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Degerlendirilmesi, Dogal Antimikrobiyal Bilesiklerin Karakterizasyonu ve
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Bu tez ¢alismasinda magaralardan izole edilen mikroorganizmalarin antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Patojenlere karsi test edilen 170 Gram
pozitif bakteri izolatindan 41 izolat en az 1 test organizmasina karsi aktivite géstermistir.
12 izolatin 2 test organizmasina, 9 izolatin ise 3 test organizmasina karsi etkili oldugu
goriilmistiir. Ekstraselliiler enzim testi sonuc¢larina gére antimikrobiyal etkili izolatlarin
%358’ inin proteaz, %73 linlin katalaz, %39 unun amilaz, %7’ sinin jelatinaz enzimi
aktivitesi sergiledikleri goriilmiistiir. Izolatlarm %24’iiniin ise EPS iirettikleri
saptanmistir. Birden fazla test mikroorganizmasina karsi etkili izolatlar arasindan hem
bakteriyel hem fungal izolatlara kars1 aktivite gosteren 3 izolat filogenetik tanilama,
kiltir  biliyiime  parametrelerinin ~ optimizasyonu, antimikrobiyal bilesenlerin
karakterizasyonu ve saflastirilmasi ¢alismalari i¢in seg¢ilmistir. Dizi analizi ile yapilan tiir
tanilamas1 sonucunda izolatlar Arthrobacter sp. BP-2F-M, Rhodoccoccus erytropolis BP-
2G-M ve Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M olarak tanimlanmistir.
Antimikrobiyal etkili maddenin karakterizasyonu HPLC analizi ve LC-Q-TOF MS
analizi ile yapilmistir. HPLC analizi ile izolatlardan elde edilen ekstraktlarin cesitli
fenolik asitler, organik asitler ve vitaminler agisindan karakterizasyonu yapilmistir. LC-
Q-TOF MS analizi sonuglarina gore suslarin streptomisin, kanamisin, oleandomisin,
tetrasiklin kinolon tiirevleri, eritromisin, azitromisin, Arthrobacilin A, Rodostreptomisin
A antibiyotikleri trettikleri saptanmistir. Antibiyotiklerin yani sira ¢esitli sidereforlar,
alkoloidler, peptidler gibi biyoteknolojik agidan 6nemli bilesikler saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: aktinomiset, antimikrobiyal aktivite, dogal bilesikler, HPLC, LC-
Q-TOF MS
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In this thesis study, it was aimed to evaluate the antimicrobial activities of
microorganisms isolated from caves. Of 170 Gram positive bacterial isolates tested
against pathogens, 41 isolates showed activity against at least 1 test organism. It was
observed that 12 isolates were effective against 2 test organisms, and 9 isolates were
effective against 3 test organisms. Based on the results of extracellular enzyme tests,
approximately 58% of isolates with antimicrobial activity exhibited protease activity,
73% showed catalase activity, 39% displayed amylase activity, and 7% had gelatinase
enzyme activity. Additionally, 24% of the isolates were found to produce EPS. Three
isolates showing activity against both bacterial and fungal isolates were selected for
phylogenetic identification, optimization of culture growth parameters, characterization
and purification of antimicrobial components. Through sequence analysis, the isolates
were identified as Arthrobacter sp. BP-2F-M, Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M, and
Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M. Characterization of the antimicrobial
effective substance was performed using HPLC analysis and LC-Q-TOF MS analysis.
HPLC analysis characterized the extracts obtained from the isolates in terms of various
phenolic acids, organic acids and vitamines. According to the results of LC-Q-TOF MS
analysis, it was determined that the strains produced the antibiotics streptomycin,
kanamycin, oleandomycin, tetracycline quinolone derivatives, erythromycin,
azithromycin, Arthrobacilin A, Rhodostreptomycin A. In addition to antibiotics,
biotechnologically important compounds such as various siderophores, alkaloids,
peptides were detected.

Keywords: actinomycetes, antimicrobial activity, natural compunds, HPLC, LC-Q-TOF
MS
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1. GIRIS

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalar1 61diiren ya da gelisimini engelleyen,
biyolojik kdkenli sekonder metabolitlerdir. Antibiyotiklerin, diinyadaki yaygin kullanimi
antibiyotiklere diren¢li mikroorganizma enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Patojenik bakterilerin antibiyotik direnci son birka¢ on yilda insan sagligina
yonelik en biiyiik sorunlardan biri haline gelmistir (Smith vd., 2015). Bulasic1 hastaliklar
ve artan patojenite, insanlara, hayvanlara ve ¢cevreye karsi ciddi bir tehdit olusturmaktadir.
DSO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan yaymlanan antibiyotige direngli “Oncelikli
patojenler” listesi insan yasami i¢in en biiyiik tehdit olarak kabul edilen 12 bakteriyi
icermektedir (Cizelge 1.1). Antibiyotik gelistirme {izerine yapilan aragtirmalar, kisa siireli
tedavi amagh kullanimlar1 nedeniyle artik farmasoétik endiistriler i¢in ekonomik bir fayda
saglamamakta ve kronik rahatsizliklar tedavi etmek i¢in yeterli olmamaktadir. Bu sorunu
¢ozmek icin yeni antibiyotiklerin kimyasal sentezi, mevcut diren¢ mekanizmalarindan
etkilenmeyen veya etkisiz hale getirebilen yeni ajanlarin kesfi ve gelistirilmesi, yeni dogal

antimikrobiyallerin arastirilmasi gibi farkli yaklasimlar kullanilmaktadir.

Cizelge 1.1. DSO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan yayinlanan antibiyotige direngli
"Oncelikli patojenler" listesi (Timothy, 2024)

ONCELIK PATOJEN BAKTERILER ANTIBIYOTIKLER
KRITIK Acinetobacter baumannii Karbapenem
Enterobacter spp.
YUKSEK Enterococcus faecium Vankomisin
Staphylococcus aureus Vankomisin ve Metisilin
Pseudomonas aeruginosa Karbapenem
Campylobacter spp Fluorokimolon
Salmonella spp. Fluorokinolon
Neisseria gonorrohoeae Sefalosporinve Fluorokinolon
ORTA Grup A Streptokok Makrolid
Streptococcus pneumonia Makrolid
Haemophilus influenza Ampisilin
Grup B Streptokok Penisilin

Insanlar tarafindan kesfedilmemis veya nadiren ziyaret edilen bozulmamis
bolgelerden elde edilen mikroorganizmalarin yeni taksonlar veya faydali kimyasal
bilesikler iireten suslar olacagina inanilmaktadir. Yiiksek nem, nispeten diigiik ve sabit
sicaklik ve diisiik besinleri igeren kosullari nedeniyle ekstrem ¢evreler olarak kabul edilen
magaralarin yiiksek tiir cesitliligine sahip olan biyoteknolojik faydalari olan yeni

mikroorganizmalar1 barindirmasi1 beklenmektedir. Magaralar yeni antimikrobiyal



tiriinlerin kesfi i¢in giiglii potansiyele sahip ortamlardan birini temsil etmektedir (Silva
vd., 2021). Magaralardaki yetersiz besin seviyeleri, mikroorganizmalar arasinda yiiksek
miktarda ekzopolimerik madde, enzim ve antimikrobiyal metabolitlerin iiretimi gibi
hayatta kalma stratejileri gelistirmeye zorlayarak rekabeti tesvik etmektedir. Bu nedenle
magaralar, yeni antibiyotiklerin kesfi ve yeni enzimlerin {iretimi i¢in énemli ortamlar
olarak disiiniilmektedir (Elmanama vd., 2013). Ozellikle aktinomisetlerin dnemli bir
antibiyotik kaynagi oldugu kanitlanmistir (Jose vd., 2021). Biyolojik olarak aktif 22.500
bilesikten %45'i aktinomisetler arafindan tiretilmektedir ve Strepromyces tiirleri toplam
antibiyotik {iretiminin %70'ini olusturmaktadir (Lam, 2006).

Calismamizda magaralardan izole edilen Gram pozitif bakteri izolatlarinin
antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesi ve genis spektrumda antimikrobiyal etki
gisteren izolatlarin ¢esitli metabolitler yoniinden karakterizasyonunun yapilmasi
amagclanmistir. 300 bakteri izolat1 i¢in Gram boyama yapilmis ve Gram pozitif bakteri
izolatlar1 belirlenmistir. 170 Gram pozitif bakteri izolatindan elde edilen supernatant
stvilarindaki antimikrobiyal aktivite disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Etkili 41
izolat ekstraselliiler enzim ve EPS iiretimi yoniinden degerlendirilmistir. Antibakteriyel
ve antifungal aktivite gdsteren 3 izolat i¢in tiir tanilamas1 yapilmistir. Antibakteriyel ve
antifungal aktivitenin birlikte goriildiigi bu 3 izolat Arthrobacter spp., Rhodoccoccus
erytropolis ve Streptomyces rubiginosohelvolus olarak tanilanmistir. 3 izolatin farkh
besiyeri, sicaklik ve pH iceren ortamlarda iiretilmesi ve elde edilen supernatantlarin
antimikrobiyal aktivitesinin disk diflizyon yontemi ile belirlenmesi ile optimum iiretim
kosullar1 belirlenmistir. Bu 3 izolat i¢in etil asetat ekstraksiyonu yapilmis, ekstraktlara
proteinaz K ilave edilip antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilerek etkili maddenin
protein yapisinda oldugu saptanmistir. Protein konsantrasyonu ise Bradford yontemi ile
belirlenmistir. Antimikrobiyal etkili ekstraktlarin karakterizasyonu HPLC ve Q-TOF-MS
analizi ile belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore antimikrobiyal etkili ekstraktlarda
cesitli fenolik bilesikler, organik asitler, vitaminler, antibiyotikler, sidereforlar ve

polipeptidler saptanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Antibiyotiklerin Tanimi ve Kisa Tarihgesi

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlara karsi yirminci ylizyildan beri yaygin
olarak kullanilan en etkili ilaglardir. 1928'de Alexander Fleming, ilk dogal antibiyotik
olan penisilini kesfetmistir. Penicillium kiiflerinin stafilokoklara karsi antibakteriyel
aktiviteye sahip dagilabilir bir ekstrakt iirettigi gézlemlemistir (Silverman ve Holladay
2014). Waksman, antibiyotikleri “mikroorganizmalar tarafindan iiretilen, bakterilerin ve
diger mikroorganizmalarin biiyiimesini engelleyebilen ve hatta yok edebilen kimyasal bir
madde” olarak tanimlamistir (Bud, 2007). Antibiyotikler dogal veya sentetik
olabilmektedir. Antibiyotikler, bakteri hiicre duvari, sitoplazmik membran, DNA/RNA
ve proteinlerin sentezi gibi temel hiicresel siiregleri hedefleyerek mikroorganizmanin
tiremesini engellemekte ve biliylimeyi geciktirerek hiicre 6limiine neden olmaktadir
(Mohr, 2016).

