigi ve
birakilincaya kadar bir arada tutuldugu kesedir. Spor keseleri, hem boyut hem de
sekil bakimindan énemli digiide degismektedir (Sekil 1.3) { Li ve ark., 2016).

Sekil 1.3. Spor keseleri i¢inde spor liretimi (Miyadoh ve ark., 1997). A) Actinoplanes. B) Pilimelia. C)
Dactylosporangium, D) Planomonospora. E) Planobispora. F) Planobetraspora. G)
Planopolyspora. H) Spirillospora. 1) Streptosporangium.



Aktinomisetlerin ¢ogunlugu aerobiktir. pH 5-9 aralifimi tercih ederler ve alkali
kosullarda bilylirler (Waksman, 1989). Aktinomisetler genellikle 25-30°C'de
biiylimektedir. Zor kosullara hayatta kalmak igin iyi adapte olurlar.
Aktinomisetlerden termofilik olanlar gibi bazilan ise 45-55°C gibi yliksek
sicakhiklarda biiyilyebilir (Williams ve ark., 1983; Sharma, 2014).

1.1.3. Aktinomisetlerin Ekolojisi

Aktinomisetler topraklar, tath sular, kompostlar, besin maddeleri gibi her tiirlii dogal
madde iizerinden izole edilebilirier. Bazik ve notral topraklarda asit topraklara gore
daha iyi bilylirler (Breed ve ark., 1957). Kompostlarda seliiloz, hemiseliilz, lignin ve
kitin gibi organik maddelerin dekompozisyonu sonucu topraktaki humus olusumuna

katkida bulunurlar. Bu yénii ile ekolojik bakimdan onemlidirler (Steger ve ark.,
2007).

1.1.4. Toprak Aktinomisetleri

Aktinomisetler toprakta humus olusumuna sebep olmalaryla birlikte topragin
verimliligini arttinirlar  (Kiziloglu, 1995). Sayr bakimindan topraktaki diger
bakterilerden sonra gelirler ve bir gram toprakta 10*-107 adet diizeyinde bulunurlar.
Bu sayilar ortam pH’sina ve karbon kaynaklarina gore degismektedir. Alkali ve

yiiksek organik madde iceren topraklarda sayilan yiiz milyon civarim bulabilir
(Breed ve ark,, 1957).

1.1.5. Deniz Kaynakh Aktinomisetler

Alexander Fleming’in 1928’de penisilini bulusuyla birlikte mikroorganizmalar
iizerine yapilan ¢ahgmalar hiz kazanmigtir (Fleming, 1929). Fleming'i takiben
aragtirmactlar birgok degerli ilag etken maddelerini karasal mikroorganizmalardan
elde etmislerdir (H&lker ve ark., 2004), Fakat zamanla ¢aligmalar tek diize hale
gelmistir ve dogal iiriin kesfi icin farkhi kaynaklar aragtinlmaya baslanmigtir



(Verdine, 1996). Karadan sonra farkli kaynak olarak denizler ve okyanuslar
kegfedilmeyi bekleyen genis kaynafi olusturmustur. Cilnkli okyanuslar, diinya
yizeyinin %70'ini kaplar ve gezegenin biyolojik ¢esitliliginin ¢ofiunu
barindirir. Deniz bitkileri ve omurgasiz hayvanlar dogal {iriin kesfi igin onemli bir
kaynak olmasma ragmen, bu gesitliligin mikrobiyolojik bileseni nispeten
kesfedilmemistir. Yapilan aragtirmalar, segkin deniz aktinomiset gruplarinin yeni

dogal iiriinler i¢in saglam bir kaynak oldugunu ortaya koymustur (Fenical, 2006).

1.2. Aktinomisetlerin Sintflandirilmasi

Aktinomisetlerin taksonomik karakterizasyonu, dzellikle yararli metabolitler igin
herhangi bir tarama ¢aligmasinda énemli bir adimdir. Bu nedenle, izolatlarin hizli ve
kesin olarak tamimlanmasi, ¢alismalarda tiretilen metabolitin tiirii {izerinde, ozellikle
de izolatin tiir seviyesine kadar tamimlanmasi halinde yeni bir metabolit olup
olmadifina dair énemli ipuglan saglar (Yap, 2015). Aktinomiset tiirlerini tanimlamak
i¢in, baz1 karakteristik 6zelliklerini tamimlamak yeterlidir. Bunlar, bu organizmalarin
dogal substratlarina, morfolojilerine, kilitlirel 0zelliklerine ve biyokimyasal

ozelliklerine dayanir (Waksman, 1950).

Aktinomisetlerin filamentleri ve sporlari diger bakterilere benzemesine ragmen,
miselyumlarinin dallanma sekli funguslarla benzerlik gosterir (Waksman, 1950). Bu
nedenle aktinomisetlere bakteriler ve mantarlar arasinda bir gegis formu olarak
bakilmaktadir (Oner, 1989). Buna gore aktinomisetlerin, morfolojik &zelliklerinde
bliyilkk Slgtide degisen ve bazi agilardan gergek bakterilere ve gercek mantarlara
benzeyen, olduk¢a heterojen bir grup organizma icerdigi sonucuna varilabilir
(Waksman, 1950).

Aktinomisetler yapilan taksanomik ¢aligmalarda aktinomiset yerine Actinobacteria
olarak adlandirilmiglardir. Bu nedenle aktinomisetler bakteri olarak kabul
edilmektedirler (Yallop ve ark., 1997 ; Suihko ve ark., 2006).



Aktinomisetlerin taksonomisinde biiyilk ilerlemeler molekiiler caligmalar ile
olmugtur. Birgok aragtirici tarafindan zamanla cesitli cinsler tamimlanip 1980'li
yillardan bugiine aktinomisetlerin filogenetik siniflandinlmasi bu y&ntemle
geligtirilmistir (Stackebrandt ve Schumann, 2006). Aktinomisetler, birgok farkii cinsi
icerisinde bulunduran bir simftir. Giinimiiz simflandirmasinda aktinomiset bes
altsinif, dokuz takim, elli bes familya, iki yiiz kirk cins ve {i¢ bin tiirden olugan,
Bacteria Ustalemindeki en biiyllkk ve onemli simiflardan biridir (Goodfellow ve
Fiedler, 2010).

Actinobacteria takimi igerisinde, Streptomyces cinsi genis yayilis alanlari ve
morfolojik yapilan ile antibiyotiklerin ve diger sekonder metabolitlerin birinci
derecede dreticileri olmalarindan dolay: en iyi bilinen cinsidir (Cross, 1982; Crandall
ve Hamill, 1986; Okami ve Hotta, 1988; Williams ve ark., 1989; Berdy, 1989;
Korn-Wendisch ve Kutzner, 1992).

Waksman ve Henrici 1943 yilinda, aerobik ve spor olugturan aktinomiset grubunu
Streptomyces cinsi adi altinda farkli bir grup olarak tamimlamigtir. Bu tanimlama
cinsin sistematiginde bir doniim noktasi olmustur (Williams ve ark., 1989).
Actinomycetales takimun igerisinde Streptomyces’lerin filogenetik olarak farklt bir
takson olusturdugu 16S rDNA dizi analizi ¢caligmalar ile ortaya konmugtur (Witt ve
Stackebrandt, 1990; Embley ve Stackebrandt, 1994).

1.2.1. Streptomyces Tiirleri

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology kitabina gore Streptomyces tilrleri
Actinobacteria  sinifindan,  Streptomycetales  takiminin  Streptomycetaceae

familyasinda simflandiriimaktadir (Whitman ve ark., 2012).

Streptomyces tiirleri Gram pozitif, hilcre duvarina sahip, ipligimsi bakterilerdir ve
0,5-2,0 pm ¢apindaki vejetatif hifleriyle bir substrat miselyum {iretmektedir (Holt ve
ark., 1994). Bu tiirleri birgok fungus gibi hareketsiz bir yasam tarzina sahiptir ancak



daha kil¢itk spor ve hifleriyle de funguslardan kolaylikla ayrilabilmektedir (Karahan
ve Katircioglu, 2014).

Streptomyces tiirliniin kati ortamdaki yasam dongiisii ti¢ ayn safhadan olusmaktadir
(Sekil 1.4). Birincisi, organizmanin sporlari filamentli ¢ok ¢ekirdekli hifadan olusan
ve ince katmanli septali genis b6lmelere ayrilmis substrat miselyum {iretmek igin
¢imlenir. Subsrat miselyum, makromolekiiler sentezin azalmasiyla kisa bir biiyiime
durgunluguna kadar, ortamin iginde ve {istiinde biiylimeye devam eder. Bu agamada,
substrat miselyumun havaya dallanmasiyla ortaya ¢ikan dik uzantilar havasal
miselyum olusumunun baslamasina isaret eder. Bu arada, miselyumun hizli bir
sekildeki gelisimi sirasinda bolmeler kaybolur ve hava hiflerinin yiizeyinde
hidrofobik bir tabaka olusur. Daha sonra, uglardaki hava hifleri spor zincirleri olmak
iizere ¢ift tabakali septa ile ayrilmig genis béliimlere ayrilirlar. Sporlar olgunlastiktan
sonra spor zincirlerini drten lifli kilif kirilir. Daha sonra, déngil serbest birakilan

sporlarin cimlenmesi {izerine tekrar baglar (Unsalds, 2010).

spor substrat miselyum
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Sekil 1.4. Strepromyces yagam dongisil (Schinko ve ark., 2009).



Streptomyces kolonilerinin baglangigta yiizeyi diizdiir, havasal miselyumun gelismesi
sonucu yiiniimsi, graniller, tozlu veya kadifemsi goriiniim olugmaktadir. Substrat ve
havasal misellerin rengini veren degisik pigmentlerin yani sira birgok tiir bir veya
daha fazla sayida antibiyotik iiretmektedir (Holt ve ark., 1994). Streptomyces
flamentli bakterilerdir (Chater ve Chandra, 2006). Yiizeylerde biiyiime sirasinda,
vejetatif bir substrat miselyumu olusur, bundan sonra pigmentli sporlar haline gelen

hava hifleri ortaya gikar (Manteca, 2005).

Streptomyces tiirlerinin morfolojik dzellikleri ve karbon kaynaklarint kullanmalarina
dayanan tamimlama yontemleri giinlimlizde halen gegerliligini korumaktadur.
Morfolojik ve fizyolojik tamimlama caligmalarimin mutlaka ¢ok iyi sporulasyon
vermis koloniler lizerinden yapilmasi gerekmektedir. Streptomyces tiirleri 15 ile 20
giin hatta 1 ayr bulan siirelerde ancak spor verebilmektedir. Yine morfolojik
tanimlamada &nemli bir kriter olan spor zincirlerinin seklinin gozlendigi killtiirlerin
de tam sporulasyon vermis fakat ¢ok yaslanmamus kiiltiirler olmasi dnemlidir. Ciinkii
yaglanmug kiiltiirlerde spor zinciri yapisinda degisiklikler olusabilmektedir (Karahan
ve Katircioglu, 2014),

Streptomyces tiriiniin spor treten hava hifleri Sekil 1.5°teki gibi ana tiplere
ayrilabilir: A) Rectiflexibiles tipi, dilz spor zincirleri, kismen fasikiiller halinde; B)
Retinaculiaperti tipi, kancalar, agik déngiiler veya | ila 4 déniige sahip kisa, dilzensiz
spiraller igeren spor zincirleri; C) Spira tipi, iki farkh alt tiirll gosteren spirallerde
spor zincirleri: (a) Kapali, yogun spiral ve (b} agik, gevsek ve gerilmig spiraller; D)
Verticillati tipi, semsiyeler gibi dalli ve kivrimlt spor zincir yapilar. Uzun zincirlerde
sporlar olusturan diger bir tipik cins, iyi gelismis hava hiflerine sahip olan ve diiz-
egimli veya zikzak seklinde olabilen ve gesitli uzunluklardaki sporlara tamamen

pargalanabilen Nocardiopsis tiirleridir (Li ve ark., 2016).
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Sekil 1.5. Swreptomyces cinsine ait uzun zincirlerde spor dretimi (Miyadoh ve ark., 1997). A)
Rectiflexibiles tipi, B) Retinaculiaperti tipi, C) Spira tipi, D) Verticillati tipi (Hotter, 1967).
Nocardiopsis: E) dallanmg hava hifleri pargalanmasi.

1.3. Aktinomisetlerin Urettigi Bilesikler

Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen biyoaktif sekonder metabolitlerin yaklagik
23,000 oldugu bilinmektedir; bunlarin 10,000' aktinomisetler tarafindan iiretilir.
Béylece aktinomisetler kesfedilen tiim biyoaktif mikrobiyal metabolitlerin % 45'ini
olusturular. Aktinomisetler arasinda, Streptomyces tlirleri tarafindan yaklasik 7,600
bilesik iiretilmektedir. Bu sekonder metabolitlerin bir¢ogu giiclil antibiyotiklerdir.
Bunun sonucunda Streptomyces tiirleri, ilag endiistrisi tarafindan kabul edilen birincil
antibiyotik ireticisi organizmalar haline gelmistir (Berdy, 2005). Sharma ve
arkadaslarinin 2014 yilinda yaptikian galismaya gore Streptomyces tiirleri tarafindan
8,000 bilesigin trettildigi bulunmustur.