[lk antibiyotik olan mikofenolik asit, 1893 yilinda italyan mikrobiyolog
Bartolomeo Gosio tarafindan kesfedilmistir (Mohr, 2016). 1909'da Paul Ehrlich ve diger
arastirmacilar, frengiye neden olan patojen Treponema pallidum'a karsi etkili olan ilk
sentetik arsenik tlirevi antibiyotik olan salvarsani (arsfenamin) kesfetmistir (Hutchings
vd., 2019). Bu ilaglarin her ikisi de arsenik varligi nedeniyle yiiksek risk faktorlerine sahip
oldugundan, 1930'da bir Alman bakteriyolog Gerhard Domagk tarafindan kesfedilen
genis spektrumlu bir antibakteriyel siilfonamid (sulfamidokrisoidin) ilaci olan Prontosil
esas olarak tedavide kullanilmustir. 1928'de Iskog bakteriyolog Alexander Fleming,
tesadiifen Penicillium notatum’un S. aureus kolonilerinin gelisimini engelledigini
kesfetmistir. Mantarin bakterileri inhibe eden bir bilesik salgilamis olmasi gerektigini 6ne
stirerek 1929'da aktif molekiilii izole etmeyi basarmistir ve ilk gercek antibiyotik olan
penisilin kesfedilmistir. 1939'da Fransiz mikrobiyolog René Dubos, Gram pozitif
bakterileri etkili bir Sekilde inhibe eden toprak bakterisi Basillus brevis'ten tirotrisini
(gramicidin D ve tirosidin karigimi) izole ettiginde antibiyotik kesfinde yeni bir donem
baglamistir. Bununla birlikte, gramisidin insanlarda yiiksek toksisite gdstermistir ve
giinlimiizde sadece topikal uygulamalarda kullanilmaktadir (Mohr, 2016). 1940'larda
Selman Waksman, aktinomisin (Streptomyces spp.'den tiiretilmistir), neomisin
(Streptomyces fradiae'den tiiretilmistir), streptomisin (Streptomyces griseus'tan

tiiretilmistir), klavasin (Aspergillus clavatus'tan tiiretilmistir) ve fumigasin (Aspergillus



fumigatus’ tan tiiretilmistir) dahil olmak iizere bir¢ok biiylik antibiyotik ve antifungal
kesfetmistir (Ribeiro da Cunha vd., 2019).

Waksman'in ¢alismasi1 1940'lar ve 1970'ler arasinda antibiyotik kesfinin ‘Altin
Cagr’ m1 baglatmistir (Durand vd., 2019) (Sekil 2.1). Aktinomisin, streptomisin ve
neomisin gibi antibiyotiklerin ¢cogunun giiniimiizde de klinik kullanim1 mevcuttur (Sykes
ve Papich, 2014). Bu altin donemde yiizlerce bakteri tiiriinden ve mantardan 20'den fazla
antibiyotik sinifi kesfedilmistir (Durand vd., 2019).

2000’11 yillarin basindan itibaren antibiyotik direnci, ciddi endise yaratan kiiresel
bir saglik sorunu haline gelmistir. Kiiresel olarak antimikrobiyal diren¢ nedeniyle yilda
yaklasik olarak 7.000 6liim meydana gelmektedir ve 6liim sayisinin 2050 yilina kadar 10
milyona ylikselecegi tahmin edilmektedir. Gegtigimiz on yilda, Amerika Bulasici
Hastaliklar Dernegi, Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri, Diinya Saglhk Orgiitii
(DSO) ve Diinya Ekonomik Forumu dahil olmak iizere gesitli kuruluslar, antibiyotik

direncini raporlarin ve konferanslarin odak noktasi haline getirmistir (Durand vd., 2019).

Altin Cag

Dogzal irinler
Yiksek bagan

Tibbi Kimya Cag1
1975 Sentatik dizenlems

Yiksek spektrum

Yiksak bazart

F 2000 Direnc Cag1

Modern kegif

Yiksek spektrum

Hedafz dayalt

Disziik bagart
Dar Spektrum Cag1
in vivo temel hadafler
Kombinatoryal vaklagimlar
Tzshis galistirma
V Ongorilen basan

Sekil 2.1. Antibiyotik sonrasi donem zaman ¢izelgesi (Brown ve Wright, 2016)



2.2. Antibiyotiklerin Simiflandirilmasi

Antibiyotiklerin en yaygin siniflandirmas1 molekiiler yapilarina, etki bigimlerine,
uygulama Sekillerine (enjekte edilebilir, oral ve topikal) ve aktivite spektrumlarina
dayanmaktadir (Etebu ve Arikekpa, 2016). Ayn1 kimyasal yapiya sahip antibiyotikler
benzer etkinlik, toksisite ve alerjik aktivite gosterirler. En yaygin antibiyotik smiflari,
kimyasal veya molekiiler yapilara dayali olarak beta-laktamlar, makrolidler,
tetrasiklinler, kinolonlar, aminoglikozidlerdir (Adzitey 2015; Etebu ve Arikekpa 2016;
Frank ve Tacconelli 2012; van Hoek vd., 2011).

2.3. Antibiyotiklerin Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirilmasi

2.3.1. Beta-laktamlar

Beta-laktam gruplar sik regete edilen antibiyotik gruplaridir. Beta-laktam sinifinin
en bilinen iyeleri penisilinler, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbapenemlerdir.
Beta-laktam grubuna ait tiim liyeler, beta-laktam halkasi icerir (Etebu ve Arikekpa, 2016).

Yiiksek reaktif beta-laktam halkasi, halkada 3-karbon ve 1-nitrojen igerir ve bu
halka bakteri hiicre duvarinin protein sentezini bozarak hiicre 6liimiine yol acar veya
biiylimesini engeller. Ayrica bu halka, penisilin baglayici bir proteini (PBP) bloke ederek
bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan sentezine de miidahale ederek hiicre lizizi
ve Oliimiiyle sonuglanir. Penisilin, yan zincirlere bagl bir tiazolidin halkas1 veya beta-
laktam halkasindan olusur (Sekil 2.2). Penisilin ilk olarak Penicillium notatum’dan izole
edilmistir. Penisilin G, penisilin V, oksasilin (dikloksasilin), metisilin, nafsilin, ampisilin,
amoksisilin, karbenisilin, piperasilin, mezlosilin ve ticarcillin, penisilin smifina ait
tiyelerdir (Etebu ve Arikekpa, 2016; Petri, 2011).

Sefalosporin, penisilin ile benzer yap1 ve etki sekline sahip beta-laktam grubu
antibiyotiklerin bir iyesidir (Sekil 2.2). 1945 yilinda Guiseppe Brotzu tarafindan
Cephalosporium acremonium’dan izole edilmistir (Petri, 2011). 7-aminosefalosporanik
asit ¢ekirdegi ve 3,6-dihidro-2 H-1,3-tiazan halkalar1 iceren yan zincir igerir (Sekil 2.2).
Sefalosporinler en yaygin olarak kimyasal yapilari, klinik farmakolojileri, beta-
laktamazlara direngleri, antimikrobiyal spektrumlar1 ve nesillerine gore siniflandirilir.
Sefalosporinlerin kusaklara gore siniflandirilmasi da 6nemlidir ve antimikrobiyal aktivite

spektrumlarina gore yapilmistir (Mandlle vd., 2005). Sefalosporin grubu antibiyotikler,



hedef organizmalarina gore 1. ila 5. nesillere ayrilir. 5. nesil sefalosporinler Gram negatif
bakterilere karsi daha etkilidir. Sefalosporinler en yaygin olarak penisilinaz {ireten,
metisiline duyarl Staphylococci ve Streptococci, Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Klebsiella Pneumoniae, Haemophilus influenzae, Enterobacteria ve Aerikaria'dan
kaynaklanan bakteriyel enfeksiyon ve hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Karbapenemler, Amerika Birlesik Devletleri'nde klinikte yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklerdir. Karbapenemler hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere kars1
genis spektrumlu aktivite goOstermektedir. En yaygin ¢esitleri olarak imipenem,
meropenem, ertapenem ve doripenem olarak adlandirilan dort karbapenem tiirtidiir.
Karbapenemler, bakteri dis ¢ceperinden bakterilere kolayca niifuz edebilir, ¢oklu penisilin
baglayici proteinler (PBP'ler) icin yiiksek bir afinite gosterir. Genellikle "son care
antibiyotik" olarak adlandirilirlar ve hastalarin direngli bakteri barindirdigindan

siiphelenildiginde veya agir hasta olduklarinda regete edilir (Mandlle vd., 2005).
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Sekil 2.2. Beta laktam grubu antibiyotiklerin kimyasal yapis1 (Pancu vd., 2021)

2.3.2. Makrolidler

Eritromisin A, 1952'de J. M. McGuire tarafindan toprakta yasayan fungus
Saccharopolyspora erythraea'dan kesfedilen ve izole edilen ilk makrolid olarak

bilinmektedir (Etebu ve Arikekpa, 2016; Zhanel vd., 2001). Genis spektrumlu bir



antibiyotiktir ve dncelikle solunum, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinda kullanilir.
Makrolidlerin {iyeleri eritromisin, azitromisin ve klaritromisindir (Sekil 2.3) (Aminov,
2017; Zhanel vd., 2001).

Makrolidler bakteriyel protein sentezini inhibe ederek etki gdsterir. Makrolidlerin
etki mekanizmasi, bakteriyel protein sentezinin kesilmesine neden olan bakteriyel 50S
ribozomal alt birime baglanma yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Baglandiktan sonra
ilag, peptidiltransferaz enziminin tRNA'ya bagli sonraki amino asidi eklemesini
Oonleyerek mRNA'nin, 6zellikle biiyliyen peptit zincirinin translasyonunu onlemektedir.
Makrolidler, sadece protein sentezini inhibe ettikleri i¢in bakteriyostatik ajanlardir, ancak

yiiksek dozlarda bakterisidal olabilirler (Patel ve Hashmi, 2022)

o o
G M _cey o -
HO__ A T s 2 e on & ~n 'l ’ :
T v T/(C"‘ JNEE=D | 1 |
L, C - O~ . X
M.C ‘?‘ J/ O LO\/cn, | 1 I = St !
o~ ! o o
OF = N o OCH, ‘ 1
(l,u, ‘,,, "i\cn ‘l‘ p
\/f‘\\;,»én » 1 1 .'T("
L= O
Makrolidler Eritromisin A
L Sy o
Ho ¥ 1 M,C i _cr
IC ) CHy /C.‘ s WEPY O, B PCH +
-‘»)\-T i o Jo=rs N NOH CH, 'CN cH
H.C \ —a MO~ d HC B MOk
O < [ O L CH, H,C < Yhailile - )7dl;ll.
o (! = o OCH, o= 1 o ocH
Hy - -cH SH, o Acm,
—— O —— O
Le=2 N ChH,
Azitromisin Klaritromisin

Sekil 2.3. Makrolid grubu antibiyotiklerin kimyasal yapis1 (Wang vd., 2017)

2.3.3. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, protein biyosentezini inhibe ederek bakteriyel biiyliimeyi Onleyen
onemli bir genis spektrumlu antibiyotik smifidir. Bu sif bakteriyostatik aktiviteye
sahiptir. Gram pozitif ve Gram negatif bakteriyel enfeksiyonlardan protozoa ve hiicre i¢i
parazit organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara kadar genis bir kullanim yelpazesine
sahip bilesikleri igerir. Saresiklin, tetrasiklin sinifi ailedeki tek dar spektrumlu
antibiyotiktir. Tetrasiklinlerin temel yapisi, bir hidronaftasen cekirdeginde dogrusal
olarak yogunlasmis dort benzen halkasindan meydana gelir (Rusu ve Buta, 2021).

Tetrasiklinlerin kimyasal yapis1 Sekil 2.4'te gosterilmektedir.



Tetrasiklinler, Oncelikle bakteriyel ribozoma baglanarak ve protein sentezini
durdurarak etki gosterir. Bakteriyel ribozomlar hem 30S hem de 50S alt birimlerinde ¢ok
sayida diisiik afiniteli bolge ve 30S alt biriminde yer alan yiiksek afiniteli bir baglanma
bolgesine sahiptir. Tetrasiklinler ribozoma baglandiktan sonra allosterik olarak amino
asil-tRNA'nin alict bolgede (A bolgesi) baglanmasini engeller ve protein sentezi durur
(Griffin vd., 2011).

Tetrasiklin, 1945 yilinda

bakterisinden izole edilerek kesfedilmistir (Sanchez vd., 2004). Klortetrasiklin bu sinifin

Benjamin Duggar tarafindan bir Streptomyces

ilk tiyesidir. Tetrasiklinler sentez yontemine gore farkli nesillere (1'den 3'e) ayrilabilir.
Birinci kusak tetrasiklinlerin tiyeleri, biyosentezden tiiretilen tetrasiklin, klortetrasiklin,
oksitetrasiklin ve demeklosiklindir. Ikinci kusak tetrasiklinler yar1 sentetik olan
doksisiklin, lymesiklin, meclosiklin, metasiklin, minosiklin ve rolitetrasiklindir. 3. nesil
tetrasiklinler (0rnegin; tigesiklin) sentetiktir. Tetrasiklinler; sitma, fil hastaligi, amip
parazitleri ve riketsiya tedavisinde kullanilir (Sanchez vd., 2004).

Klinikte daha yaygin olarak kullanilan yar1 sentetik tetrasiklinlerden ikisi
doksisiklin (DOX) ve minosiklindir (MIN). Genis spektrumlu antibiyotik etkinligi
nedeniyle DOX; sarbon, klamidyal enfeksiyonlar, toplum kokenli pnomoni, lyme
hastaligi, kolera, sifiliz, Yersinia pestis (veba), periodontal enfeksiyonlar dahil olmak
tizere ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. MIN genis spektrumlu etkinlik

gostermekte ve siddetli akne tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (Griffin vd., 2011).
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Sekil 2.4. Tetrasiklinler grubu antibiyotiklerin kimyasal yapis1 (Nguyen vd., 2014)




2.3.4. Kinolonlar

Kinolon smifi antibiyotikler, Lesher'in 1962'de sitma onleyici bilesik klorokin
sentezinin bir yan Uriinii olarak nalidiksik asidin tesadiifen kesfedilmesiyle kimyagerler
tarafindan kesfedilmistir (Andriole, 2005). Kinolon antibiyotikler, 1960'larin basinda, dar
bir aktivite spektrumuna sahip ilk orneklerle ortaya ¢ikmistir. Zamanla, yeni kinolon
antibiyotiklerin gelistirilmesi ile birlikte genisletilmis spektrum ve ytiksek etkinlige sahip
gelismis analoglar ortaya ¢ikmistir. Giiniimiizde kinolonlar, solunum yolu enfeksiyonu,
mide-bagirsak enfeksiyonu, cinsel yolla bulasan hastaliklar, idrar yolu enfeksiyonu,
kemik ve eklem enfeksiyonu, deri ve yumusak doku enfeksiyonu gibi enfeksiyonlarin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Tang ve Zhazo, 2023). Kinolonlar,
mikobakteriler ve anaeroblar dahil olmak tizere hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilere kars1 aktif olan genis spektrumlu antibiyotiklerdir (Pham vd., 2019).

Kinolonlarin yapist iki halkadan olusmaktadir, ancak son nesil kinolonlar,
antimikrobiyal aktivite spektrumlarin1 artirmak i¢in ana yapida daha fazla halkaya
sahiptir (Andriole, 2005). Kinolonlarin kimyasal yapis1 Sekil 2. 5'te gosterilmektedir.

Kinolon sinifi antibiyotikler, bakteriyel topoizomeraz tip II'yi bozarak bakterilerin
DNA sentezini, DNA giraz ve topoizomeraz I'V'iin katalitik aktivitesini inhibe etmektedir.
Bu iki enzim, DNA sentezi i¢in gerekli olan kromozomal asir1 kivrilmay: (supercoiling)
diizenleyen kritik bakteriyel enzimlerdir. Zamanla, kinolon direnci, ortaya ¢ikan bir¢ok
direngli patojen arasinda ciddi bir sorun haline gelmistir. Bakterilerin kinolonlara kars1
olusturdugu mutasyonlar genellikle hedef enzim {izerinde yerlesir. Ayrica, bu antibiyotik
sinifina direng, direncli bir plazmitin ortamdaki diger kaynaklardan yatay transfer yoluyla
alinmasiyla olusabilir. Bu durum direncin hizla yayilmasina yol agmaktadir (Pham vd.,
2019).

Kinolonlarin iiyeleri yaygin olarak sinoksasin, norfloksasin, ofloksasin,
siprofloksasin, temafloksasin, sparfloksasin, nalidiksik asit, enoksasindir (Domagala,
1994). Kinolon sinifi antibiyotikler, bakterilerde DNA replikasyonu ve transkripsiyonuna
miidahale edebilir. Bu antibiyotik smiflar1 {iriner, sistemik ve solunum yolu

enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Etebu ve Arikekpa, 2016).
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Sekil 2.5. Kinolon grubu antibiyotiklerin kimyasal yapis1 (Kwiatkowska vd., 2013).

2.3.5. Aminoglikozitler

Streptomisin, 1943'te topraktan Actinomycetes'ten izole edilen ilk aminoglikozit
antibiyotigidir. Aminoglikozitler, protein sentezinin inhibisyonu yoluyla etki gdsteren
giiclii ve genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Streptomisin ilk olarak Streptomyces
griseus'tan izole edildiginden ve 1944'te klinik kullanima sunuldugundan beri
aminoglikozitler antibakteriyel tedavinin temel tasi olmustur. Aradan gegen yillarda,
simifin diger birkag liyesi tanimlanmistir. 1949°da S. fradiae’ den neomisin, 1957°de, S.
kanamyceticus’ tan kanamisin, 1963’te, Micromonospora purpurea’dan gentamisin,
1967°de, S. tenebrarius topramisin ve 1972°de kanamisin'den tiiretilen amikasin
kesfedilmistir (Krause vd., 2016).

Aminoglikozit smifi antibiyotikler, genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir. Bu antibiyotik smniflar1 ribozomal alt birimlere baglanabilir ve bdylece
bakterilerde protein sentezini engelleyebilir (Peterson ve Kaur, 2018). Veba, tularemi ve
tiiberkiiloz tedavisinde yaygin olarak kullanilirlar(Mahajan, 2012).

Aminoglikozitler, 30S ribozomun 16S ribozomal RNA'sindaki A bdlgesine yiiksek
afinite ile baglanarak protein sentezini inhibe eder. Aminoglikozit sinifi iiyeleri, A-
bolgesindeki farkli bolgeler icin farklh bir 6zgiilliige sahip olmakla birlikte bu bdlgenin
konformasyonunu degistirmektedir. Bu etkilesimin bir sonucu olarak antibiyotik,
kodonun yanlis okunmasini indiikleyerek hatali translasyona sebep olmaktadir. Bu
durum, hatali amino asitlerin hiicre zarinda ve baska yerlerde hasara neden olacak Sekilde
daha sonra salinan bir polipeptit halinde bir araya gelmesine izin vererek hataya agik
protein senteziyle sonuglanir (Mingeot-Leclercq vd., 1999). Bazi aminoglikozitler ayrica
dogrudan baslamay1 engelleyerek protein sentezini etkilemektedir (Davis, 1987; Kotra
vd., 2000; Wilson, 2014).
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Aminoglikozitler, genellikle 2-deoksistreptamin olmak iizere bir dibazik
aminosiklitole glikozidik baglar yoluyla baglanan amino sekerlerin ¢ekirdek yapisi ile
karakterize edilir (Mingeot-Leclercq vd., 1999). Aminoglikozit siniflarinin iiyelerinin

kimyasal yapis1 Sekil 2.6'da gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Aminoglikozit grubu antibiyotiklerin kimyasal yapisi (Tsakou vd., 2020)

2.4. Antibiyotiklerin Etki Tarzlarina Gore Siniflandirilmasi

Antibiyotikler, mikroorganizmalarda yer alan temel islevleri bloke eder veya
cogalmalarini durdurarak bagisiklik sisteminin bakteriyel enfeksiyona karsi savasmasina
yardimci olur. Genis yelpazede mikroorganizma grubunu etkileyen antibiyotikler genis
spektrumlu antibiyotikler olarak bilinir. Dar spektrumlu antibiyotikler olarak bilinen
antibiyotikler ise yalnizca birka¢ bakteri tiirlinii etkilemektedir. Farkli antibiyotik

siniflarinin etki bigimleri Cizelge 2.1° de verilmistir.