Mikroorganizmalar arasinda aktinomisetler, yiiksek ticari degere sahip biyoaktif
bilesikler iiretir ve yeni biyoaktif maddeler igin rutin olarak taranmaya devam eder
(Okami ve Hotta, 1988; Sanglier ve ark., 1993; Masayuki ve ark., 1993; Demain,
1999; Berdy, 2005). Aktinomisetler, antibiyotik gelisimi i¢in potansiyel ilag adaylar

olarak gérev yapan yeni biyoaktif bilesikler i¢in miikemmel kaynaklardir. Son yirmi
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yilda, yeni antimikrobiyalleri bulmak ve gelistirmek igin yapilan endlistriyel ¢abalar
ciddi 6lgilde azalmistir. Coklu ilaca direngli patojenlerin artan tehdidi ve bu tiir
bilegiklerin bulunmasi, iiretilmesi i¢in yeni teknolojilerin gelistiriimesi bu alandaki

ilgiyi bir kez daha etkilemigtir (Weber ve ark., 2015).

1.3.1. Antibakteriyel Bilegikler

Farkli substratlardan izole edilen ve farkli ortamlarda kiiltlirlenen aktinomisetler ile
ilgili cok sayida arastirmalar yapilmistir. Killtiire edildikleri ortamin derinliklerinde
yagayan aktinomisetlerin biyilk bir kismi, bakteriler ve difer mikroorganizmalarin
biiylimesini engelleme kapasitesine sahiptir. Bu aktinomisetlerin mikroorganizmalar
tizerinde inhibe edici etki gosterme kabiliyeti oldukg¢a spesifiktir. Bu segicilik, sadece
organizma tliriine degil, ayn1 zamanda yetistirildigi ortama ve bilyiime kosullarina da
baghdir. Antagonistik aktinomisetler, ortamin kimyasina, antimikrobiyal etkilere,
hayvanlara kars: toksisiteye ve kemoterapdtik potansiyellerine gére degisen cesitli

antibakteriyel bilesikler iiretirler (Waksman ve ark., 2010).

Aktinomisetlerden antibiyotik tretimi ¢alismalari diger sekonder metabolitlerine
gére daha yopun calisilmistir (Lacey, 1973; Oner ve ark., 1987; Hsieh ve Jones,
1995; Denizci, 1996; Pandza ve ark., 1997; Sheldon ve ark., 1999; Hatano, 1999;
Ceylan, 2007; Unsald, 2010).

1.3.1.1. Antibiyotik

Selman A. Waksman 1914-1939 yillan arasinda, tliberkiiloz hastalifina antibiyotik
bulmak igin siirekli sistematik olarak toprak bakterilerini ve mantarlarini taramgtir.
1939°da, bazi mantarlarin bilhassa aktinomisetlerin bakteriyel biiylimeye karst
etkisini kesfetmistir. 1940 yilinda, tiiberkiiloza etki eden aktinomisin antibiyotigini
izole etmistir ve 1944 yilinda streptomisini elde etmesiyle basarili olmugtur (Sharma,
2014). Kioramfenikol 1947 yilinda tifus salgininda yaygin olarak kullaniimistir. 1948
yilinda bu antibiyotigin, genis bir Gram (-) ve Gram (+) bakteri toplulugu diginda
riketsiyalara karsi da ¢ok aktif oldugu bulunmustur. 1949 yilinda Streptomyces
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tiirlinden neomisin adi verilen antibakteriyel etkiye sahip antibiyotik kesfedilmistir.
Bu antibiyotik yilzeysel enfeksiyonlarin sagaltiminda ve barsak florasinin inhibe
edilmesinde kullaniimaktadir. 1952 yilinda bir aktinomiset olan Saccharopolyspora
erythraea tiirlinden eritromisin antibiyotigi elde edilmistir. Eritromisin antibiyotik
etki spektrumu bakimindan penisiline benzemesiyle penisilinlere agirt duyarlilik

kazanmig bireylerde birinci alternatifini olugturmaktadir (Aktuglu, 2002).

Biyoaktif metabolitlerin ilreticileri olan baglica mikroorganizma tiirlerinin Gnemi ve
stkhig! son yillarda 6nemli diciide degismigstir. Antibiyotik doneminin baglangicinda
fungal (penisilin, griseofulvin) ve bakteriyel (gramicidin) tilrleri 6n plandaydi, fakat
streptomisin ve daha sonra kloramfenikol, tetrasiklin ve makrolidlerin kesfiyle
Streptomyces  tlirt  dikkat ¢ekmistir (Berdy, 2005). Bununla birlikte,
aktinomisetlerden iyi bilinen ve degerli bircok antibiyotik {iretilmistir (Tablo 1.1).
Bunlar arasinda amfoterisin, nistatin, gentamisin, eritromisin, vankomisin,

novobiyosin ve neomisin gibi antibiyotikler bulunur (Sharma, 2014).

Simdiye kadar aktinomisetlerden izole edilen antibiyotikler saflagtirma derecesine
gore degismektedir. Bazilari ham iken, digerleri kristallestirilmistir ve kimyasal
tabiatlariyla ilgili Gnemli bilgiler elde edilmistir. Bunlar aktinomisitin, aktinomises
lizozim, aktinomisin, mikromonosporin, streptotrisin, streptomisin ve mycetin olan
antibiyotik maddeleridir. Bazi aktinomisetler birden fazla antibiyotik maddesi Uretir.
Bazi antibiyotikler birka¢ farkli organizma tarafindan tiretilir. Bununla birlikte, ayni
genel madde tiirliniin ¢egitli kiiltiirler tarafindan olusturulabilmesine ragmen, tam
olarak ayni antibiyotik spektrumuna sahip olmayabilecegine dair bazi kanitlar vardir;
Bu, maddenin kimyasal yapisinda varyasyon olasiligim diisiindiirmektedir
(Waksman ve ark., 2010).
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Tablo 1.1. Streptomyces’lerin Orettifii antibiyotikler (Oskay ve Tamer, 2009).

Antibiyotik

Kaynak

Streptomisin

Kanamisin A, B

Streptomyces griseus

Streptomyces kanamyceticus

Higromisin B Streptomyces hygroscopicus
Sefamisin A, B Streptomyces chartreusis
Tienamisin Streptomyces cattleya

Klavulanik asit

Oleandomisin

Streptomyces clavligeru

Streptomyces antibioticus

Lankasidin Streptomyces violaceoniger
Pristinamisin Streptomyces pristinaespiralis
Oksitetrasiklin Streptomyces rimosus
Linkomisin Streptomyces lincolnensis
Spiramisin Streptomyces ambofaciens
Eritromisin A Streptomyces erythreus

Kloramfenikol Streptomyces venezuelae

Valinomisin Streptomyces griseus
2-OH-metilklavam Streptomyces clavuligerus

Nistatin Streptomyces noursei

1.3.2. Aktinomisetlerin Urettigi Enzimler

Aktinomisetier toprak ve sedimentlerde organik materyallerin iyi bir ayriguricisidir.
Bununla birlikte, bazi aktinomiset suglar amilaz, proteaz, seliilaz, jelatinaz, pektinaz

ve lireaz gibi cesitli enzimler iiretirler (Kar ve Ray, 2008; Gluve ve Desmukh, 2012).

Dogada bulunan gesitli mikroorganizmalar, ¢ogunlukla mantarlar ve bakteriler,
nisastayr ayristiran ve nigasta icindeki basit sekerleri hidrolize etmekten sorumlu
kompleks amilolitik enzim sistemlerine sahiptir. Buna gdre aktinomisetler hiicre disi
sindirimi  gergeklestirmek igin hiicrelerin disina amilaz salgilar. Yapilan

caligmalarda, birkag grup Actinobacteria {iyesi amilaz enzimi iretiminde bilinen
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mikroorganizma gruplarina kars: dikkat ¢ekmistir (Pandey ve ark., 2000; Singh ve
ark., 2014).

Seliilazlar, selillozun glikozidik baglarimi hidrolize eden bir grup hidrolitik enzimdir
(Ito, 1997). Biyoteknoloji alaninda yeni simirlarin ortaya g¢itkmasiyla birlikte,
selillozun yelpazesi, gida, tekstil, ¢camagsir, kagit, tannm ve ayrica arastima ile
gelistirme dahil olmak f{izere ¢esitli sektbrlere yayilmigtir (Bhat, 2000). Bununia
beraber, aktinomisetler bilinen selilloz iireticilerinden en dikkat gekici olanlarindan

biridir (Jang ve Chen, 2003; Arunachalam ve ark., 2010).

Lipazlar gliserol ve uzun zincirli yag asitlerinden olusan esterlerin hidrolizi ve
sentezini katalize eder. Dodada yaygin olarak bulunur, ancak sadece mikrobiyal
lipazlar ticari olarak onemlidir. Cogu mikroorganizma kaynakh lipaz pH 5,6-8,5
araliginda en yilksek aktiviteyi gosterir ve nétral pH’da en yiiksek kararliliga sahiptir
(Sharma ve ark., 2001). Lipazlar gida, ilag ve deterjan endiistrileri gibi genis
uygulama alanlarina sahiptir (Schmind ve Verger, 1998). Ayrica biyopolimerlerin ve
biyodizellerin sentezi igin yeni biyoteknolojik uygulamalar lipazlar kullaniiarak
basariyla olugturulmustur (Jaeger ve Eggert, 2002). Lipazlar, birgok enzimin aksine
olduk¢a genis substrat spesifikligi ve organik ¢b6zgenlere kargi toleranslarindan
dolay1 genig sentetik potansiyele sahiptir (Kamini ve ark., 2000). Cesitli bakteri,
mantar ve aktinomisetlerden lipaz f{retimi baz: ¢alimalarda rapor edilmigtir
{Kulkarni ve Gadre, 2002},

Aktinomisetler, ¢ok sayida biyoteknolojik uygulamaya sahip gesitli enzimlerin yam
sira gok cesitli biyoaktif bilesikler irettikleri bilinmektedir. Bunlar énemli bir
lignoseliiloz hidrolize edici enzim kaynagidir ve dofal ortamda biyokiitlenin
bozulmasindan sorumlu olan toprak veya suda yasayan mikrofloranin 6nemli bir

kismim olusturur (Limaye ve ark., 2017).
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1.4. Cystoseira sp.

Cystoseiraceae ailesine ait Cystoseira cinsi ¢ok yillik bir algdir. Bu cins sicak, temiz
ve oksijeni bol olan denizlerde yaygindir. Akdeniz ve Karadeniz sahillerinde
bulunurlar. Akdeniz'de 24 kadar tiirli yasamaktadir ve bu tiirlerden denizlerimizdeki
Cystoseira ve Sargassum tirlerinin alginat kaynagi olarak kullanilabilecegi
bildirilmektedir (Cirik ve ark., 2001; Cirik ve Cirik, 2004). Bu tiirler alginik asitge
zengin oldugundan ekonomik alglerdir (Kavuk, 2013).

Cystoseira cinsinin talluslart yaklasik 80-100 cm uzunluktadir ve kuvvetli bir
tutunma noktasindan yilkselen eksen, olduk¢a saglamdir. Bu talluslar gevresine
dogru cok miktarda dallanma gésterir (Sekil 1.6). Dalsi yapi yine ¢ok sayida
dalciklara ayrilir ve son segmentler dikotomik olarak catallanir. Gerek yan dallar,
gerekse kiigilk segmentler oval ve siskin hava keseleri tagirlar ayrica bu dalciklarinin
u¢ kisimlan konseptakulumlan tasgiyan siskin yapilarla sonlanir. Yaklagik 2-3 m’den
40-50 m derinlere kadar inmektedirler. Sert zeminlere tutunarak yasamlarini

stirdiiriirler (Aydin, 1991).

Sekil 1.6, Cystoseira sp. tilr 6rnefii (A), Cystoseira cinsinin yapilan {B) (Tlney, 2011).
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1.5. Alg Kompostu

Alg ve alg ekstraktlarinin topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikleri iizerine
olumlu etki yaptig: ve topraktaki faydali mikroorganizmalarin bilylimesini tetikledigi
bilinmektedir (Cardozo ve ark., 2007). Bu nedenle Uzakdogu iilkelerinde ve Avrupa
iilkelerinde alglerden kompost gelistirildigi gozlenmektedir (Eyras ve ark., 1998).

Kompostlama, mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucu ayngsabilen organik
maddelerin biyokimyasal yol ile oksijenli ortamda pargalanmaya tabi tutulmasidir.
Kompost igeriginde patojen mikroorganizma yoktur, bolca bitki besin elementleri
vardir, organik maddece zengindir, su tutma kapasitesi yiiksektir ve organik humus

olusturulmasidir. Humusca zengin maddeye kompost denir (Bender, 2014).

Bir kompostlama ¢esiti olan oksijenli kompostlama siirecinde fakiiltatif ve zorunlu
mikroorganizmalar aktiftir. Kompostlama siirecinin baslangicinda toplam canh
bakteri daha baskindir. Sonra kompost sicakligmin artisinda yilksek sicaklifa direngli
bakteri baskin hale geger. Son asamasinda ya da yanma periyodunda ise kiifler ve

aktinomisetler goriliir (Tchobanoglous ve ark., 1993).

Kompost slirecinde patojen mikroorganizmalari yok etme 6nemli bir faktordiir.
Patojenlerin 6liimiinde sicaklik ve zaman etkilidir. Ornegin patojen bir tiir olan
Salmonella cinsi bakteriler 60°C sicaklikta 15-20 dakikada yok olabilmektedirler.
Kompost yimin  biitlin  kisismlan  yaklasik 55°C  sicakhga geldiginde
mikroorganizmalarin  tuzli bir sekilde yok oldugu goriilebilmektedir. Bu
mikroorganizmalardan bazilar1 kisa bir zaman iginde 67°C sicaklikta daha uzun
omirli olabilmektedir. Biitlin patojen mikroorganizmalar yaklasik 1-2 saat iginde
70°C sicaklipa maruz kalindiginda elimine olurlar (Tchobanoglous ve ark., 1993).
Buna pgoére alg tiirinden yapilan kompost iginde hayatta kalabilen
mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklara dayanabilen direngli canlilar olabilecegi ve
bu canhlarm u¢ kosullarda iiretecegi maddelerin giiglii bilesikler olabilecegi

dilstindiiriicii olmustur.



Bu bilgiler dogrultusunda tezin amaci Giresun sahillerindeki bir alg tiirii olan
Cystoseira sp. kompostundan izole edilen aktinomiset grubu bakterilerin
antibakteriyel ve enzim aktivitelerinin aragtinlmasidir. Ayrica yiiksek enzim ve
antibakteriyel aktivite gosteren izolatlarin morfolojik ve fizyolojik o6zelliklerinin

belirlenmesi ve 168 rDNA dizi analizleri ile tamimlanmasi amaglanmigtir.
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BOLUM 2. LITERATUR OZETi

Yapilan bazi ¢aligmalarda aktinomisetler toprak, kompost, deniz suyu, sedimentler ve
bitki koklerinden izole edilmistir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda aktinomiset suslarinin
antimikrobiyal aktivitesi, yeni biyoaktif bilesik {iretmeleri, enzim aktivitesi ve

morfolojik ve fizyolojik tanimlamalari arastiriimigtir.

Groth ve arkadaslart (1997) Almanya, Jena yakinlarindaki dondurulmus kompost

topragi drneginden yeni bir aktinomiset olan Demetria terragena’1 izole etmiglerdir.

Ghanem ve arkadaslar (2000) iskenderiye kiyisi boyunca farkl: ekosistemleri temsil
eden 4 bolgeden almis olduklan deniz suyu ve sediment drneklerinden aktinomiset
izole etmislerdir. Deniz suyu ve sedimentlerden izole edilen aktinomisetlerin sayimi
igin dort segici kiiltiir ortami kullanmiglardir. En yilksek sayim nigasta-nitrat kiiltiir
ortaminda olmustur. Bu ortam farkhh morfolojik karakterler ve pigmentasyon ile
degerlendirilen farkli aktinomiset tiirlerinin izolasyonunun olabilecegini ortaya
koymustur. Bu nedenle nigasta nitrat ortami en uygun kiiltiir ortami olarak se¢ilmistir.
Nigasta nitrat ortam: bu mikroorganizmalarin ¢ogalmasini destekiemistir. Sonug
olarak Iskenderiye sahilinin yeni biyoaktif bilesikler iireten suslari izole etmek icin

uygun bir ekosistem oldugunu kanitlamiglardir.

Oskay ve arkadaslari (2004) Manisa ilinden ve gevresinden toplanan tarim toprak
orneklerinden toplam 50 farkl aktinomiset susu izole etmislerdir. Bu izolatlar1 dort
fitopatojenik ve alti patojenik bakteriye karsi antibakteriyel aktiviteleri igin
incelemislerdir.  Sonuglar, tiim izolatlarin %34'liniin, en azindan test
organizmalarindan (Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas viridiflova, Erwinia
amylovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Bacillus subtilis ATTC

6633, Klebsiella pneumoniae ATTC 10031, Enterococcus faecalis ATCC 10541,
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Staphylococcus aureus ATCC 6538, Esherichia coli ATCC 29998 ve Sarcina lutea
ATCC 9341) birine kars: aktif oldugunu gostermisgtir.

Yapilan bir caligmada Fiedler ve arkadaglan (2005), Pasifik ve Atlantik
Okyanuslannin gesitli yerlerindeki deniz sedimentlerinden 600 aktinomiset susu
izole etmiglerdir. Bu aktinomiset suglarini biyoaktif sekonder metabolitlerin iiretimi
icin taramiglardir. Tarama sonucunda deniz kaynakli suslarin, karasal suglardan izole

edilen kimyasal olarak iyi bilinen antibiyotiklerin tireticileri oldugunu bulmusglardir.

Ozdemir ve Atalan (2012) yaptiklan galismada Van Yéresinde dogal olarak yayilis
gosteren yabani mercimek (Lens orientalis Boiss., Hand & Mazz.) ve yabani nohut
(Cicer anatolicum Alef.) bitkisinin kék ve cevresinden toplanan 51 toprak
numunesinden Strepfomyces suslar izole etmislerdir. izole ettikleri 98 Streptomyces
susunun, 8 patojen ve non-patojen bakteriye Kkarg: antimikrobiyal aktivitelerini
belirlemiglerdir. Test edilen tiim Streptomyces tiirlerinin %65,3’{iniin  Bacillus
subtilis, %54’Uniin Escherichia coli, %45,9’unun Proteus vulgaris, %53’iiniin
Pseudomonas  aeruginosa, %I10,2’sinin  Salmonella enteridis, %44,8’inin
Staphylococcus aureus, %58,1’inin  Streptococcus pyogenes ve %56,1inin
Xanthomonas compestris bakterisine kars antibakteriyel aktiviteye sahip olduklarini

belirlemiglerdir.

Parthasarathi ve arkadaslan (2012) Giiney Kore'nin Giiney Bati Kityisi'ndaki Bigeum
Adas'min sahilinden aldigi Orneklerden 68 aktinomiset izole etmislerdir. 68
aktinomiset izolatinin, koloni morfolojisi ve mikroskobik morfolojilerini
belirlemiglerdir. Suglarnin hem morfolojik hem de kiiltiirel 6zelliklerle tanimianmasi
ile izolatlarin % 54’ iiniin koloni renklerinin beyaz ve gri oldugunu gostermislerdir.
Bunun yaninda izolatlarin molekiiler olarak tanimlanmasi % 66'sinin Streptomyces
sp. cinsine ve kalanlarinda Nocardiopsis sp. (% 18), Micromonospora sp. (% 11) ve
Actinopolyspora sp. (%5) cinslerine ait oldugunu belirlemislerdir. Sonug olarak
Streptomyces izolatlannin baskin tiirler oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica 68

izolattan 23 izolatin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu, 12 izolatin



antibakteriyel aktivite gdsterdigini, 9 izolatin C. albicans'a kars1 antifungal aktivite

gosterdigini belirlemislerdir.

Jeffrey (2008) yaptifn caligmada Malezya tarim topraklarindan aldifi 7 toprak
Ormeginden 62 aktinomiset izole etmistir. Biltiin izolatlar1 daha sonra saflagtirmistir
ve cesitli enzimatik testlere tabi tutmusgtur. Enzim testleri sonucu izolatlarin yaklagik
% 98,4'ii (61 izolat) bir veya daha fazla enzimatik aktivite géstermigtir. Toplam
izolatlardan % 16,2'si sadece bir enzim iiretmisken, % 54,8' iki tip enzim Gretmistir
ve % 27,4'0 test edilen tiim enzimleri retmistir. Sonug olarak aktinomisetlerin, genis

bir araliktaki enzimleri salgilama potansiyeline sahip oldufunu géstermistir.

Amore ve arkadaglart (2012) yaptiklann ¢alismada komposttan seliilolitik
mikroorganizma izole etmistir. Kompost icerifinin %651 gekirdekleri ile beraber
meyve ezmesi, %227si sivi atik gcamuru, %13’ seker kamisi ve sebzeden (patates ve
havug) olusturulmustur. Daha sonra kompostan izole edilen seliilolitik Srreptomyces
sp. G12 susunda bir seliilazin klonlanmasi ve rekombinant ekspresyonunu

arastirmislardir.

Yang ve Song (2018) Giiney Cin Denizi sedimentlerinden 28 aktinomiset susu izole
etmiglerdir. izole edilen suglardan 4’iiniin anti-Mycobacterium phlei aktivitesine
sahip oldugunu ve 5’inin metisilin direngli Staphylococcus aureus'a karsi
aktivitesinin oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica 3 sugun bilylidiigii fermantasyon
stvisinda yeni biyoaktif bilesiklerin kesfi i¢in arastirma yapmiglardir. Arastirma
sonucu deniz Streptomyces sp. NHF86'dan paulomenol benzeri bir bilesik,
Salinispora sp. NHF45 tarafindan iretilen yeni bir rifamisin B ve Nocardiopsis sp.
NHF48'den bir a-pyron bilesigi elde etmislerdir. Sonug¢ olarak Giiney Cin Denizi
sedimentlerinden izole ettikleri denizel aktinomisetlerin yeni biyoaktif bilegiklerin

kesfi icin uygun bir kaynak olacagi sonucuna varmiglardir.
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kompost Ornekleri

BAP proje (FEN-BAP-A-200515-82) kapsaminda Cystoseira sp. alginden hazirlanan
kompost ornegi bu tez caligmasinda kullanildi (Sekil 3.1). Bu kompostlardan
yaklagik 10 g kadar oOrnekler ahinarak steril plastik tiipler igine birakildi ve

laboratuvarda +4 “C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

Sekil 3.1. Cystoseira sp. kompost drnekleri.

3.1.2. Test Mikroorganizmalan
izole edilen aktinomisetlerin antibakteriyel aktivitelerinin tespiti igin kullanilan

patojen bakteriler Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakilltesi, Biyoloji Boliimii,

Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edildi (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Kullanilan test bakterileri.

Gram Negatif Bakteriler Gram Pozitif Bakteriler

Pv: Proteus vulgarisATCC 13315 Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25923
Ec: Enterobacter cloacae ATCC 13047 Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212
Eco: Escherichia coliATCC 35218

St: Salmonella typhimurium ATCC 14028

Kp: Klebsiella pneumonia ATCC 1383

Yp: Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911

Pa: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

3.1.3. Kullanilan Besiyerler

Besiyeri 1: Potasyum Dikromat Besiyeri
Asagda belirtilen besiyeri igeriginin ortam pH'1 7,5 olacak sekilde ayarland: ve 1,1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril edildi. Besiyeri

aktinomiset izolasyonu ve koloni segimi i¢in kullamldi (Tan ve ark., 2009).

Igerik g/
KNO; lg
K2HPO4 05¢g
MgS04.7H-0 0,4¢g
Glukoz 10g
Potasyum dikromat 25 mg/l

Besiyeri 2: Nisasta Kazein Agar Besiyeri (SCA)

Asagida belirtilen besiyeri igeriginin ortam pH ’1 7,5 olacak sekilde ayarland ve 1,1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril edildi. Bu
besiyeriden sivi olarakta hazirlandi. Nisasta Kazein Agar Besiyeri (SCA) segilen
aktinomiset kolonilerinin saflastinimasi, kiltirlerin devamliligs ve fiziksel

tanimlama g¢aligmalari i¢in bilylime ortami olarak kullanildi (Jeffrey, 2008).
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[cerik

Céziintir nisasta
Kazein hidrolaz
KNO3

NaCl

KzHPO4
MgS04.7H.20
FeS04.7H:0
Agar

Saf su

Enzim Aktivite Besiyerleri

g/l
10g
03g
2g

2g

2g
0,05¢g
00lg
18¢g
1000 ml

Enzim aktivite besiyerleri; aktinomiset bilylimesinde kullanilan Nigasta Kazein Agar

Besiyeri’'nde nigsasta yerine ilgili enzimin substratlari ilave edilerek kalitatif

calismalar i¢in hazirlandi.

Besiyeri 3: Nisasta Besiyeri

Asagda belirtilen besiyeri icerifinin ortam pH’1 7,5 olacak sekilde ayarlandi ve 1,1

atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril edildi. Nisasta

Besiyeri’ndeki amilaz aktivitesi igin iyot soliisyonu (12= 1 g, KI=2 g /300 ml)

damlatilarak aktinomiset etrafindaki zon olusumuna bakildi (Cogkun, 2010).

Icerik

Coziiniir nigasta
Kazein hidrolaz
KNO3;

NaCl

K2HPO4
MgS04.7H.0
FeS04.7H20
Agar

Saf su

g/l

10g
03g
2g

2g

2g
005¢g
0,01 g
18g
1000 ml
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Besiyeri 4: Lipaz/esteraz Enzim Besiyeri

Asagida belirtilen besiyeri igeriginin ortam pH’1 7,5 olacak sekilde ayarland: ve 1,1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril edildi. Tween
20, Tween 80 ve tribiitirin (10 ml) her birinden bir tanesi kullanilarak ii¢ besiyeri

hazirlandi, Bu besiyerler lipolitik aktivite tayininde kullanild:.