Cizelge 2.1. Farkli antibiyotik siniflarinin etki bi¢imleri (Joseph vd., 2021)

Etki Tarz1 Hedefler Ilag Sinifi ilag Ornekleri
Hiicre duvart Penisilin baglayici Beta laktamlar Penisilin G,
sentezi inhibisyonu | proteinler amoksisilin ve
sefalosporin C
Protein sentezi Peptidoglikan alt birimleri | Glikopeptidler Vankomisin
inhibisyonu
30S alt birim Aminoglikozidler ve Streptomisin,
tetrasiklinler gentamisin, neomisin,
tetrasiklin ve
doksisiklin
Makrolidler,
50 S alt birim kloramfenikol ve Eritromisin,
oksazolidinonlar azitromisin,
kloramfenikol ve
linezolid
Niikleik asit sentezi | RNA Rifampisin Rifampin
inhibisyonu DNA Florokinolonlar
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siprofloksasin ve
ofloksasin

Anti metabolitler Folik asit sentezi enzimleri | Siilfonamidler ve Siilfametoksazol,
trimetoprim dapson ve
trimetoprim.
Membranlarin Lipopolisakkaritler Polimiksinler Polimiksin B ve
bozulmast kolistin

2.4.1. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmasi

2.4.1.1. Hiicre Ceperi ve Sitoplazmik Membranin Inhibisyonu

Insanlarn ve hayvanlarin hiicrelerinde hiicre duvarlar1 yoktur, bakteri hiicreleri sert
bir peptidoglikan tabakasi ile gevrilidir, bu yap1 bakteri tlirlerinin yasami ve hayatta
kalmasi i¢in kritik 6neme sahiptir. Antibiyotikler (6rnegin, penisilinler, sefalosporinler,
basitrasin ve vankomisin) bakterilerin hiicre duvarlarini hedefler ve bakterileri secici
olarak oldiirebilir veya iiremelerini engelleyebilir (Etebu ve Arikekpa, 2016; Josephine
vd., 2004; Park ve Uehara, 2008).

Bakterilerin hiicre zarlarina etki eden antibiyotik siniflari, hiicre zarlarindaki lipit
tiplerindeki farkliliklara bagli olarak her bir mikrobiyal gruba o6zgiidiir. Ornegin,
daptomisin kalsiyum bagimli zar1 depolarize eder ve bu da bakterilerde
makromolekiilerin sentezinin durmasina ve hiicre zarinin bozulmasma yol acar.
Polimiksinler, bakteri hiicresindeki lipopolisakaritin lipid kismina etkili bir Sekilde
baglanarak bakteri hiicre zarinin par¢alanmasina neden olur (Falagas vd., 2010).

Maddelerin hiicre i¢i ve hiicre dist akiginin diizenlendigi hiicre zar1 bariyeri bozulur
veya hasar goriirse, hiicrenin hayatta kalmasina yardimci olan temel ¢oziinenler sizar. Bu
yapt hem Okaryotik hem de prokaryotik hiicrelerde bulundugundan, bu antibiyotik
sinifinin etkisi genellikle yetersiz secicidir ve memeli konak¢ida kullanim i¢in siklikla
toksik etkisi olabilmektedir. Bu nedenle ¢ogu klinik kullanim topikal uygulamalarla

stirhdir (Falagas vd., 2010).

2.4.1.2. Protein Sentezinin Inhibisyonu

Protein sentezi, enzimler ve hiicresel yapilarin esas olarak protein yapili olmasi
nedeniyle tiim mikroorganizma hiicrelerinin ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi i¢in temel bir
stirectir. Proteinler yapisal bilesimden, metabolik ve fizyolojik siireclerden ve olumsuz
kosullara tepkiden sorumludur. Cesitli antimikrobiyal ajan tiirleri, hiicre i¢i ribozomlarin
30S veya 50S alt birimlerine baglanarak bakteriyel protein sentezini inhibisyonunu

hedefler. Bu aktivite daha sonra bakterilerin normal hiicresel metabolizmasinin
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bozulmasina neden olur ve sonug olarak mikroorganizmanin 6liimiine veya biiyiimesinin
ve ¢ogalmasinin inhibisyonuna yol agar. Aminoglikozitler, makrolidler, linkozamidler,
streptograminler, kloramfenikol, tetrasiklinler bu mekanizma ile etki gdstermektedir
(Hong vd., 2014).

Eritromisin, klindamisin, linkomisin, kloramfenikol, linezolid antibiyotikleri 50S
ribozom inhibitorleri arasinda yer almaktadir (Douthwaite, 1992; Katz ve Ashley, 2005).
Genel anlamda, 50S ribozomu inhibe eden antibiyotikler bunu, protein translasyonunun
baslangi¢c asamasini ya da protein sentezinin uzama fazini fiziksel olarak bloke ederek
yapmaktadir (Menninger ve Otto, 1982; Patel vd., 2001; Vannuffel ve Cocito, 1996).
Protein translasyonunun baglamasini bloke eden antibiyotik 6rnekleri oksazolidinonlarin
tiyeleridir (Patel vd., 2001). Linkozamid ve streptogramin gibi makrolidler mRNA
translasyonunun uzama fazini inhibe ederek protein sentezini bloke eder (Menninger ve
Otto, 1982; Vannuffel ve Cocito, 1996).

30S ribozom inhibitdrleri, aminoagil-tRNA'larin ribozoma erisimini bloke ederek
calisir. Bu mekanizma ile etki gosteren antibiyotikler arsinda tetrasiklin, streptomisin,
spektinomisin vb. yer alir (Chopra ve Roberts, 2001; Hong vd., 2014). Baz1 ¢alismalar,
tetrasiklinin 50S ribozomlarindaki bazi proteinleri de inhibe ettigini gostermektedir (Epe

ve Woolley, 1984).

2.4.1.3. Niikleik Asit Sentezinin Inhibisyonu

Niikleik asit (DNA ve RNA) sentezi, mikroorganizmalar dahil tiim canl
organizmalar i¢in gerekli bir siirectir. Bazi antibiyotikler, DNA veya RNA sentezi
siirecinde yer alan bilesenlere baglanarak calisir ve bu durum normal hiicresel siireglerin
etkilenmesine neden olur ve nihayetinde mikroorganizmanin ¢ogalmasii ve hayatta
kalmasimi tehlikeye atar. Kinolonlar, metronidazol ve rifampin bu mekanizma ile etki
gostermektedir (Etebu ve Arikekpa, 2016).

Niikleik asit sentezinin bozulmasi, bakteri hiicrelerinin hem hayatta kalmasi hem
de sonraki nesiller icin zararlidir. Antibiyotikler, replikasyonu bloke ederek veya
transkripsiyonu durdurarak niikleik asit sentezine miidahale etmektedir. DNA
replikasyonu, helikaz enzimleri tarafindan kolaylastirilan bir siire¢ olan ¢ift sarmal
yapisinin ¢oziilmesini icerir (Cammarata, 1973). Kinolon grubu antibiyotikler, helikaz
enziminin islevselligine miidahale ederek enzimin DNA'y1r ¢6zme islevini yerine
getirmesini engeller. Kinolonlarin bu antibiyotik etkisi, duyarli bakteriler arasinda DNA

replikasyonu ve onarimi siirecini kisaltir. Niikleik asit sentezinin inhibisyonu ile etki
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gosteren antibiyotikler bakterilerin topoizomeraz II ve topoizomeraz IV enzimlerini de
hedef almaktadir. Bakterilerde bu enzimlerin aktivitelerinin bozulmasi RNA polimerazi

olumsuz etkilemekte ve RNA sentezini engellemektedir (Chen vd., 1996).

2.4.1.4. Diger Metabolik Siireclerin inhibisyonu

Diger antibiyotikler, bakteriyel patojenlerin hayatta kalmasi i¢in gerekli olan
hiicresel siirecler iizerinde etkilidir. Ornegin, hem siilfonamidler hem de trimetoprim,
bakterilerin DNA sentezi i¢in énemli olan Onciileri iiretmesi i¢in gerekli bir adim olan
folik asit yolunu bozar. Siilfonamidler dihidropteroat sentazi hedefler ve ona baglanir,
trimetofrim dihidrofolat rediiktazi inhibe eder. Her iki enzim de bakteriler tarafindan

sentezlenen bir vitamin olan folik asit iretmek i¢in gereklidir (Etebu ve Arikekpa, 2016).

2.5. Antibiyotik Direnci

2.5.1. Direncin Kokeni

2.5.1.1. Dogal Diren¢

Dogal direng igsel olabilir (her zaman tiirde ifade edilir) veya uyarilmis olabilir
(genler bakterilerde dogal olarak olusur, ancak yalnizca bir antibiyotige maruz kaldiktan
sonra direng seviyelerine ifade edilir). I¢ direng, bir bakteri tiirii icinde evrensel olarak
paylasilan, onceki antibiyotik maruziyetinden bagimsiz ve yatay gen transferi ile ilgili
olmayan bir 6zellik olarak tanimlanabilir (Cox ve Wright, 2013; Martinez, 2014).

I¢ dirence dahil olan en yaygin bakteriyel mekanizmalar, dis zarin gegirgenliginin
azalmasi (6zellikle Gram negatif bakterilerde lipopolisakarit, LPS) ve akis pompalarinin
dogal aktivitesidir. Coklu ila¢ akis pompalar1 da indiiklenen direncin yaygin

mekanizmalarindan biridir (Cox ve Wright, 2013; Fajardo vd., 2008).