Igerik gl
Kazein hidrolaz 03g
KNO; 2¢g
NaCl 2g
K2HPO4 2g
MgS04.7H.0 005¢
FeS04.7H:20 0,01 ¢
Agar 18g
Saf su 1000 ml

Besiyeri 5: Kitin Besiyeri
Asapida belirtilen besiyeri igeriginin ortam pH’1 7,5 olacak sekilde ayarland: ve 1,1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steri] edildi.

Kolloidal kitin hazirlanmasi: Roberts ve Selitrennikof (1988)’e gore degistirilerek
hazirlandi. Buna gére 5 g toz kitin, 60 ml konsantre HCI’e yavas yavas ilave edildi
ve iyice kanstinldiktan sonra +4 °C’de bir gece yilksek devirde galkalayiciya
brrakildi. Kanigima 2 L soguk % 95’lik etanole ilave edildi ve 48 saat -20 °C’de
bekletildi. Olusan ¢okelti 5000 g’de 20 dk +4 °C’de santrifilj edildi. Steril distile su
ile koloidal kitin nétral (pH=7,0) oluncaya kadar yikama iglemi yapildi. Yikanmig

kitin gece boyunca 90 °C’de kurutuldu ve bir havanda déviilerek toz haline getirildi.

Igerik gl
Kolloidal kitin lg
Kazein hidrolaz 03¢g
KNO; 2g
NaCl 2g
KzHPO4 2g



MgSQ04.7H.0 0,05¢g

FeS04.7TH20 0,01g
Agar 18g
Saf'su 1000 ml

Besiyeri 6: CMC Besiyeri

Asagida belirtilen besiyeri igeriginin ortam pH’1 7,5 olacak sekilde ayarlandi ve 1,1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril edildi. Selillaz
aktivitesi i¢in inkiibasyon sonras1 %0,1 w/v kongo kirmizis1 boyasi petriye ilave
edildi ve 15 dakika bekletildikten sonra boya uzaklastinldi, plagin iizerine bu sefer |
M NaCl soliisyonu ilave edildi. Soliisyon 15 dakika bekletilerek sonrasinda
aktinomiset etrafindaki zonlara bakildi (Cogkun, 2010).

Icerik g/l
CMC (Karboksimetilseliiloz) 10g
Kazein hidrolaz 03g
KNO; 2g
NaCl 2g
KzHPO4 2g
MgS04.7H:0 0,05¢g
FeS0O4.7H:0 0,0t g
Agar 18g
Saf su 1000 ml

Besiyeri 7: Proteaz Besiyeri

Asagida belirtilen besiyeri igeriginin ortam pH’1 7,5 olacak sekilde ayarlandi ve 1,1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril edildi. Proteaz
aktivitesi igin civa kloriir soliisyonu (HgCl3 15 g, HCI 20 ml, H.O 80 ml)
damlatilarak aktinomiset etrafindaki zonlara bakildi (Ali, 1992).

Ieerik gl
Jelatin I5g
Kazein hidrolaz 03g
KNO; 2g
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NaCl 2g

KaHPO, 2g
MgS04.7H20 0,05g
FeS04.7H20 0,0l g
Agar 18¢g
Saf su 1000 ml

Besiyeri 8: Pektin Besiyeri

Asagida belirtilen besiyeri iceriginin ortam pH ’1 7,5 olacak sekilde ayarland:i ve 1,1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril edildi. Pektinaz
aktivitesi igin %0,1°lik CTAB damlatilarak aktinomiset etrafindaki zonlara bakildi
(Altan, 2004).

Igerik gt
Pektin (elmadan yapilmis pektin) 5g
Kazein hidrolaz 03g
KNO; 2g
NaCl 2g
K:HPO4 2g
MgS04.7H20 0,05g
FeS04.7H;0 0,01 g
Agar 18g
Saf su 1000 ml

Antibakteriyel Aktivite Besiyerleri

Besiyeri 9: Mueller Hinton Agar (MHA) Besiyeri

21 g besiyeri (Merck Mueller-Hinton Broth, Agar 20 g) 1000 ml saf su ile
kanstirilarak hazirlandi. Besiyeri igeriginin ortam pH’1 7,5 olacak gekilde ayarland:
ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril edildi. Bu
besiyeri antibakteriye! aktivite tayininde kullamildi (Atlas, 2004).
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Besiyeri 10: Yumusak Agar Besiyeri

Asagida belirtilen besiyeri iceriginin ortam pH *1 7,5 olacak sekilde ayarland: ve 1,1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklav yapilarak steril edildi. Bu
besiyeri antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi ¢alismalarinda indikator bakterilerini

test etmede kullanildi.

icerik g/l
Nutrient Broth (NB)  8g
Apgar-agar 7g

Saf su 1000m!

Test Organizmalan icin Kullanilan Besiyerler

Besiyeri 11: Nutrient Agar (NA) Besiyeri

NA’dan 20 g alinarak 1000 ml saf su ile kangtirilarak hazirlandi. Besiyeri igeriginin
ortam pH"1 7,5 olacak sekilde ayarland: ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15
dakika otoklav yapilarak steril edildi. Bu besiyeri antibakteriyel aktivite

¢aligmalarinda test organizmalarini bilyiitmek igin kullamld:.

Besiyeri 12: Nutrient Broth (NB) Besiyeri

NB’den 8 g alinarak 1000 ml saf su ile karigtirilarak hazirland:. Besiyeri igeriginin
ortam pH 1 7,5 olacak sekilde ayarlandi ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15
dakika otoklav yapilarak steril edildi. Bu besiyeri antibakteriyel aktivite

calismalarinda test organizmalarini biiyiitmek igin kullanildi.

3.1.4. Gram Boyama Isleminde Kullanilan Boyalar

Kristal Violet;

Soliisyon A: 2 g kristal violet 10 ml etanolde ¢6ziildii.

Soliisyon B: 0,8 g ammonyum oksalat 80 ml dH.O’da ¢éziildi.

iki sollisyon karistirthp, 24 saat bekletildi. Sonra siizgegten gegirilerek temiz cam

siseye alind.
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Gram lyodu;

1 g iyot ve 2 g potasyum iyodiir (KI) 5 ml dH20’da ¢bziildi. Daha sonra 250 ml
dH;0 ve 60 ml %5°lik sodyum bikarbonat (NaHCO3) ilave edilerek gram iyodu

hazirlandi.

Gram Safranin;

2,5 g safranin O, 100 ml % 95’1lik etanol ve 500 ml dH20 kanstinlarak hazirlandi.

3.1.5. DNA izolasyonunda Kullamlan Tamponlar

DNA izolasyonunda kullanilan tamponlar Liu ve arkadaglan (2000)’e gore

hazirland.

Liziz Tamponu

Tris (pH 8)
EDTA (pH 8)
NaCl

SDS

Potasyum Asetat Tamponu
Potasyum asetat (pH 4,8) 5SM
Glasiyal asetik asit

Saf su

Tris EDTA Tamponu
Trisma base | M

EDTA{(pH 8.0) 0.5 M
Saf su

400 mM
60 mM

150 mM
% 1

60 ml
11,5 ml
28,5 ml

0,5 mi
0,1 ml
40,4 ml
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3.1.6. PCR Reaksiyonlarinda Kullamlan Primerler

PCR g¢ahgmalarinda 16S rDNA primerleri (F 5>-ATT CTA GAG TTT GAT CAT
GGC TCA-3"; R 5-ATG GTA CCG TGT GAC GGG CGG TGT GTA-3’)
kullamldi (Beffa ve ark., 1996).

PCR sonucu elde edilen 16S rDNA gen siralart MACROGEN (Hollanda) firmasinda
dizi analizi yapildi. Dizi analiz sonuglari Gen Bankasindaki mevcut dizilerle BLAST

programi kullamlarak karsilagtirilds.
3.2. Yontem
3.2.1. Aktinomiset izolasyonu

Laboratuvarda +4 °C’de steril plastik tiipler icine alinan 10 g kadar Cysfoseira sp.
kompost ornekleri ile aktinomiset izolasyonu igin seri dillisyonlar hazirland:.
Hazirlanan seri diliisyonlardan 10, 10® ve 10°® seyreltiklerinden aktinomiset
izolasyon besiyeri (potasyum dikromatli besiyeri) iizerine 100 pl ilave edilerek
yayma ekim yapildi. Ekimler 30°C’de 14-21 giin inkilbasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasi petrilerdeki kolonilerden aktinomiset koloni morfolojisine sahip olanlar

segildi.

Seri Diliisyon Hazirlama

1. Kompost drneginden lg tartilarak steril falkon tiip igerisine alinda.

2. lg 6rnegin lizerine 9 ml steril saf su ilave edildi.

3. Safsu ilave edilen karigimin homojenize olabilmesi i¢in vorteks yapildi.

4. Vortekslenen Grnek oda sicaklaginda 5 dk dinlenmeye birakilds.

5. 10" diliisyonu igin vortekslenen &mekten 1 ml alinarak steril cam tilpe
koyuldu ve iizerine 9 ml steril saf su ilave edilerek 10! diliisyonu hazirland:.

6. 102 dillisyonuna kadar sirastyla bir énceki diliisyondan 1 ml alinip fizerine 9
ml steril saf su ilave edildi.

7. 1073, 10°¢ ve 10 diliisyonlarindan 100°er m! alinarak potasyum dikromath ve

potasyum dikromatsiz besiyeri tizerine yayma ekim yapiidi.
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3.2.1.1. izolatlarin Saflagtirilmasi ve Saf Kiiltiirlerin Stoklanmasi

Aktinomiset izolasyonu sonras: petrilerdeki kolonilerden aktinomiset benzeri koloni
morfolojileri segildi. Segilen koloniler Nigasta-Kazein Agar (SCA) besiyerine cizgi
ekim ybntemiyle ekildi. Saf kiiltiirler eide edilebilmesi igin izolatlar aktinomiset
bitylimesini saglayan SCA besiyerine ekildi ve 30°C’de 3-4 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra saf killtiirler caligilmak iizere +4°C’ye kaldirildi.

Saf kiiltiirlerin stogu i¢in sivi Nisasta-Kazein Broth besiyeri hazirlandi. 10 ml’lik
cam tiip icerisine 3 ml besiyeri koyuldu. Besiyeri icerisine saf kiiltiir steril kiirdan ile
inokiile edilerek 3 giin inkilbasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi saf kiiltiirlerden
% 20’lik steril gliserol hazirlanarak -20°C ve -80°C’lerde stokland.

3.2.2. izolatlarin Enzim Aktivitelerinin Kalitatif Olarak Belirlenmesi

Cystoseira sp. kompostundan izole edilen aktinomisetlerin lipaz/esteraz, amilaz,
kitinaz, proteaz, selillaz ve pektinaz enzimi iretip {retmedikleri incelendi.
Aktinomisetlerin enzim igerikleri; aktinomiset bilylimesinde kullanilan SCA
besiyerinde nigasta yerine ilgili substratlar ilave edilerek kalitatif olarak arastirilds.
Ekimler 30°C’de 3-7 giin inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrasi izolatlarin

etrafindaki zonlar degerlendirildi.
3.2.3. izolatlarin Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.3.1. Karsit Cizgi

Cystoseira sp. kompostuna ait aktinomisetlerin antibakteriyel 6zelliklerini aragtirmak
amaciyla karsit-gizgi testi kullanildi. Antibakteriyel ¢aligmalar i¢in hazirlanan MHA
besiyerinin merkezine saf killtiirler dze ile Sekil 3.2’de gosterildigi gibi ¢izgi ekim
yapildi. Ekim yapildiktan sonra 4-7 giln 30°C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon

sonras! bilyiiyen aktinomisetlere dik olacak sekilde test bakterilerinin ekimi yapildi
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ve 30°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Sonuglar test bakterilerinin etrafindaki

agik zona bakilarak degerlendirildi.

BSC izolats

Antibakterival
ethd

Sekil 3.2, Karsit gizgi yéntemi.

3.2.3.2. Nokta Ekimi

Kargit ¢izgi yonteminde Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Enterococcus
Jaecalis ATCC 29212 test bakterilerine karg: yiiksek aktivite gosteren izolatlar igin
nokta ekim yontemni kullanildi. Test bakterileri aktif hale getirilerek taze kiiltiirler
kullamilds. Aktinomiset izolatlarimin inkiibasyonu icin petrilere MHA besiyeri
dokilldii. Antibakteriyel aktivitesi kontrol edilecek aktinomiset kiiltliril steril kiirdan
yardimiyla MHA besiyeri bulunan petrinin ortasina nokta geklinde ekildi. Aym islem
3. giinden baslayarak 7. giine kadar tekrar edildi. Sonrasinda izolatlar 30°C’de
inkiibasyona birakildi, Uygun besiyeri ve inklibasyon sicaklidinda 24 saat gelistirilen
test bakterilerinden 100 gL alinarak, 5 mL yumusak agar ile karisunld:, Agar
kangimmmin MHA besiyerinde gelistirilen aktinomiset bakterisi kolonileri {lzerine
homajen bir sekilde yayilmas: yapildi. Petri kutulan test bakterilerinin gelisimi igin
30°C’de 1 giin inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siire sonunda, aktinomiset izolatlarinin

test bakterilere karsi olusturduklar: inhibisyon zonlari (mm) &lgiilerek
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degerlendirildi. Cahigma (¢ tekrarhi yapildi ve mm olarak o6lglilen sonuglarn

ortalamalan not edildi.

3.2.3.3. Disk Difiizyon

Yitksek aktivite giisteren izolatlarin antibakteriyel aktivitesinin disk difiizyon
yontemi ile belirlenmesi amaciyla fermantasyon besiyeri ortaminda gogaltilmasi
yapildi. Disk difiizyon yontemi igin test bakterisi deneme 8ncesi aktif hale getirilerek
geng killtir kullanildi. Aktivasyonda bakteri igin MHA besiyeri kullanildi. Test
bakterisi petriye dokiilmiis besiyerinin (MHA) iizerine inokille edildi. Petri yiizeyi
kuruyuncaya kadar bekletildi ve iizerine diskler steril pens yardimiyla yerlestirildi
(Bauer et al., 1966).

Fermantasyon sivisi hazirlamak igin MHB besiyeri 250 ml’lik erlene 50 ml besiyeri
olacak sekilde koyuldu. Taze aktinomiset killtlirlinden bir 6ze dolusu alarak erlene
ekimi yapildi ve 30°C’de inkiibasyona birakild: (Mincer et al., 2002). 6., 8., 10. ve
17. giinlerde fermantasyon sivisindan 1-2 ml ependorflara alindi. Incelenecek
fermantasyon sivilan disklere 60 pl olacak sekilde emdirildi ve kurumasi igin 30-60
dk steri! kabin igerisinde bekletildi. Petriler 30°C etiivde 1 gece inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyon sonunda disklerin gevresinde olusan zonlar degerlendirildi.
3.2.4. Ban Aktinomiset izolatlarimin Tanimlanmasi

Enzim ve antibakteriyel aktivitesi yiiksek colan 6 izolat (BSC-13, BSC-17, BSC-37,
BSC-38, BSC-45 ve BSC-49) secilerek morfolojik, fiziksel ve molekiiler
tantmlanmasi yapilda.

3.2.4.1. Morfolojik Tamimlama

Izolatlarin koloni morfolojisinin belirlenmesi igin kiiltirler SCA ortaminda 3 giin

30°C’de inkilbe edildi. Daha sonra izolatlann kolonileri incelendi.
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Mikroskobik 6zelliklerinin belirlenmesi igin izolatlar SCA ortaminda 24 saat 30°C’de
inkilbe edildi ve daha sonra Gram boyamasi yapildi (Williams ve ark., 1993},

I. Temiz bir lama bir damla saf su damlatldi ve kiiltitirlerin steril 6ze ile lama
yayiimasi sagland.

2. Preparat havada kurutulduktan sonra 1s1 ile fiksasyonu saglands.

3. Hazirlanan preparata ilk olarak kristal violet damlatild: ve | dk bekletilerek saf su
ile yikandi. Daha sonra gram iyodu ile boyanarak 1 dk bekletilerek saf su ile
yikandi. Sonrasinda mor rengin akmasi igin etanol ile 20 saniye yikandi ve saf su
ile etanol temizlendi. Son olarak safranin damlatlarak 30-60 saniye kadar
bekletildi ve saf su ile yikandu.

4. Gram boyamasi yapilan preparatlar kurumaya birakild:,

5. Boyama sonucunda hiicreler mikroskop altinda 1000X boyutunda incelendi ve

fotografland.

Secilen izolatlarin spor zincir morfolojilerinin tammlanmasinda Sahilah (1991)’e
gore modifiye edilen cover slip yéntemi kullanilds.

Cover slip yéntemi;

1. Steril bir lama SCA besiyeri ince bir sekilde dokiildii. Lam steril bir petriye
yerlestirilerek 3-7 giin 30°C “de inkiibe edildi.

2. Inkitbasyon sonras: kiiltiirlere kristal violet damlatilarak 1 dk bekletildi ve saf su
ile yrikanda.

3. Preparat lamel ile kapatildi ve iizerine inversiyon yag: damlatldu,

4. Daha sonra 151k mikroskobu altinda incelendi.

3.2.4.2. Fiziksel Tammmlama
Aktinomiset izolatlariyla yapilan enzim ve antibakteriyel aktivite c¢alismalan

sonucunda yitksek aktivite gdsteren BSC-13, BSC-17, BSC-37, BSC-38, BSC-45 ve

BSC-49 nolu izolatlarin sicaklik, pH ve tuz toleranslar: belirlendi.
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izolatlarin sicaklik toleranslarinin belirlenmesi igin SCA ortami bulunan petrideki
besiyerlerine ¢izgi ekim yapildi. Daha sonra 10°C, 20°C, 25°C, 30°C, 37°C, 45°C ve
50°C’de 3-7 giin inkiibasyona birakildi ve biyilimenin var olup olmadig

gozlemlendi.

Izolatlarin pH toleransinin belirlenmesi igin SCA ortamu pH 3, 6, 7, 8 ve 9 olarak
hazirlandi. Izolatlarin petrilere ¢izgi ekimi yapildi. Daha sonra 30°C’de 3-7 giin

inkiibasyona birakild: ve bilyiimenin var olup olmadigi gézlemlendi.

Tuz toleranslarinin belirlenmesi icin SCA ortamina %2.5, %5, %7.5 ve %10 (w/v)
oraninda NaCl ilave edilerek hazirlanan petrilere izolatlar ¢izgi ekim yapildi. Daha
sonra 30°C’de 3-7 giin inkiibasyona birakildi ve bliylimenin var olup olmadig

gozlemlendi.

3.2.4.3. Molekiiler Tanmimlama

3.2.4.3.1. DNA lizolasyonu

Molektiler genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinda Liu ve arkadaglari (2000)’e gére

modifiye edilen yontem kullamildi.

DNA izolasyonu agagidaki asamalara géreyapildi;

» DNA izolasyonu yapilacak olan izolatlar Starch Kazein Broth besiyerinde
30°C’de 48 saat inkiibe edildi.

» Siv1 besiyerinde iki gece bilyiitiilen kiiltiirler steril ependorf tiipiine aktanldi,
13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildli ve daha sonra
slipernanat uzaklastirldu.

> Ependorf tlip igerisindeki pellet {izerine 500 pl lizis tamponu ilave edildi.
Solilsyon homojenize olana kadar karigtirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk
bekletildi.

Y

Epondorf tlipiindeki kariggma 150 pl potasyum asetat tamponu ilave edildi ve
vortekslendi. 10.000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
> Siipernatant temiz bir mikrosantrifiij tiiptine aktarild.
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> Elde edilen siipernatanta esit hacimde izopropanol ilave edildi ve alt st edilerek
kanigtirildi. Daha sonra 10.000 rpm’de 2 dksantrifiij edildi. S{ipernatant
uzaklastirildi.

> Pellet 300 pl %70’lik etanol ile yikand: ve 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
Silpernatant uzaklastirildi.

» Tiipte kalan pellet havada kurutuldu ve TE (Tris-EDTA) tamponunda ¢é&ziildii.

> lzole edilen DNA'lar %0,7’lik agaroz jel elektroforezinde 80 V’de yiiriitiildii.

3.2.4.3.2. 16S rDNA PCR Cahsmalari

izole edilen DNA’lar PCR cahigmalarinda kullamldi. izolatlarin DNA’lan
kullanilarak 16S rDNA gen bolgelerini ¢ogaltmak i¢in 16S rDNA primerleri (F 5°-
ATT CTA GAG TTT GAT CAT GGC TCA-3"; R 5-ATG GTA CCG TGT GAC
GGG CGG TGT GTA-3’) kullaniidi (Beffa ve ark., 1996). PCR reaksiyonu 50 pl
olacak sekilde 1 pl DNA, 5 pl 10xPCR tamponu, 5 ul 20 mM MgS04, 0.2 U Tag
DNA polimeraz, 1 pi 10 mM dNTP mix, 1’er pl 10 mM forward ve reverse primeri

alinarak hazirland.

PCR sartlar1; baslangi¢ denatiirasyonu 95 °C’de 2 dk olacak sekilde 94 °C’de 1 dk,
56 °C’de 1 dk, 72 °C’de 2 dk 36 dongii ile 72 °C’de 10 dk son uzama basamag ile
gerceklestirildi. PCR sonucunda elde edilen yaklasik 1400 bp uzunlugundaki 168
tDNA gen siralan MACROGEN ({Hollanda) firmasinda dizi amnalizi yapildi.
Izolatlarin 16S rDNA dizileri BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.) kullanilarak Gen Bankasindaki

veritabani ile karsilastirildi.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu galismada Cystoseira sp. alg kompostundan aktinomiset izole edilerek izolatlarin
antibakteriyel ve enzim igerikleri arastirildi. Arastirma sonucunda yiiksek aktivite
gosteren 6 izolat segilerek bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve molekiiler olarak

tanimlanmasi yapildi.
4.1. Aktinomiset Izolatlan

Cystoseira sp. kompost drneklerinden aktinomiset izolasyonu i¢in hazirlanan seri
diliisyonlar, potasyum dikromatli ve potasyum dikromatsiz besiyerileri iizerine ekimi
yapild: (Sekil 4.1). Petrilerde bilyliyen aktinomiset benzeri bakteri kolonileri renk ve
sekil karakterlerine gore ayristinldi. Farkli koloni morfolojileri oldugu diigiiniilen 73
tane aktinomiset bakterisinin SCA besiyerinde saf kiiltiirleri elde edildi. Cystoseira
sp. izolatlart BSC (Black Sea Cystoseira) kisaltmasi ile numaralandirildi, BSC
izolatlarindan bazilarinin SCA besiyerinde 3 giin inkiibasyonu sonunda petrilerdeki
goriintiileri Sekil 4.2°de gosterildi.

Sekil 4.1. Seri diliisyon sonucu olugan aktinomiset izolatlarinin petrideki toplam g8riintiisi.
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Sekil 4.2. Baz) BSC izolatlarimin petri gdriintlileri.
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4.2. izolatlarin Enzim Aktivitelerinin Kalitatif Olarak Belirlenmesi

Cystoseira sp. kompostundan izole edilen 73 aktinomiset izolatinin enzim aktiviteleri
Bolim 3.2°de anlatuldig: sekilde belirlendi ve aktivite testinin yapildigi bazi
izolatlara ait petri goriintilleri Sekil 4.3’de gosterildi. Toplam 73 izolatin amilaz,
seliilaz, kitinaz, pektinaz, proteaz ve lipaz/esteraz (Tween 20, Tween 80, Tribiitirin)

enzim aktivite sonuglar: Tablo 4.1°de listelendi.

Tablo 4.1. BSC izolatlarinin enzim igerikleri.

Izolat Amilaz Selillaz Kitinaz Pektinaz Proteaz Tween Tween Tribiitirin

No 20 80

BSC-1 - -+ + e 4+ -+ ++ +
BSC-2 + et + et it et I +
BSC-3 - -+ g At it ++ + +
BSC-4 - et + et A -+ ++ +
BSC-5 - it - 4+ ++ -t - +
BSC-6 ++ -+ - + - + + ++
BSC-7 ++ R s + -t + etk + +
BSC-8 + Attt ++ ++ ++ ++ + +
BSC-9 ++ ++ - + ++ ++ + +
BSC-10 + ++ + ++ ++ + + s
BSC-11 - A = FH i+ —+ + bt
BSC-12 -+ =+ + ++ ++++ ot + +
BSC-13 ++ + ++ = -+ +++ + +
BSC-14 ++ - +++ ++ ++ + -
BSC-15 - ++ ++ -+ -+ ++ + +
BSC-16 S el S Sl == = ++ +
BSC-17 - -+ - -t + +++ + -
BSC-18 - -+ - +it +++ ++ + +F
BSC-19 - +++ + Al ++ +++ + ++
BSC-20 - ++ + +H -+ +++ + +
BSC-21 + -t + =t + -+ ++ +
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Tablo. 4.1. (Devamu)

izolat Amilaz Selillaz Kitinaz Pektinaz Proteaz Tween Tween Tribiitirin
No 20 80

BSC-22 ++ -+ + -+ ++ +++ + +++
BSC-23 + A - At + At + ++
BSC-24 ++ 4+ + ++ +++ e + +4+
BSC-25 + -+ ++ + -+ -+ + +
BSC-26 - ++ -  RE bt = + +
BSC-27 + -+ - 4+ ++ +H+ + +
BSC-28 - ot - . -+ Ao . "
BSC-29 4+ -+ ++ - ++ -+ + +
BSC-30 4+ et 4ot o + = + +
BSC-31 +++ -+ - -+ ++ bt + +
BSC-32 + ++ - -+ ++ -+ + +
BSC-33 - i+ - -t i+ ++ + 5
BSC-34 + i+ - -+ ++ -+ + +
BSC-35 + ++ - -+ -+ o4+ + -
BSC-36 ++ +++ + - ++++ +++ + 5
BSC-37 ++ +++ + -+ A+ -+ + +
BSC-38 + ++ + ++ + ++ + +
BSC-39 ++ - +4+++ +++ ++++ + +
BSC-40 ++ e - -t -+ -+ + +
BSC-41 ep + S et e 5 - +
BSC-42 + A ++ e + At + +
BSC-43 + +++ + -+ + -+ + +
BSC-44 - At - =t -+ + +
BSC-45 - +H+ - -+ ++ -+ ++ +
BSC-46 + -+ - ettt ++ + +
BSC-47 - +++ - -+ + S + +
BSC-48 - At - it + -t + +
BSC-49 - +H+ - -+ ++ - + +
BSC-50 ++ - - - it it + ++