2.5.1.2. Kazanilmis Diren¢

Direng saglayan genetik materyalin elde edilmesi, bakterilerin herhangi bir genetik
materyali elde ettigi ana yollarin tiimii araciliiyla miimkiindiir: transformasyon,
transdiiksiyon ve konjugasyon (tlimii yatay gen transferi olarak adlandirilir). Bakterilerin
kromozomal DNA'sinda mutasyonlar goriilebilir. Edinme gecici veya kalic1 olabilir.
Direng genlerinin plazmit aracili iletimi, dig genetik materyalin elde edilmesi i¢in en
yaygin yoldur; bakteriyofaj kaynakli bulagma olduk¢a nadirdir. Acinetobacter spp gibi

baz1 bakteriler dogal olarak yetkindirler ve bu nedenle dogrudan dis ortamdan genetik
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materyal elde etme yetenegine sahiptirler. Bakteriler lizerindeki stresorler (aglik, UV
radyasyonu, kimyasallar, vb.) genetik mutasyonlarin yaygin nedenleridir. Bakterilerin her
10%- 10° hiicre bdliinmesi igin ortalama mutasyon orani 1'dir ve bu mutasyonlarin ¢ogu
hiicre i¢in zararli olmaktadir (Davies ve Davies, 2010). Antimikrobiyal direncte etkili
olan mutasyonlar genellikle ila¢ hedeflerini kodlayan, ilag tasiyicilarini kodlayan, ilag
tagtyicilarini kontrol eden diizenleyicileri kodlayan ve antibiyotik modifiye edici
enzimleri kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar olarak gruplandirilmaktadir

(Martinez, 2014).

2.5.2. Diren¢ Mekanizmalari

Mikroorganizmalarda bir¢ok direng mekanizmasi meydana gelmektedir (Tablo
2.2). Bunlardan besi sik gozlenmekte olup klinik izolatlarda ytliksek prevalans gosterir.
Bunlar enzimatik inhibisyon, penisilin baglayici protein (PBP) modifikasyonlari, porin

mutasyonlari, akis pompalar1 ve hedef degisiklikleridir (Sekil 2.7).

Atilim pompalan Dis membran i

mutasyonlar

PBP LU Hiicre duvan
. modifikasyonu
3PS %i = % I35 8

Hucre duvan

Hiicre membram

Sekil 2.7. Gram negatif bakterilerde en yaygin bakteri direnci mekanizmalari. Atilim
pompalari, porin mutasyonu, penisilin baglayici proteinlerde (PBP'ler) mutasyon,

enzimatik inhibisyon ve ilacin hedef modifikasyonu (Matamoros-Recio vd., 2021).

2.5.2.1. Illa¢ Ahmimnin Simirlanmasi

Gram negatif bakteriler, Gram pozitif bakterilere gore dogal olarak bazi
antibiyotiklere daha az gecirgendir c¢iinkii dis zarlar1 bir lipopolisakkarit (LPS)
tabakasinin  varligindan dolayr bir gecirgenlik kalkan1 olusturur. Glikopeptit
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antibiyotiklerin, 6rnegin vankomisinin, dis zardan penetrasyon eksikligi nedeniyle Gram-
negatif bakterilere kars1 etkili olmamasi, bu dogal bariyerin etkinliginin baslica 6rnegidir.
Beta-laktamlar, tetrasiklinler ve bazi florokinolonlar dahil olmak tizere hidrofilik
molekiiller, dis zarmm gecirgenligindeki degisikliklerden etkilenir. Polar molekiiller,
enterokoklarin hiicre duvarma girmekte giicliik ¢ekerler. Ayrica, son arastirmalar, porin
ekspresyonundaki azalmalarin, Enterobacterales, Acinetobacter spp. ve Pseudomonas
spp. Uyelerinde karbapenemler gibi ilaglara kars1 biiyiik 6l¢lide dirence yol agtigini ileri
siirmektedir. Ornegin, mutasyonlar porin iiretimini azaltirsa veya mutasyona ugramis
porin alelleri mevcutsa, Enterobacterales'te karbapenemlere direng, karbapenemaz
enzimlerinin yoklugunda ortaya g¢ikmaktadir (Iredell vd., 2016). Biyofilm olusumu,
bakterilerin kolonizasyonuna yardimci olan baska bir mekanizmadir (Pang vd., 2019).
Biyofilm matrisi polisakkaritleri, proteinleri ve DNA'y1 igerir, bu da antimikrobiyal
ajanlarin bakteri hiicresine etki etmesini zorlastirir ve boylece savunma saglar (Hall ve

Mah, 2017).

2.5.2.2. la¢ Inaktivasyonu

Mikroorganizmalar antibiyotikleri iki yoldan biriyle etkisiz hale getirmektedir. Bu
mekanizmalar ilacin yok edilmesi veya ilacin hedefinin modifikasyonunu i¢ermektedir

(Blair vd., 2015).

a. Ilacin Kimyasal Modifikasyonu

Mikroorganizmalar, ilaglara ¢esitli kimyasal gruplar ekleyebilen enzimler
iiretebilir. Boylece, antibiyotigin mikroorganizma hiicresindeki hedefine baglanmasini
onlemektedir. Fosforil, asetil ve adenil gruplarinin bilesige transferi, kimyasal grup
transferi ile ilag inaktivasyonunun en etkili yontemidir (Lin vd., 2015).

Aminoglikozitler, kloramfenikol, streptograminler ve florokinolonlarin asetilasyon
ve kimyasal grup transferinin her ikisini de kullandig1 diisiiniildiigiinde en sik kullanilan
mekanizmadir. Aminoglikozitlerin adenilasyon ve fosforilasyon yoluyla hedeflendigi
kabul edilir. Aminoglikozit degistirici enzimlerin (AME'ler) katilimi, aminoglikozit
molekiiliiniin hidroksil veya amino gruplarini kovalent olarak degistirir ve onu inaktif
hale getirir. Tlag modifikasyonu yoluyla direncin en iyi érneklerinden biridir (Munita ve

Arias, 2016).
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b. ilacin Yok Edilmesi

Penisilin ve sefalosporinler gibi beta-laktam ilaglart en sik kullanilan
antimikrobiyal ajanlardir. Bu ila¢ sinifinin yapisi, tiim tiyeler arasinda paylasilan bir beta
laktam halkasindan olusmaktadir. Beta-laktamazlarin aktivitesi, beta-laktam direncinin
anahtar mekanizmasi olan beta-laktam halkasini yok eder. Beta-laktamazlar, beta-laktam
halka olugsumunu hidrolize ederek penisilin baglayici proteinlere (PBP) baglanmasini

inhibe eder (Bush ve Bradford, 2020).

c. Ila¢ Hedef Modifikasyonu

Antibiyotigin hedefinin modifikasyonu, mikroorganizmalarin antibiyotiklere
direng¢ kazanmasinda yaygin bir mekanizmadir. Penisilin baglayici proteinlerin
diizenlenmesi ve/veya miktarindaki degisiklikler, beta-laktam ilaglara karsi direng
mekanizmalarindan biridir. Hedefe baglanabilen ila¢ miktari, penisilin baglayict protein
sayisindaki degisikliklerden etkilenir (Bush ve Bradford, 2020). Yapisal bir degisiklik,
(0rn. S. aureus'ta mecA geninin varligl) ila¢ baglanmasini azaltmakta veya tamamen
onlemektedir (Foster, 2017).

Bagka bir 6rnek, 16S rRNA'y1 metilleyen ve ilag baglama bdlgesini degistiren,
makrolidleri, streptograminleri ve linkozaminlerin baglanmasini bloke eden eritromisin
ribozommetilaz (erm) gen ailesidir (Peterson ve Kaur, 2018). Niikleik asit sentezini
inhibe eden ilaglara direng, ornegin florokinolonlar, DNA giraz veya topoizomeraz
IV'teki degisikliklere aracilik etmektedir. Bu mutasyonlar ilacin bu bilesenlere baglanma
yetenegini azaltir veya ortadan kaldirir (Saito vd., 2017). Antibiyotik gruplarina gore

cesitli diren¢ mekanizmalart Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Antibiyotik gruplarina gore direng mekanizmalar1 (Reygaert, 2018)

Antibiyotik Ilag Alimimin Ila¢ Hedef Ilag Inaktivasyonu Atilim
Sinirlanmasi Modifikasyonu Pompalari
B-Laktamlar Azalmig porin Gram pozitif- Gram negatif, Gram RND
sayisi, dig hiicre PBP'lerde pozitif- f- laktamazlar
duvari yok degisiklikler
Karbapenemler Porin
seciciliginin
degistirilmesi
Sefalosporinler Porin
seciciliginin
degistirilmesi
Glikopeptidler Kalinlagmis Peptidoglikanda
hiicre duvari, dis | degisiklikler
hiicre duvar1 yok
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Aminoglikozitler | Hiicre duvari Ribozomal Aminoglikozit modifiye | RND
polaritesi mutasyon, edici enzimler,
metilasyon asetilasyon,
fosforilasyon,
adenilasyon
Tetrasikliner Porin sayisinin Ribozomal koruma | Antibiyotik MFS
azalmasi modifikasyonu, RND
oksidasyon
Kloramfenikol Ribozomal Ilag asetilasyonu MFS
metilasyon RND
Linkozamidler Gram pozitif- ABC, RND
ribozomal
metilasyon
Makrolidler Ribozomal ABC, MFS,
mutasyon, RND
metilasyon
Florokinolonlar Gram negatif— flacin asetilasyonu MATE,
DNA giraz MES, RND
modifikasyonu
Sulfonamidler DHPS azaltilmig RND
baglanma, direngli
DHPS'nin agir1
iretimi

ABC—ATP baglayici kaset ailesi, DHFR—dihidrofolat rediiktaz, DHPS—dihidropteroat sentaz, MATE—
coklu ilag ve toksik bilesik ekstriizyon ailesi, MFS—ana kolaylastirici iist ailesi, PBP—penisilin baglayici

protein, RND—direng¢-nodiilasyon-hiicre boliinme ailesi

2.6. Dogal Antimikrobiyal Uriinler
2.6.1. Dogal Antimikrobiyal Uriinlerin Ozellikleri

Gilinlimiizde antibiyotiklere direngli patojenlerin artisiyla birlikte daha etkili
antimikrobiyal bilesiklere olan ihtiya¢ artmistir. Bu nedenle, tiire 6zgii calismalarin
oOtesine gecilerek dogal kaynaklarin arastirilmasi 6nem tasimaktadir. Bu arastirma alani,
potansiyel antimikrobiyal ajanlar i¢in kesfedilmemis bir kaynak sundugundan, giderek
artan direngli enfeksiyonlara kars1 yeni biyoaktif molekiillerin tanimlanmasi agisindan
onemlidir. Dogal kaynaklardan yeni antimikrobiyal bilesiklerinin arastirilmasinin, artan
direngli patojenlere karsi yeni ilaclarin tanimlanmasinda yararli ipuglar1 iiretecegi
diistiniilmektedir (Mullis vd., 2019).