Tablo. 4.1. (Devami)

izolat Amilaz Selillaz Kitinaz Pektinaz Proteaz Tween Tween Tribiitirin

No 20 80

BSC-51 + - g e A it + +
BSC-52 + ++ + A+t Attt -+ + ++
BSC-33 + R + it = it + +
BSC-54 - = - -+ ++ it + +
BSC-55 - -+ - - +++ -+ + +
BSC-56 ++ ++ ot ++ it + +
BSC-57 + +++ - +H+ ++ -+ + +
BSC-58 + -+ ++ B R aa Aedetete + +
BSC-59 - . . P + S - i
BSC-60 + 4+ - et Spefsds st + +
BSC-61 + + . e + +
BSC-62 e it = F ++ e + +
BSC-63 -+ ++ + R ++ At + +
BSC-64 + -+ - -+ + ++ + +
BSC-65 + ++ + -+ ++ -t + +
BSC-66 + +i+ + - 44+ -+ + +
BSC-67 At +t+ + - -t et =+ +
BSC-68 ++ At + - bt et + +
BSC-69 + + -t ++ =+ A+t + +
BSC-70 + +H + + - -+ + +
BSC-71 + +++ ++ ++ -+ +4++ + +
BSC-72 ++ + + -+ +++ - + +
BSC-73 - ++ . . . . . +

- ;Aktivite yok, +; 10mm ‘den kiig0k, ++; 10mm-20mm arasinda , +++* :20mm’den bilyilk, +-+++; yilksek aktivite
(+ : zon ¢cap1 mm olarak SlgQImiigtar)

Cystoseira sp. kompostundan izole edilen 73 aktinomiset izolatinin 8 tanesinde diger
izolatlara gére daha iyi amilaz aktivitesi gdzlendi. izolatlarin tamaminda selillaz
aktivitesi belirlendi. 73 izolattan sadece 35 tanesi kitinaz aktivitesi gosterdi. Pektinaz

aktivitesi 55 izolatta yiiksek olarak belirlendi. Proteaz aktivitesi sadece BSC-73 nolu
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izolatta gozlenmedi. Lipaz aktivitesi igin 70 izolat Tween 20 besiyerinde aktivite
gosterdi. Tween 80 besiyerinde 73 izolattan 71’inde aktivite gozlendi. Tribiitirin agar
besiyerinde 73 izolattan 70’inde aktivite gozlendi ve BSC-11 ile BSC-22 nolu
izolatlar iyi aktivite gosterdi. BSC izolatlan genel olarak en yiiksek lipolitik

aktiviteyi Tween 20 ihtiva eden besiyerinde gosterdi.

AMILAZ TRIBOTIRIN

Sekil 4.3. Bazi izolatlarin enzim aktivite griintileri.
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4.3. izolatlarin Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.3.1. Karsit Cizgi

Aktinomiset izolatlarnmin 2 tane Gram pozitif, 7 tane Gram negatif olmak {izere
toplam 9 tane patojen test bakterisine kargi karsit ¢izgi yontemi ile antibakteriyel
aktiviteleri test edildi. Cystoseira sp. kompostundan izole edilen 73 izolattan 72
tanesi E. faecalis test bakterisine karsi iyi antibakteriyel aktivite gosterdi. S. aureus
test bakterisine karsi 6 izolatta aktivite gézlenmedi. 67 izolatta iyi antibakteriyel
aktivite gozlendi. 73 izolattan 23 tanesi en az (g test bakterisine karg aktivite
gosterdi. Yersinia pseudotuberculosis test bakterisine karsi higbir izolatta aktivite
gézlenmedi. Aktinomiset izolatlarmdan 17 izolat Gram negatif bakterilerden
Klebsiella pneumonia’ya karsi antibakteriyel aktivite gosterdi. Gram negatif
bakterilerden Salmonella typhimuriunm’a kargi | izolatta aktivite gozlendi. Test
bakterilerine karsi en yiiksek antibakteriyel aktivite BSC-37 nolu izolatta gozlendi
(Tablo 4.2). Bazi lzolatlarin karsit ¢izgi yontemi antibakteriyel aktivite petri
goriintiileri Sekil 4.4'te gosterildi.

Tablo 4.2. BSC izolatlanimin antibakteriyel aktivite sonuglari.

izolatNo ¥ Pv Ec Pa St Kp Eco Sa

&

BSC-1 - - - : - : -
BSC2 - - . - . . .
BSC-3 - - - - - - -
BSC-4 - . . . . . .
BSC5 - - - - - - -
BSC6 - - . . . . )
BSC-7 - . ; ; . . }
BSC-8 - - - - - - -
BSC-9 - - ; ; . . ]
BSC-10

BSC-11

I A

A2 I TR I

BSC-12 - - - ++ - 5 3
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Tablo 4.2. (Devami)

fzolatNo ¥p  Pv Ec Pa St Kp Eco
BSC-13 - - - AN

BSC-14 - - . e, )
BSC-15 - - . - - .
BSC-16 - - ] .. - i
BSC-17 - - + o+ - ; ]
BSC-18 - - . . .
BSC-19 - - . .. " .
BSC20 - - . - , .
BSC-21 - - - s 5 + -
BSC-22 - - - S 5 5 -
BSC23 - - . - . ;
BSC-24 - - - - - - -

BSC-25 - - - - 5 s -
BSC-26 - - - - - 5 .

BSC-27 - . . - ; . )
BSC28 - 2 - . - - )
BSC-29 - - o+ . . )
BSC-30 - - - . - -t -
BSC-31 - - - ; ) + )
BSC-32 - - . ; : " .
BSC33 - : - . - - ]
BSC-34 - - - . ; - )
BSC35 - - . . ; . ]
BSC36 - 2 - - . . .
BSC-37 - 4+ ; . ++ -
BSC-38 - . i - - ;
BSC-39 - - . ; : R ;
BSC-40 - : . . ; . )
BSC-41 - . . - . - .
BSC-42 - - - . . . ;
BSC43 - 2 - - ; ; ;

&
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Tablo 4.2. (Devami)

izolatNo Yp Pv Ec Pa St Kp Ece Ef
BSC-44 - - - = 5 B -

BSC45 - - - - ; ++ ;
BSC-46 - - - - - .
BSC-47 - - . - ; ; ;
BSC-48 - . . ; . . .
BSC49 -  + + . + . .
BSC-50 - . - - - ) )
BSC-51 - - - - . + -
BSC-52 - . ; ; ; . )
BSC-53 - . . ; . ] ]
BSC-54 - - - : - - -
BSC-55 - - - - . . -

BN EEEEEEEEL

BSC-56 - - - - - - -
BSC-57 - - - - - + 5

BSC-58 - - - . - - .
BSC-59 - . ] ; ; ] ;
BSC-60 - - ; - ; ) ]
BSC-61 -  ++ - : ; ] }
BSC-62 - . ; . . ] )
BSC-63 - . . . ; ; )
BSC-64 - . . . ; ] )
BSC-65 - - - - - , .
BSC-66 - - - ; ; ++ .
BSC-67 -  + ; ] ) + i
BSC-68 -  + - . ) + .
BSC-69 - - . ; . ] )
BSC-70 - - - - ; + )
BSC-71 - . o - ) )
BSC-72 - . . ; . ; ;

I SN S N N A A O 2 I N A
3

T O I A 2 2 2

BSC-73 - - - - . - -

Pv: Proteus vulgaris; Ec: Enterobacter cloacae; Eco: Escherichia coli; St: Salmonella
typhimurium;, Kp: Klebsiella pneumonia; Yp: VYersinia pseudotuberculosis; EFf
Enterococcus faecalis ; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Sa: Staphylococcus aureus

- 1 Aktivite yok +: Dilslik aktivite  ++:iyi aktivite  +++: cok iyi aktivite
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BSC-16 BSC-19 BSC-37

Sekil 4.4. Bazi aktinomiset izolatlarinin kargit ¢izgi yontemiyle aktibakteriyel aktivite petri gériintiileri.
(Test bakterileri numaralan; 1. Klebsiella pneumonia; 2. Escherichia coli; 3. Enterococcus
Jaecalis; 4. Staphylococcus aureus; 5. Yersinia pseudotuberculosis; 6. Proteus vulgaris, 7.
Enterabacter cloacae; 8. Pseudomonas aeruginosa; 9. Salmonella typhimurium).
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4.3.2. Nokta Ekimi

Cystoseira sp. kompostundan izole edilen BSC-13, BSC-37 ve BSC-38 nolu
izolatlarin nokta ekim y6ntemi ile antibakteriyel aktivitesi B6liim 3.2’de anlatildig
sekilde belirlendi. izolatlarin Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus test
bakterilerine karss antibakteriyel aktivite testinin mm cinsinden &lgiilen zon degerleri
Tablo 4.3’te verildi. Nokta ekimi antibakteriyel aktivite testinin yapildig1 6. ve 7. giin
petri goriintiileri Sekil 4.5°te gosterildi.

Tablo 4.3. Nokta ekim ydntemi ile BSC-13, BSC-37 ve BSC-38 nolu izolatlarin antibakteriyel aktivite

sonuglari.
fzolat No BSC-13 BSC-37 BSC-38
est Bakterisi Enterococcus faecalis  Staphylococcus aureus  Enterococcus faecalis
Gln

3. - 15mm -
4, 10mm 21mm 10mm
5. 11mm 20mm 11mm
6. 17mm 38mm 17mm
7. 30mm 57mm 26mm

mm degerler inhibisyon zon ¢apidir. -; aktivite yok.

Sekil 4.5. Nokta ekim y&ntemi aktivite testine ait bazi petri goriintlleri. A; BSC-13 7. glin E. faecalis,
B; BSC-37 7. glin 8. gureus, C; BSC-38 7. giin E. faecalis, D; BSC-13 6. giin E. faecalis, E;
BSC-37 6. glin 8. aureus, F; BSC-38 6. giin E. faecalis.
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4.3.3. Disk Difiizyon

Cystoseira sp. kompostundan izole edilen BSC-37 nolu izolatin disk diflizyon
yontemi ile antibakteriyel aktivitesi Boliim 3.2°de anlatildifh sekilde belirlendi ve
aktivite testinin yapildigi petri Sekil 4.6'da gosterildi. BSC-37 nolu izolatin
fermantasyon sivisina ait aktivite taramasi sonucu S. aureus test bakterisine karsi iyi

antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlendi.

Sekil 4.6. Staphylococcus aureus test bakterisine kargi BSC-37 nolu izolatin fermantasyon besiyerinde
6., 8., 10. ve 17. gnlere kadar gogaltlmmg nmunelerinin gdstermis oldugiu antibakteriyel
aktivitesi.

4.4. Aktinomiset izolatlarinim Tamimlanmasi

Enzim ve antibakteriyel aktivite galigmalan sonrasinda yilksek aktivite gosteren
BSC-13, BSC-17, BSC-37, BSC-38, BSC-45 ve BSC-49 nolu izolatlar tanimlama
i¢in secildi.

4.4.1. Morfolojik Tanimlama

BSC-13, BSC-17, BSC-37, BSC-38, BSC-45 ve BSC-49 nolu izolatlarin morfolojik
tanimlanmasi makroskobik ve mikroskobik olarak Boliim 3.2°de anlatildifi sekilde

yapuldi.
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SCA ortaminda 3 giin inkiibe edilen 6 izolatin koloni yapisi incelendi. SCA
ortaminda koloni renkleri BSC-13 ve BSC-37"de gri, BSC-17 ve BSC-38’de krem,
BSC-45 ve BSC-49’da beyaz olarak gézlendi. Koloniler BSC-13 ve BSC-17"de kireg
goriiniimde, BSC-37 ve BSC-38’de ise agara batik bir sekilde gtzlendi. Ayrica BSC-
45 ve BSC-49 nolu izolatlarda koloni g&riintiisi pamuksu ve yumusak olarak
gozlendi (Sekil 4.7).

BSC-45 BSC-49
Sekil 4.7, izolatlarin petri ve koloni gbriintilleri.

SCA ortaminda 24 saat bilyiitlilen 6 izolatin Gram boyamas: yapildi (Sekil 4.8).
Gram boyamalari1 sonucu 6 izolat Gram pozitif olarak belirlendi. 24 saat bityiimeleri
sonucu 6 izolatta 151k mikroskobu altinda aktinomiset bakterilerindeki gibi filamentli

yapilar gozlendi.
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Sekil 4.8. izolatlarin Gram boyama sonuglarimin 15tk mikroskobu gériintiileri 1000X.

Cover slip yontemine gére SCA ortaminda 3-7 giin inkiibe edilen 6 izolatin spor
zincir morfolojilerine iliskin goriintiiler Sekil 4.9’da verildi. BSC-13 nolu izolatta
kanca geklinde, BSC-37 nolu izolatta ise yogun spor zincirleri ve kanca seklinde
yapilar belirgin bir sekilde gozlendi. BSC-45 nolu izolatda diiz spor zincirleri
goriildil. BSC-17 ve BSC-49 nolu izolatlarda yogun spor zincirlerine ve 1-2 dongiilii

spirallere rastland:.
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Sekil 4.9. {zolatlarin cover slip ySntemi ile spor zincir morfolojileri 1000X.

4.4.2. Fiziksel Tanimlama

BSC-13, BSC-17, BSC-37, BSC-38, BSC-45, BSC-49 nolu izolatlarin fiziksel
tamimlanmasi igin sicaklik, pH ve tuz toleranslan Boliim 3.2°de anlatilan yontemler

ile belirlendi.

6 izolatin sicaklik toleranslar Tablo 4.4’te gdsterildi. izolatlar 10°C’de biiylimedi,
20°C ile 45°C arasinda tamami bilyiidii. 50°C’de BSC-45 ve BSC-49 nolu izolatta

zayif bilylime gdzlendi. izolatlara ait sicaklik toleranslarinin petride goriiniimii Sekil
4.10°da verildi.
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Table 4.4. Bazi Izolatlarin sicaklik toleranslari.

' 1icakhik 10°C 20°C 259C 30°C 17°C 45°C 50°C
Izolat No

BSC-13 -
BSC-17 -
BSC-37 -
BSC-38 -
BSC-45 -
BSC-49 -
++ iyi biylime, + zay1f bllylime, - biiylime yok.

S G i s
£ G G G A
S G A G A
S G s A G
S S A G A ¥

izolatlarinin pH toleranslari Tablo 4.5°te, tuz toleranslari Tablo 4.6°da gbsterildi.
izolatlar pH 6, 7, 8 ve 9 araliklarinda yogun bilyiidii, pH 5’ te az biiyiime gdzlendi.
Tuz toleranslarinda %2.5, %5 ve %7.5 oranlaninda bilylime gozlendi. izolatlar %10
tuz konsantrasyonunda bilyiimedi. izolatlara ait pH toleranslarinin petride goriiniimii

Sekil 4.11°de, tuz toleranslarinin petride gortiniimii Sekil 4.12°de verildi.

Tablo 4.5. Bazi izolatlarin pH toleranslari.

w
izolat No P

BSC-13

BSC-17
BSC-37
BSC-38
BSC-45
BSC-49 +
++ iyi bilylime, + zayif bilylime, - bilylime yok.

h
o
Z
-
o
ey
~]
=
XL
-]
o
I
o

TR
£ e S e
£ G S S G
£ G S S G
S G S S G

Tablo 4.6. Bazi izolatlarin tuz toleranslan.

Tuz Yiizdesi Kontrol %2.5 945 %7.5 %10
jzolat No

BSC-13 ++ ++ +—+ -+ -
BSC-17 - ++ ++ —+ .
BSC-37 ++ ++ ++ +—+ .
BSC-38 ++ ++ ++ - 5
BSC-45 ++ ++ ++ ++ -
BSC-49 ++ ++ ++ s -

++ iyi blyiime, + zayif biylime, - biiyfime yok.
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Sekil 4.10. Izolatlanin sicaklik toleranslarnin petri gérintitleri. A) 20°C, B) 25°C, C) 30°C, D) 37°C,
E) 45°C, F) 50°C.

Sekil 4.11. izolatlanin pH toleranslarinin petri gérilntileri. A) pH 5, B) pH 6, C) pH 7, D) pH 8,
E) pHY.
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Sekil 4.12. {zolatlarin tuz toleranslarimin petri goriintilleri. A) Kontrol, B) %62.5, C) %5, D) %7.5,
E) %10.

4.4.3. Molekiiler Tanimlama

BSC-13, BSC-17, BSC-37, BSC-38, BSC-45 ve BSC-49 nolu izolatlarin DNA’lari
Béliim 3.2’deki yonteme gore izole edildi ve 16S rDNA PCR’lar1 yapildi.

Molekiller tanimlamada kullamilan BSC-13, BSC-17, BSC-37, BSC-38, BSC-45 ve
BSC-49 nolu izolatlara ait 168 rDNA dizilerinin NCBI programinda blast yapilmasi
sonucunda Tablo 4.7’te verilen bakterilere benzedigi bulundu. Segili izolatlarin

Streptomyces cinsine ait oldugu belirlendi.



Tablo 4.7. Yilksek aktivite gbsteren BSC izolatlanmin 165 rDNA analiz sonuglarina gére benzedigi

bakteriler.
Jzolat No  Erisim Numarasi Bakterinin Ad: Benzerlik
Yiizdesi
BSC-13 KX352792 Streptomyces griseorubens strain 1167 99
KF742497 Streptomyces coelicolor strain 140 99
FJ775012 Streptomyces psendogriseolus isolate SA-5 99
KF029644 Streptomyces albogriseolus strain ASC842 99
MF352004 Streptomyces viridodiastaticus strain sh15 99
BSC-17 JN627185 Streptomyces variabilis strain A4-3 99
KU500360 Streptomyces labedae strain NHF7 99
KJ571055 Streptomyces erythrogriseus strain 7-6 99
HQ#848083 Streptomyces coelicolor strain MLA-21 99
NR_112312 Streptomyces griseoincarnatus strain NBRC 99
12871
BSC-37 KU535562 Streptomyces griseorubens strain G19 o8
KF742497 Streptomyces coelicolor strain 140 98
KF029644 Streptomyces albogriseolus strain ASC842 98
AB184516 Streptomyces psendogriseolus subsp. 98
glucofermentans gene for 165 rRNA, partial
sequence, strain: NBRC 13833
BSC-38 KX352792 Streptomyces griseorubens strain J167 98
KF742497 Streptomyces coelicolor strain 140 98
AB134516 Streptomyces pseudogriseolus subsp. 98
glucofermentans gene for 165 rRNA, partial
sequence, strain: NBRC 13833
MF352004 Streptomyces viridodiastaticus strain shl5 98
KF029644 Streptomyces albogriseolus strain ASC842 98
BSC-45 EU593727 Streptomyces thermocarboxydus strain 173998 96
KJ789389 Streptomyces matensis strain SUZ96 96
EU684319 Streptomyces xylophagus strain kx6 96
X80827 Streptomyces pseudogriseolus 165 rRNA gene, 96
strain NRRL 3985
KY 120283 Streptomyces althioticus strain PSTS 96
AY999782 Streptomyces almquistii strain NRRL B-1685 96
BSC-49 X80827 Streptomyces psendogriseolus 165 rRNA gene, 97
strain NRRL 3985
KU335562 Streptomyces griseorubens strain G19 97
KF742497 Streptomyces coelicolor strain 140 97
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Deniz mikroorganizmalari, tibbi ve endiistriyel agidan 6nemli enzimlerin {iretiminde
giderek daha o©nemli bir kaynak haline gelmektedir (Bernan, 2004).
Mikroorganizmalar arasinda deniz aktinomisetlerinin ise si3 kiy1 sedimentlerinden en
derin sedimentlere kadar diinyanin her yerinden izolasyonlari yeni bilesiklerin

kaynagini olusturmaktadir (Piel, 2004).

Deniz aktinomisetlerinin fizyolojik, biyokimyasal ve 165 rDNA gibi molekiiler
Ozellikleri incelendiginde biyolojik olarak cesitli aktif enzimler {ireten karasal
aktinomisetlerden farkli oldugu goriilmektedir (Jenson ve Lauro, 2008). Ayn
zamanda karasal ortamlarda genig bir yasam alani bulmus olan Streptomyces
tiirlerine denizlerde de sikhkla rastlanmalar: ile birlikte karasal tiyelerinden daha
farkh dirler icerdigi yapilan g¢aligmalarda gosterilmigtir (Dharmaraj, 2010;
Goodfellow ve Fiedler, 2010). Farkh tiirler icermesiyle beraber deniz ortaminin,
aktinomiset grubu bakterilerin zengin ve farkl bir kaynagi oldugunu goéstermektedir
(Williams, 2009). Buna gore denizde yasayan bir alg tiiriinden elde edilen kompost
icinde hayatta kalabilen mikroorganizmalarin yiiksek sicakhklara dayanabilen
direngli tiirler olabilecegi ve bu tiirlerin zor kogullarda iiretecegi sekonder
metabolitlerin giiclii bilesikler olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica kompostlar

aktinomisetlerin yeni cins ve tiirleri i¢in kaynaktir.

Kompostlastirma ortamdaki bitki ve diger canlilarin materyali ayrigtirmasindaki
kontrollil bir siirecidir. Bu siirecte bakteriler, mantarlar, protozoalar, algler, larvalar
ve eklembacakllar gibi makro ve mikroorganizmalar organik maddenin
ayrigtirilmasina katilabilirler. Bununla birlikte, kompostlastirma islemleri genellikle
agichikll  olarak karmasik mikrobiyal topluluklar tarafindan gergeklestirilir

{Ryckeboer ve ark., 2003). Bu tiir yogun mikrobiyal aktivite, sicakhk ve pH’taki

36



degisiklikleri diizenler (Kumar, 2011). Kompostlama islemi sirasinda farkh
zamanlarda bulunan organizmalarin yiiksek gesitliligi, ¢alisma igin dnemli gevresel

mikroorganizma ve tiirlerin kaynagim saglar (Lima-Junior ve ark., 2016).

Deniz aktinomisetleri, potansiyel dogal {iriinler kaynag olarak karasal suslara kiyasla
daha az aragtinlmaktadir (Yang ve Song, 2018). Bu nedenle arastirmalarda farkli
deniz ortamlarindan toplanan érneklerden aktinomisetler izole edilmektedir. Yapilan
calismalarda farkl kaynak olarak alg kompostundan aktinomiset izolasyonu
yapilmamstir. Bu bilgiler dogrultusunda farkli bir ortam olarak secilen alg
kompostundan yeni enzim ve antibakteriyel bilesikler kesfetmek icin aktinomisetleri

tarama ¢aligmalari 6nemlidir.

Bu calismada, Giresun ili sahilindeki bir alg tiirii olan Cystoseira sp. kompostundan
73 tane aktinomiset bakterisi izole edildi. Groth ve arkadaslar: (1997) Almanya, Jena
yakinlarindaki dondurulmug kompost topragi drneginden yeni bir aktinomiset olan
Demetria terragena’1 izole etmiglerdir. Diger bir caligmada Ghanem ve arkadaglan
(2000) iskenderiye kiyisi boyunca aldiklar 6rneklerden aktinomiset izole etmiglerdir.
Yapilan baska bir ¢aligmada Oskay ve arkadaglam (2004) Manisa ilinden ve
cevresinden toplanan tarim toprak dmeklerinden toplam 50 farkl aktinomiset susu
izole etmislerdir. Jeffrey (2008) yaptifi ¢alismada Malezya tanim topraklarindan
aldig: 7 toprak drneginden 62 aktinomiset izole etmistir. Amore ve arkadaslan (2012)
yaptiklari ¢alismada komposttan seliilolitik mikroorganizma olan Streptomyces sp.
G12 susunu izole etmistir. Bir ¢alismada Parthasarathi ve arkadaslan (2012) Giiney
Kore'nin Giiney Bati Kiyisi'ndaki Bigeum Adasi'nin sahilinden aldigi drmeklerden 68
aktinomiset izole etmislerdir. Ozdemir ve Atalan (2012) yaptiklan gahismada 51

toprak numunesinden Streptomyces suglari izole etmisglerdir.

Aktinomiset izolatlan enzim aktivitelerine gore kantitatif olarak test edildi.
Aktinomiset izolatlarinin %68,5°i amilaz, %100’ seliillaz, %47,9’u kitinaz, %94,5°1
pektinaz, %98,6’s1 proteaz ve %96,3"ii lipaz/esteraz enzim aktivitesi gsterdi. Sztajer
ve arkadaslari (1988), yaptiklari c¢alismada lipolitik aktivite igin 160'in iizerinde

mikroorganizma suglarin: taramigtir. Bu suslar igerisinde en yiiksek lipaz aktivitesini
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Streptomyces sp., Bacillus sp. ve Pseudomonas fluorescens bakterilerinde
belirlemiglerdir. Enzim dretimi, kiiltlirlin yasindan bilyik olcilide etkilenmistir.
Tribiitirin ve zeytinyag:, lipaz iireten suglarin en iyi karbon kaynagi olmustur.
Yapilan diger bir ¢aliymada Selvam ve arkadaslan (2011), Hindistan sahil
boélgesindeki deniz sedimentlerinden 56 deniz aktinomiseti izole etmigtir. Deniz
aktinomisetlerinden 9 tanesini amilolitik, seliilolitik ve lipolitik aktivitelerine gore
test etmislerdir. Amilolitik ve seliilolitik aktiviteleri 1, 3, 51 ve 12, 29, 49 suslarinda
koloniler etrafindaki hidroliz bélgelerinin agik zon olusturmalanyla bildirmislerdir.
Lipolitik aktiviteyi 3, 10, 28 suslarinda gozlemlemislerdir. Bu ¢alismada da
aktinomisetler ile yapilan benzer ¢aligmalardaki gibi izolatlarin yiiksek enzim

aktivitesi gosterdigi goriilmektedir.