Dogal iiriinlerin genel tanimi, en genis anlamiyla “gesitli canlilardan izole edilen
kimyasal bilesikler” olarak vurgulanmaktadir. Bu bilesikler, canli organizmalarin primer
veya daha c¢ok sekonder metabolizmas1 ile iiretilebilir. Primer metabolitler
(polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler ve yag asitleri) tiim biyolojik sistemlerde
ortaktir. Sekonder metabolitler ise diisiik molekiiler agirlikli (MW 3000), kimyasal ve
taksonomik olarak son derece cesitli, farkli organizma tiirlerine 6zgii olan bilesiklerdir.

Primer ve sekonder metabolitlerin 6zellikleri Cizelge 2.3 te verilmistir. Dogal {irtinlerin

18



onemli bir kismi, mikroorganizmalarin molekiiler sekonder metabolitleridir ve genellikle
bazi biyolojik aktiviteler sergilemektedir (Berdy, 2025).

Mikroorganizmalardan izole edilen sekonder metabolitler; antimikrobiyal,
antitimor ve/veya antiviral aktiviteler sergilemektedir. Genel olarak, mikrobiyal
metabolitleri iceren dogal {iriinler, pratik olarak {i¢ farkli Sekilde kullanilmaktadir:

e Dogal/fermantasyon {riinliniin dogrudan ilag, tarim veya diger alanlarda
uygulanmasi,

e Sonraki kimyasal veya mikrobiyolojik modifikasyon (tiirevlendirme) icin
baslangi¢ materyali olarak kullanilmast,

e Yeni analoglarin kimyasal sentezi i¢in Oncii bilesikler olarak veya rasyonel ilag

tasarimi ¢alismalarinda sablon olarak kullanilabilirler (Bérdy, 2005).
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Cizelge 2.3. Primer ve sekonder metabolitlerin 6zellikleri (Thirumurugan vd., 2018)

OZELLIKLER PRIMER METABOLITLER SEKONDER
METABOLITLER

Tamm Metabolik  yolda ilk iretilen ara | Metabolik yolun son iiriinleridir.

bilesiklerdir.

Uretildigi Faz Trofofaz veya log fazinda meydana gelir. | idiofaz veya duragan fazda
olusur.

Metabolit Tipleri Iki tip (Primer temel metabolitler ve | Simflandirilmamistir.

Primer metabolik son iiriinler)

Metabolizma Tipi Primer metabolizmanin {irlinleridir. Sekonder metabolizmanin
iiriinleridir.

Uretim Miktar Biiyiik Kiigiik

Mikrobiyal Hiicre | Uretimi mikroorganizmalarin hayatta | Uretiminin hiicre biiyiime ve

Biiyiimesindeki Rolii | kalmasi ve bilyiimesi igin gereklidir. gelisgmesinde  hicbir  6nemi
yoktur.

Savunma Etkisi Savunma eylemlerinde yer almazlar. Biyoaktif sekonder metabolitler
savunma  eylemi  Ozelligine
sahiptir

Uretim Siireci Basit Kompleks

Ornekler Proteinler, enzimler, niikleik asitler, | Antibiyotikler, pigmentler,

karbonhidratlar, amino asitler, | toksinler vb.
vitaminler, etanol vb.

Tarihsel olarak, dogal iirlinler, 6zellikle kanser ve bulasici hastaliklar i¢in ilag
kesfinde, ayrica kardiyovaskiiler hastaliklar (6rnegin, statinler) ve multipl skleroz
(6rnegin, fingolimod) dahil olmak tiizere diger terapdtik alanlarda Onemli bir rol
oynamistir (Newman ve Cragg, 2016).

Dogal iiriinler ila¢ kesif siireci icin hem avantajlar hem de zorluklar iceren
geleneksel sentetik molekiillere kiyasla farkli 6zelliklere sahiptir. Dogal {irtinler yapisal
cesitlilik ve yapisal karmasiklik ile karakterize edilir. Tipik olarak daha yiiksek molekiiler
kiitleye, daha fazla sayida sp3 karbon atomuna ve oksijen atomuna sahiptirler ancak daha
az nitrojen atomuna, daha yiiksek sayida H-bag alicis1 ve vericisine, daha diisiik
hesaplanmis oktanol-su boliinme katsayilarina (cLogP degerleri, daha yiiksek
hidrofilikligi gosterir) ve daha yiiksek molekiiler sertlige sahiptirler. Dogal {irtinler,
savunma mekanizmalarinin diizenlenmesi gibi belirli biyolojik islevlere hizmet etmek
icin yapisal olarak optimize edilmistir. Ayrica, geleneksel tipta kullanimlari, etkinlik ve
giivenlik konusunda fikir verebilir. Genel olarak, dogal {iriin havuzu, tipik sentetik kii¢iik
molekiil kitapliklarina kiyasla daha genis bir kimyasal alani kapsayan "biyoaktif"
bilesiklerle zenginlestirilmistir (Lachance vd., 2012).

Bu avantajlara ve ¢ok sayida basarili ilag¢ kesfi 6rnegine ragmen dogal {iriinlerin

cesitli dezavantajlar ilag sirketlerini dogal iirlin bazl ilag kesif programlarini azaltmaya
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yoneltmistir. Ilgili biyoaktif bilesiklerin belirlenmesi zor olabilmektedir ve bilinen
bilesiklerin yeniden kesfedilmesini 6nlemek igin replikasyon araglarinin uygulanmasi
gerekmektedir. Biyoaktif bir dogal {iriinii izole etmek ve karakterize etmek icin yeterli
biyolojik materyale erismek de zor olabilmektedir. Ayrica, ilgili biyoaktiviteleri
sergileyen dogal firiinlerin sentezledigi bilesikler orijinal formlarinda her zaman
patentlenemeyebilir (Cragg vd., 1993). Dogal iiriin bazli ilag kesfinin sentetik kimyasal

tirlinlere kiyasla avantajlar1 ve zorluklar Cizelge 2.4’ te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.4. Dogal antimikrobiyal iirlinlerin avantajlar1 ve baslica zorluklar

AVANTAJLAR BASLICA ZORLUKLAR

Dogal iiriinler, kompleks yapist ve biyolojik giicii
ile essiz kimyasal ¢esitlilik sunar (Verdine, 1996).

Dogal iiriinler, belirli biyolojik etkilesimler i¢in
dogasi geregi secilmistir. Proteinlere baglanmak ve

Yeni mikrobiyal bilesiklerin kesfi i¢in
ekosistemlerin sistematik olarak kullanilmamasi,
rastgele drnekleme ile sonuglanmis ve birgok
bolgenin gercek potansiyeli ortaya ¢ikmamistir
(Czéran vd., 2002).

ilaca benzer 6zelliklere sahip olmak i¢in
evrimlesmislerdir. Suslarmn se¢imi, daha giiclii kimyasal ¢esitlilik ve
genotip yaklasimlarindan ziyade geleneksel olarak

Dogal iiriin kaynaklar1 biiyiik 6l¢lide morfolojiye dayanmaktadur.

kesfedilmemistir. Yeni kesif stratejileri, yeni

biyoaktif bilesiklere kaynaklik etmektedir. Dereplikasyonun olmamasi, birgok dogal iiriin

ekstrakt1 kiitiiphanesinde suslarin ve bilesiklerin
fazlaligina neden olmustur (Handelsman vd.,
1998).

Dogal iiriin ekstraktlar1 sentetik tiriinlerin ve dogal
tirtinlerle sentetik iiriinlerin sentezini igeren
kiitiiphanelerin tamamlayicisidir.

Dogal iiriin ekstraktlarindan aktif bilesiklerin

karakterizasyonu ve izolasyonu son derece yogun
emek ister ve zaman alicidir (Monaghan vd.,
1995).

Dogal iiriinler, sentetik bilesiklerin tasarimina
rehberlik edebilir (Breinbauer vd., 2003).

2.7. Dogal Antimikrobiyal Uriinlerin Ekstrem Ortamlardan Kesfi

Antimikrobiyal iiriinlerin ¢ogu mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Piyasada

bulunan antibiyotiklerin %701 toprak bakterilerinden elde edilmektedir.
Mikroorganizmalar, karsilikli yarar saglayan bir iliski i¢inde bir arada var olmalarina
ragmen, besin eksikligi olmasi durumunda, diger tiirler icin toksik olan f{riin ve
metabolitlerin {iretimi ile sonuglanan antagonistik bir iligki gelistirebilirler (Martinez,
2008).

Mikroorganizmalar, rakip mikroorganizmalar1 O6ldiirmek ve/veya biiylimesini
engellemek icin iglev goren antimikrobiyallerin iiretimi dahil olmak iizere ¢esitli hayatta
kalma mekanizmalarina sahiptir. Antimikrobiyal madde iiretim ¢aligmalari, antibiyotige
direngli mikroorganizmalardaki artisa karsin laboratuvar kosullar1 altinda izole edilmis
saf kiltiirleri icermistir. Yeni dogal iirlin arayis1 biyofilmlere, topraga, okyanuslara,

mercan resiflerine ve s1g kiyr ¢okellerine kadar pek ¢ok ortama uzanmistir. Enerjinin
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sinirlt  oldugu asir1  ortamlarda prokaryotlar hayatta kalmak i¢in mikrobiyal
poplilasyonlar1 ya metabolizmalarin1 rekabeti asacak Sekilde uyarlama ya da rekabeti
engelleyen yeni antimikrobiyal metabolitler liretme gibi stratejiler gelistirmektedir
(Kochhar vd., 2022).

Ekstremofiller, insanlar tarafindan “asir1” olarak adlandirilan kosullarda hayatta
kalabilen ve gelisebilen organizmalardir. Sicaklik ve pH dalgalanmalari, yiiksek tuzluluk
gibi ekstrem kosullarda cesitli nedenlerle geleneksel yontemler uygulanamaz.
Ekstremofillerin yapilar1 bu ortamlarda gelismeye uygundur ve siirdiiriilebilir, daha ucuz
ve verimli {rlinler {iretebilir. Bu nedenle geleneksel yontemlere daha iyi alternatifler
olarak hizmet ederler. Biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklerle bu ortamlara uyum
saglarlar ve siirdiiriilebilir tarim, gida, kozmetik ve ila¢ gibi ¢ok cesitli endiistrilerde
yararlt oldugu goriilen ekstremolitler, ekstremozimler, biyosiirfaktanlar vb. iriinler
tretirler. Bu drilinler ayrica biyoremediasyon, biyoyakit iiretimi, biyorafineri ve
astrobiyolojide ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir (Kochhar vd., 2022).

Ekstremobiyosfer, asir1 kurak ¢oller, derin deniz ¢okelleri ve permafrost topraklarin
yant sira asit ve yiiksek sicaklik ortamlarini iceren genis bir biyom yelpazesini kapsar. Bu
tiir agir1 habitatlar; kuraklik, asir1 sicakliklar, diisiik organik madde konsantrasyonlari,
yiiksek tuzluluk gibi ¢evresel degiskenlerin kombinasyonlari ile karakterize edilmektedir
(Sivalingam vd., 2019).

Ekstrem ¢evrelere uyum saglamis aktinobakterilerin yeni ilag Onciilerini
sentezlemek i¢in benzersiz bir kapasiteye sahip oldugu bilinmektedir (Genilloud, 2017).
Bu organizmalar, 6zellikle Streptomyces, klinik kullanimda olanlarin ¢ogu dahil, bilinen
antibiyotiklerin yaklasik %70'ini olusturmaktadir (Newman ve Cragg, 2016). Ekstrem
cevrelerden izole edilen mikroorganizmalarin sekonder metabolit ve biyoaktif
bilesiklerinin kesfi ve tanilanmasi caligma basamaklar1 Sekil 2.8°de, kiiltiire bagl dogal

irlin kesfinin basamaklar1 Sekil 2.9°da verilmistir.
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Sekil 2.8. Mikroorganizmalar tarafindan tretilen biyoaktif bilesiklerin ve sekonder

metabolitlerin izolasyonu, karakterizasyonu, tanimlanmasi ve potansiyel

uygulamalarinin sematik bir temsili (Yadav, 2021)
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Sekil 2.9. Kiiltiire bagli dogal tirlin kesfinin basamaklar1 (Ali vd., 2018)

Cizelge 2.5. Dogal kaynaklardan kesfedilen ¢esitli antimikrobiyal bilesenler, etki ettigi

patojenler ve hedef bolgeleri

KAYNAK | ANTIMIKROBIYAL | ETKi ETTIGI HEDEF REFERANSL
BIiLESEN PATOJENLER BOLGE AR
Penicillium | Penisilin Cogu Gram pozitif Bakteri hiicre Hobby vd.,
notatum bakteri duvari 1942; Waxman
ve Strominger,
1983
Streptomyce | Streptomisin B. subtilis ve esas Bakteri Schatz vd., 1944
s griseus olarak Gram negatif ribozomunun
bakterilere karsi, A. 30S alt
aerogenes, P. biriminin kiigiik
vulgaris, E. coli dahil | 16SrRNA'sina
baglanan bir
protein sentezi
inhibitori
Aspergillus Epipolitiyadioksopiper | S. aureus, B. subtilis, | Sitoplazmik Abraham vd.,
ve azin adi verilen bir Mucor racemosus zarlarda 1953; Newton
Trichoderma | diketo piperazin tiirii bulunan tiyol ve Abraham,
olan gliotoksin gruplarina segici | 1955
olarak
baglanarak etki
eder.
Acremonium | Sefalosporinler Cesitli Bakteri hiicre Abraham vd.,
jenerasyonlarina gore | duvart 1953; Newton
Gram pozitif ve ve Abraham,
Gram negatif 1955
bakteriler
Pseudomona | Pirol igeren S. aureus, Inhibitor Burkholder vd.,
s bromoutilis | antimikrobiyal madde Diplococcus ozellikler 1966
(Deniz tiirii) pneumoniae,
Streptococcus
pyogenes,

M. tuberculosis
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Basillus Mercaidin MRSA Bakterisidal Chatterjee vd.,
tiirleri aktivite 1992
Streptomyce | Anthracimycin Basillus anthracis RNA ve DNA Jang vd., 2013
s sp. (Deniz MRSA sentezinin
sedimenti ) inhibisyonu
Streptomyce | Salinamide F Enterococcus RNA Hassan vd.,
s sp. (Deniz faecalis, S. aureus, H. | polimerazin 2015
tiird) influenzae Neisseria inhibisyonu
gonorrhoeae,
Enterobacter cloacae
E. coli
Deniz Alkaloid, E. coli, Biiyiimeyi Cita vd., 2017
siingeri steroid/triterpenoid ve Klebsiella inhibe edici etki
Xestospongi | fenoller pneumoni,
a Basillus subtilus
testudinaria’
dan izole
edilen
simbiyotik
bakteri
suslari
Aspergillus Aspergillsteroid A Vibrio harveyi Sitotoksik ve Xu vd., 2020
sp. (Deniz antibakteriyel
tiirii)
Penicillium Citrinadin C Xanthomonas Sitotoksik ve Jiang vd., 2022
citrinum campestris antibakteriyel
(Deniz (fitopatojen)
kokenli)
Nonomuraea | Fluvirucins B7-B10 Fluconazol direngli Antifungal Yu vd.,2022
sp. (Deniz Candida albicans
kokenli)
Talaromyces | Talaromanloid tiirevleri | Staphylococcus Antibakteriyel Zhang vd., 2022
mangshanic aureus, Escherichia ve antifungal
us (Deniz coli, ve Candida
kokenli) albicans

2.8. Magara Ekosistemleri ve Mikroflorasi

2.8.1. Magara Ekosistemleri

Magaralar, sabit sicaklik, yiiksek nem, diisiik basing, diisiik oksijen konsantrasyonu
ve diisiik besinlerle sinirli bir ekosisteme sahip, karanlik, dogal yeralti alanlaridir.
Magaralar diinya capinda farkli cografi kosullarda mevcuttur. Magaralar, farkli
bilesiklerin kimyasal reaksiyonlari, kayaglarin ¢6zlinmesi, kayalarmin asinmasi,
buzullarin erimesi ve kayalarin su, tektonik kuvvetler, atmosferik etkiler,
mikroorganizmalar tarafindan asinmalar ve ayrica kazilar gibi cesitli jeolojik siireglerle
olusur (Engel vd., 2004).

Magaralar 151k girisine gore lic bolgeye ayrilir: giris bolgesi, alacakaranlik bolgesi
ve karanlik bolge (Sekil 2.10). Giris bolgesi, yaklasik 5 m uzunlugunda, tam gilines 15181
alan, fotosentetik yasamin (bitkilerin) bulundugu dis ortama benzer ve sicaklik dig ortama

gore degisir. Alacakaranlik bolgesinde, fotosentetik faaliyetlerin durdugu 10-20 m
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uzunlugunda daha az 151k penetrasyonu vardir ve bu bdlgede higbir bitki yasamaz.
Sicaklik sabit kalir, ancak zaman zaman yer iistii havasiyla dalgalanir. Karanlik bolge, yil
boyunca sabit sicakliga sahip olmakla birlikte tamamen karanliktir (Zada vd., 2016).

Su magaralari, karasal magaralar (6rnegin buz magaralari, lav magaralari) ve deniz
magaralar1 gibi bircok magara tiirii vardir (Ford, 2006; Mylroie ve Mylroie, 2013).
Bildirilen magaralarin ¢ogu kirectasi, algitasi ve dolomit kayalarindan olugmaktadir.
Kalsitin yani1 sira, magaralarda bildirilen diger ilging mineraller, kalsiyum karbonata
(CaCO3) benzeyen, ancak CaCOs kadar yaygin olmayan ve esas olarak antoditler olarak
adlandirilan aragonittir. Sodyum ve magnezyum siilfatlar da baz1 magara sistemlerinde
bulunur (Zada vd., 2016). Limonit, kalsiyum nitritler, barit, selestit, endellit ve atapulgit
gibi diger mineraller de magara ortamlarinda bulunur (Bogli, 1980). Diinyanin en biiyiik
magarast ABD'nin Kentucky eyaletinde bulunan Mammoth Magarasi'dir. Yaklasik 80 mil
kareyi kapsayan ve 365 mil uzunlugunda olan bir kiregtagi. Binlerce yildir kiregtasi
tavandan sizan su binlerce sarkit olusturmustur (Algeo, 2004). Magaralarda yasayan
hayvanlar gelismemis gdzlere, uzun antenlere ve pigment eksikligine sahiptir (Pipan vd.,
2020).

Tarih Oncesi ¢aglardan beri magaralar insanliga fayda saglamada onemli bir rol
oynanustir. Insanlar ve magaralar arasindaki baglanti insanlik tarihi kadar eskidir.
Magaralar, tarihi ve ¢evredeki rolleri nedeniyle dnemli dogal kaynaklar olarak kabul
edilir. Magaralar yeralt1 suyu akisinda 6nemli bir rol oynar ve tehdit altindaki ve nesli
tikenmekte olan hayvanlara ev sahipligi yapar. Bazi magaralar ayrica tarth Oncesi
hayvanlarin heykellerini ve ilk insanlarin eserlerini de korur. Tarih 6ncesi insanlar
magaralar1 barmaklar, eski kutsal alanlar, su kaynaklari, kil ve diger malzemeler gibi
farkli amaglar i¢in kullanmistir. Hindistan'daki 29 magaradan olusan Ajanta magaralari
MO 2. yiizyilda insa edilmistir (Singh ve Arbad, 2015). Birlesmis Milletler Egitim, Bilim
ve Kiiltiir Orgiitii'niin (UNESCO) diinya miras1 alanlarindan biridir. Bu magaralar dini
faaliyetler i¢in kullanilmis ve uzun zamandir Hindistan'da kutsal bir yer olarak kabul
edilmistir. Mezolitik dénem magaralarin ilk kullanimina ve modifikasyonuna tanik
olmustur. Budist dini sanatinin saheserleri olan bu magaralarda bir¢ok kayaya oyulmus
Hindu ve Budist heykel ve tablolar1 bulunmustur (Artioli, 2008). Magaralar, sabit
sicakliklar1 nedeniyle sarap ve bira mahzeni olarak da kullanilmistir. Y1l boyunca yiiksek
nem ve sabit sicaklik nedeniyle insanlar magaralar1 solunum yolu hastaliklarinin tedavisi

icin hastane olarak kullanmistir. Gegmiste magaralar ayrica gecis ritliellerini kutlamak,
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paleolitik tablolar, tarihi yerler ve gizli hazine avi i¢in de kullanilmigtir (Singh ve Arbad,

2015).