Bu calismada 73 izolat antibakteriyel aktivite taramasinda karsit ¢izgi yontemi ile
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumonia, Yersinia
pseudotuberculosis, Pseudomonas aeruginosa olmak {izere 9 patojen test
bakterilerine karsi test edildi. izolatlarin %98,6°s1 Staphylococcus aureus ve %84,9'u
Enterococcus faecalis Gram pozitif test bakterilerine kars1 ¢ok yliksek etki gosterdi.
Yersinia pseudotuberculosis Gram negatif test bakterisine kars: higbir izolat aktivite
gostermedi. Aktinomiset izolatlarindan 17 izolat Gram negatif bakterilerden
Klebsiella pneumonia’ya karst antibakteriyel aktivite gosterdi. Gram negatif
bakterilerden Salmonella typhimurium’a karsit 1 izolatta antibakteriyel aktivite
gozlendi. Buna gire aktinomiset bakterilerinin Gram pozitif test bakterilerine kargi
daha iyi antibakteriyel aktivitesi oldugu goriildii. Yapilan bir galhigmada Oskay (2006)
topraktan izole ettigi 251 Streptomyces izolatinin antimikrobiyal etkisini 10 patojen
organizmaya karsi test etmisgtir. Test bakterilerine kars: en fazla antibakteriyel etki 35
(%13,94) izolat ile Gram pozitif bakterilerden S. aureus’a karsi belirlemistir. Gram
negatif bakterilere karsi antibakteriyel etkisi bulunan en yiiksek izolat sayisi 12
(%4,78) ile E. coli’ye karsi, en diisiik olarak ise 4 (%1,59) izolat tarafindan P.
Jluorescens’e kars: belirlemistir. Yapilan bu calismalara bakildiginda Gram negatif
test bakterilerine karsi antibakteriyel aktiviteye sahip izolatlarin sayica ¢ok olmadig

gorlilmektedir. Cil ve arkadaslan (2016) yaptiklan g¢alismada Actinomadura,
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Kribella, Micromonospora, Nocardia, Nocardioides, Nonomurae ve Streptomyces
olan toprak aktinomisetlerine ait izolatlarin antimikrobiyal aktivitesini 10 patojen
organizmaya karsi arastirmiglardir. Antimikrobiyal aktivitesi taranan aktinomiset
izolatlar icerisinde en yiiksek inhibisyon zonu Streptomyces izolatinda olmustur.
Sonug olarak izolatlardan Streptomyces cinsine ait suslarda énemli antimikrobiyal

aktivite gdzlenmistir.

Calismada BSC-37 nolu izolat diger izolatlara gére 6 patojen bakteriye karg yiiksek
antibakteriyel aktivite gtsterdi. BSC-37 nolu izolat, nokta ekim yontemiyle 7 giinkik
inkiibasyonu sonucu Gram pozitif Staphylococcus aureus test bakterisine kargi
yiiksek inhibisyon zonu olusturdu. Ayrica BSC-37 nolu izolatin fermantasyon
sivisinda Staphylococcus aureus test bakterisine karsi antibakteriyel etkisi tespit
edildi. Undabarrena ve arkadaslan (2017) ¢alismasinda denizden izole edilen
Streptomyces sp. H-KF8 tiiriine Staphylococcus aureus test bakterisine karsi
antibakteriyel aktiviteyi test etmek i¢in ¢ift katmanl yéntem kullanmiglardir. Bu
yontem ile izolatin 6., 9. ve 15, giinlerdeki inkilbasyonu sonucu S. auwreus'a karsi
inhibisyon zonunu degerlendirmislerdir. 5. giinde, ISP2 ortaminda, Strepromyces sp.
H-KF8'in nispeten az bir koloni bilyiimesi gbzlenmesine ragmen, 6. giinde S.aureus'a
karg1 hafif bir inhibisyonu bildirmiglerdir. 15. giindeki inibisyon zonunun 9. giindeki
inibisyon zonundan daha bilyilk olmasi bilyiime ile antibakteriyel aktivite arasinda da
siki bir iligki oldugunu ditsiindiirmiigtii. Bu ¢alismada da genel olarak inhibisyon

zonlan inkilbasyon siiresi ile dogru orantili olarak arttig gozlendi.

Enzim ve antibakteriyel aktivite ¢alismalan sonrasinda yilksek aktivite gosteren
BSC-13, BSC-17, BSC-37, BSC-38, BSC-45 ve BSC-49 nolu izolatlar morfolojik,
fizyolojik ve molekiller tanimlama igin segildi. Morfolojik tanimlamada izolatlarin
koloni yaptlar, Gram boyamasi ve spor zincir morfolojilerine bakildi. Gram
boyamasi yapilan 6 izolat Gram pozitif olarak degerlendirildi. Isik mikroskobunda
incelenen izolatlarda aktinomisetlerde bulunan filamentli yapilar goriildii. Spor zincir
morfolojilerini arastirmak {izere cover slip yontemi kullamildi. Bu yénteme gore SCA
besiyerinde 7 giln inkilbe edilen izolatlarin 151k mikroskobunda yapilan incelemede

spor zincir yapilari diiz, kanca seklinde, yogun spiralli, 1-2 déngiili spiraller seklinde
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tanimlandi. Yapilan bir ¢alismada, Oskay (2006) Kuzey Kibris topraklarindan izole
ettigi 251 Streptomyces susundan segilen 4 izolatin spor zincir morfolojilerini
incelemistir. Bu 4 izolatin Streptomyces benzeri spor zincir yapilarim mikroskopta
havasal misel {izerinde wzun spor zincirlerini, spiral ve rektifleksibils seklinde
gozlemlemistir. Aynica kolonilerin kiiltiir ortamlarinda baglangigta derimsi-yumugak
iken sonradan sert-siki, koloni gériiniiglerinin pamuksu olusu ile izolatlarin
Streptomyces cinsi liyeleri oldugunu diislinmiistiir. Yapilan diger bir ¢alismada
Ceylan (2007), Streptomyces cinsine 6zgii morfolojik 6zellikler gosteren izolatlarin
test bakteriler {izerinde gostermis olduklar yilksek antibakteriyel aktiviteye gore 3
izolati segmistir. izolatlarin segimini test bakterilerine karsi yliksek inhibisyon zon
degerlerine ve etki spektrumlarina gbre yapmistir. Segilen 3 izolatin tiir dilzeyinde
identifikasyonlar sonucu izolatlardan OC. 25-4 ve OC. 124-2’nin spor zincir
morfolojisinin retinaculiaperti, OC. 35-1’in spor zincir morfolojisinin ise spiral
seklinde oldugunu belirlemistir. Bu g¢alismadaki sonuglar Oskay (2006) ve Ceylan
(2007) ile benzer sonuglar gistermektedir. Bu galismada SCA ortamindaki koloni
yapilar: incelenen aktinomisetlerin Ventorino ve arkadaslarinin (2016) yaptiklan
calismadaki Streptomyces tiirlerinin SCA ortamindaki koloni morfolojileri ile benzer
sonuglar gosterdifi goriilmektedir. Ayrica Chanthasena ve Nantapong (2016)
yaptiklart ¢aligmada toprak orneklerinden izole ettikleri aktinomisetlerin SCA
ortamindaki koloni yapilari ile yapilan bu ¢alismadaki koloni yapilar: benzemektedir.
Fizyolojik tanimlama igin 6 izolatin farkh sicakhik, pH ve tuz oranlarinda
bilylimesinin olup olmadigina bakildi. Sicaklik degerlerine bakildiginda 10°C’de
hi¢bir izolatta bilyiime gozlenmedi. BSC-45 ve BSC-49 nolu izolatlar 50°C’de
biiyiime gosterdi. Stackebrandt ve Schuman (2006) yaptiklarnn g¢alismaya gore
termofilik aktinomisetler yitksek sicakligin olustugu bitki atklan, gibreler ve
kompostlarda yer almaktadirlar. Ayrica kompost mikroflorasinin en énemli bilegenini
olustururlar. Yapilan bir ¢alismada ise 45°C’de biiyiiyen aktinomisetler termotolerant,
55°C’de bilyityebilen aktinomisetler termofilik olarak belirtilmistir (Korn-Wenish ve
Kutzner, 1992). Waksman ve arkadaslarina (1939) gore ise kompost ve topraktaki
termofilik aktinomisetlerin 50°C-65 °C arasinda hatta 75 °C’de bile normal bir
gelisme gosterdigini bildirmislerdir. Bu benzer ¢alismalar dogrultusunda BSC-45 ve

BSC-49 nolu izolatlarin 50°C’de zayif bilyiime gostermesinden dolayr termofilik
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yerine termotolerant oldugu sdylenebilir. izolatlar pH toleranslarina bakildiginda, pH
6-9 araliklarinda yogun bilylime gosterdi. pH 5 degerine bakildiginda izolatlarda az
biiyiime gozlendi. Tuz toleransina bakildiginda izolatlar %2.5, %5 ve %7.5
oranlarinda bilyiidil, fakat %10 tuz oraninda biiylimedi. Benzer bir ¢alismada, Oner
(2011) 19 aktinomiset izolatinin 4°C, 10°C, 20°C, 28°C, 37°C, 45°C, 50°C, 55°C ve
60°C sicaklik degerlerindeki biyiime varligimi incelemistir. 4,55,60°C’de higbir
izolat bilyiimemistic ve 10-37°C’de tiim izolatlar bilylimilstiir. 45°C ve 50°C’de
sadece 7 izolatta bilyime gozlenmistir. Ayrica 19 aktinomiset izolati igin
besiyerlerine %2.5, %S5, %7.5, %10, %12.5, %15, %I17.5 oranlarinda NaCl ilave
etmis ve (reyebildikleri tuz konsantrasyon araliklarini belirlemistir. Tiim izolatlar
%7.5’luk ortamda {iremeyi basarmigken, bir kismi %10’luk ortamda iireyebilmis, bir
izolat da (07-SM-040) %12.5’luk ortamda az da olsa lireme géstermistir. Yine aym
caligmada 19 izolatin pH 2-12 aras: toleranslarimi belirlenmistir. Tiim izolatlar pH 5-
12 arasinda biiyiimiistiir ve pH 2-3 arasinda biiyiimemistir. pH 4’te sadece iki izolatta

bilylime gézlenmemistir.

Molekiiler tanimlamada kullanilan izolatlara ait 16§ rDNA PCR iirtinleri NCBI
programinda blast yapilmasi sonucu BSC-13, BSC-17 %99; BSC-37, BSC-38 %98;
BSC-45 %96 ve BSC-49 %97 benzerlik oraninda Streptomyces cinsine ait oldugu
bulundu. Benzer bir ¢alismada, Ceylan (2007) Mugla ve civarindaki degisik bitki
Ortillerinin bulundugu yerlerden aldig: toprak &rneklerinden 154 Streptomyces susu
izole etmistir. 154 izolata antibakteriyel aktivite testi uygulamigtir. Antibakteriyel
aktivite ve etki spektrumlarini dikkate alarak sectigi 3 izolatin morfolojik, fizyolojik
ve biyokimyasal kriterler kullamilarak tamimlanmasimi yapmistir. 168 rDNA dizi
analizine g&re izolatlarin tanimlama sonuglari OC. 25-4 kodlu izolatin Streptomyces
bambergiensis, OC. 35-1 kodlu izolatin Streptomyces griseorubens ve OC. 124-2
kodlu izolatin Streptomyces griseoflavus olarak bulunmustur. Dolayisiyla
aktinomisetler igerisinde Streptomyces’ler ¢ok sayida farkli metabolit {iretmeleri
nedeni ile dnemli bir gruptur. Bu bakterilerin birbirlerine baz:1 &zellikleri ile benzer
olmalarindan dolay: tiir seviyesinde tanimlanmalan oldukg¢a giictiir. Bu nedenle tiir
seviyesinde tamimlama yapabilmek i¢in ileri fenotipik, kemotaksonomik ve

molekiiler analizlerinin yapilmas: gerekmektedir.
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Sonug olarak, Giresun sahilindeki bir alg tiirll olan Cystoseira sp. kompostundan
SCA ortaminda saflastirilarak 73 aktinomiset izolat elde edildi. Bu izolatlarin enzim
aktiviteleri incelendiginde %68,5’i amilaz, %100’{ selillaz, %47,9u kitinaz, %94,5’i
pektinaz, %98,6’s1 proteaz ve %96,3’ll lipaz/esteraz enzim aktivitesi gosterdigi
bulundu. Izolatiarin  antibakteriyel  &zellikleri incelendiginde  %98.6’si
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve %84,9°u Enterococcus faecalis ATCC 29212
Gram pozitif test bakterilerine karsi ¢ok yiiksek aktivite gosterdifi tespit edildi.
Yiiksek aktivite gosteren izolatlar igerisinde BSC-37 nolu izolat, nokta ekim ydntemi
ve fermantasyon sivisi ile yapilan ¢alismalarda Staphviococcus aureus ATCC 25923
test bakterisine kars1 yilksek antibakteriyel aktivitesi belirlendi. Yilksek enzim ve
antibakteriyel akivite gésteren BSC-13, BSC-17, BSC-37, BSC-38, BSC-45 ve BSC-
49 nolu aktinomiset izolatlar1 168 rDNA dizi analizlerine gére Streptomyces cinsine

ait oldugu belirlendi.
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