Sekil 2.10. Magara ekosistemlerinde bulunan bolgeler (Kog¢ ve Sarigiil, 2019)

2.8.2. Magara Mikroflorasi

Olumsuz biiyiime kosullarma ve karanlik, oligotrofi, yiilksek mineral
konsantrasyonu gibi bir¢ok sinirlayici faktdre ragmen, mikroorganizmalarin magaranin
ekolojik nislerinde gelisebildigi bildirilmistir. Bu zorlu ekosisteme miikemmel Sekilde
adapte olmus magara mikroorganizmalari, sayisiz yeni tiirle genis bir biyolojik cesitlilik
gostermektedir. Bakteriler, algler ve funguslar, kaya duvarlarindan, magara topragindan,
sudan, moon milk yapilarindan (Sekil 2.11) ve vermikiilasyon birikintilerinden izole
edilmistir (Jaroszewicz vd., 2021). Ototroflar genellikle enerjiyi kemosentez yoluyla ve
organik ve inorganik bilesikleri kayalardan, magara ¢okellerinden ve yeralt1 sularindan
ceker. Fotosentez ise yalnizca 151k kaynagina yakin, magara girisinin yakininda yasayan
mikroorganizmalar i¢in mevcuttur. Her durumda, bu tiir mikrobiyal topluluklarin, gesitli
biyojeokimyasal siiregleri etkileyen magaralarin ve tortularin olusumunda yer aldig:
gosterilmistir. Esas olarak kaya ve magara sularinda minerallerin ¢okelmesini veya

¢Oziinmesini tesvik ederler, bu da yeni magara olusumlarinin ortaya ¢ikmasina neden olur

(Moldovan, 2018; Paula vd., 2020).
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Sekil 2.11. Grotta Nera Magaras1 (Italya) i¢ tavani (a, b, c), duvarlari (d, e, f) ve

zemininde (g, h, 1) bulunan moon milk yapilar1 (Cacchio vd., 2014)

2.8.2.1. Bakteriyel Cesitlilik

Mikrobiyal kiiltiirlere dayanan ¢aligmalar magaralarda oncelikle Proteobacteria,
Actinobacteria ve Firmicutes gruplarmin baskin oldugunu gostermektedir (Barton vd.,
2007). Lee vd., (2000). tarafindan yapilan calismada Proteobacteria, Chlorobi,
Bacteroidetes, Actinobacteria ve Chloroflexi en yaygin bakteri siniflar1 olarak
tanimlanmistir. Bununla birlikte, bu sonuglar her magaranin 6zelliklerine gore farklilik
gostermektedir. Gammaproteobacteria ve Acidobacteria ABD'deki Wind Magarasinda
baskin  olurken, siilfidik magara biyofilminde = Gammaproteobacteria  ve
Epsilonproteobacteria baskindir (Chelius ve Moore, 2004; Engel vd., 2004). Avustralya,
Cin, Ispanya ve ABD'deki magaralar1 karsilastirmis ve Proteobacteria' nin Ispanya ve
Cin magaralarinda baskin grup oldugunu ve Acidobacteria' nin ikinci baskin grup
oldugunu bildirmistir (Zhou vd., 2007). Actinobacteria iiyelerinin bazi magara
ekosistemlerinde baskin bir mikrobiyal popiilasyon oldugu bildirilmektedir (Cheeptham
vd., 2013; Ghosh vd., 2017; Groth vd., 1999; Tomczyk—Zak ve Zielenkiewicz, 2016).
Actinobacteria' lar ticari olarak temin edilebilen antibiyotiklerde biyoaktif bilesiklerin en
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tiretken kaynagi olarak kabul edilir. Actinobacteria' lar piyasadaki tim antibiyotiklerin
yaklagik {igte ikisini tiretmektedir, bunlarin ¢ogu Streptomyces cinsinin liyeleridir (Barka
vd., 2016). Cesitli aktinobakteriyel taksonlarin birkag iiyesinin antibakteriyel, antikanser
veya antifungal ilaglar i¢in ¢ok cesitli diger biyolojik olarak aktif bilesikler tirettigi
bildirilmistir (Barka vd., 2016; Castro vd., 2018; Genilloud, 2017; Takahashi ve

Nakashima, 2018). Cesitli magaralardan izole edilen aktinomisetler ve biyoaktiviteleri

Cizelge 2.6’ da verilmistir.

Cizelge 2.6. Cesitli magaralardan izole edilen aktinomisetler ve biyoaktiviteleri

Suslar

Magara

Lokasyon

Aktivite

Kaynaklar

Streptomyces
(79.3%); Nocardia
(<10%)

Helmcken
Falls
Magarasi

Kanada

Antimikrobiyal

Saiz-
Jimenez,
1999

Streptomyces;
Agromyces;

Arthrobacter;
Rhodococcus

Grotta dei
Cervi

Italya

Halotolerans
Mineralizasyon
Antimikrobiyal

Groth, 2001

Microbispora
thailandensis spp.

Tropikal
Kirectast
Magaralari

Tayland

Antimikrobiyal

Duangmal
vd., 2012

Streptomyces spp.
52%;

Actinoplanes spp.
13%; Nocardioides
8.7%;
Micromonospora
8.7%; Agromyces
8.7%:;, Oerskovia
4.4%:; Rhodococcus
4.4% Streptomyces
(54%);
Micromonospora
(18%); Micrococcus
(5%); Kocuria (4%);
Corynebacterium
(5%)

Shuanghe
Magarasi

Asya

Antimikrobiyal

Long vd.,
2019

Streptomyces (54%);
Micromonospora
(18%); Micrococcus
(5%); Kocuria (4%);
Corynebacterium
(53%)

Hampoeil
Magarasi

Iran

Agir metal
toleransi

(Hamedi
vd., 2019)

Streptomyces;
Micromonospora;
Microbacterium,
Kocuria;

Pukzing
Magarasi

Hindistan

Antimikrobiyal

Iquebal vd.,
2021
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Micrococcus;

Nocardiopsis;

Actinocorallia;

Actinomadura;

Agromyces;

Alloactinosynnema;

Amycolatopsis;

Beutenbergia,

Cellulosimicrobium;

Gordonia;

Isoptericola;

Jiangella; Knoellia;

Kocuria;

Krasilnikoviella;

Kribbella;

Streptomyces sp. Garhwal Himalaya Antibakteriyel Mushtaq
Himalayan vd., 2021
Bolgesi
Magaralari

Crossiella sp. Altamira Ispanya Antibakteriyel Gonzalez-
Magarasi ve antifungal Pimentel

vd., 2022

Streptomyces, Fiji kirectas1 | Fiji Antibakteriyel Pipite vd.,

Pseudonocardia, Magaralari 2022

Kocuria,

Micromonospora,

Nonomuraea sp.

Streptomyces sp. Guldeman Tunus Antimikrobiyal | Djebbah
Magaralari ve antioksidan vd., 2022

Microbacterium sp. | Parsik Kocaeli/Tiirk | Antimikrobiyal | Rachid ve-

(%21) Magarasi iye ve enzimatik Gilingor,

Pseudarthrobacter 2023

sp. (%14)

Actinoplanes sp. Bahadurkhel | Pakistan Antibakteriyel Nawaz vd.,

Glutamicibacter Karak 2023

uratoxydans Bolgesi
Magaralari

Streptomyces tuirus | Maros- Endonezya Antifungal Rante vd.,
Pangkep 2024
karst
ekosistemler
i

2.8.2.2. Fungal Cesitlilik

Magaralardaki fungus cesitliligi arastirmalari, Kuzey Amerika magaralarindaki
yarasalar arasinda beyaz burun sendromu adi verilen 6liimciil mantar hastaliginin

goriilmesi ile dikkat ¢ekmistir (Sekil 2.12) (Wibbelt vd., 2010). O zamandan bu yana
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magara habitatlarinda fungus biyocesitliligi kapsaminda yeni ilaglar ve yeni genlerle ilgili
calismalar yapilmistir (Docampo vd., 2011; Novakova, 2009; Ogoérek vd., 2013; Pusz vd.,
2015). Diinya ¢apinda magaralarda ve yeralt1 ortamlarinda 550 cinsten 1150'den fazla
fungus tirii kesfedilmistir. Magara ortamlarinda funguslar cogunlukla kayalardan,
magaranin sedimentlerinden, yarasa guanosundan, speleothem ylizeylerinden ve havadan
izole edilmistir. Calismalarin ¢ogunda, sonuglar Ascomycota'nin diger subelerden daha
fazla tespit edildigini ortaya koymaktadir. Cogu magara Orneginde Penicillium,
Aspergillus, Botrytis, Cladosporium ve Fusarium cinslerinin hakim oldugu bildirilmistir.
Magara ortamlarinda tespit edilen fungus taksonlarinin ¢ogu saprotroflardir; ¢ogunun
karst yiizeyinde yasadigi ve bozunan organik maddeleri kolonize ederek oligotrofik

magara funguslariin biiylimesini engelledigi bilinmektedir (Vanderwolf vd., 2013).

Sekil 2.12. Yarasalarda beyaz burun sendromu (Perry, 2013)

2.8.2.3. Archaea Cesitliligi

Archaea liyelerinin magaralarin ekstrem yasam kosullarina iyi adapte olduklar1 ve
besin dongiisiine katkida bulunarak besin giriginin diigiik oldugu magara ekosistemlerinde
onemli rol oynadigi diigiiniilmektedir. Bu alanda, tanimlanmis mikroorganizmalar
aerobik, fakiiltatif veya zorunlu anaerobik, kemolitotrofik, kemoheterotrofik, asidofilik,
termofilik veya halofilik olabilir. Bu organizmalarin ¢ogu kiikiirti metabolize
edebilmektedir. Archaea ‘lar ayrica aerobik amonyak oksidasyonu ve anaerobik metan
oksidasyonunu da gergeklestirebilirler. Bu o6zellikler nedeniyle, Archaea’ lar kiiresel
karbon ve azot dongiilerinde 6nemli rol oynamaktadir (Cavicchioli, 2011) Magara
sistemlerinde Archaea olusumu hakkinda sinirl bilgi mevcuttur. Genellikle tanimlanan

arkeal tiirlerin Crenarcheaota ve Euryarcheaota' ya ait oldugu bilinmektedir. Her iki tipte
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16S rRNA dizilerinin kaydedildigi ¢alismalar da mevcuttur. Frasassi magara sistemine
ait diisik pH'li (pH 0-1; Grotta del Fiume) baska bir magarada, bir grup Archaea
mikroorganizmasi tanimlanmis ve tanimlanan mikroorganizmalarin %40' in1 olusturdugu
belirlenmistir (Macalady vd., 2007).Bu magarada hi¢bir Crenarcheaota temsilcisi tespit
edilmemistir ve popiilasyona esas olarak azaltilmis siilfiir bilesiklerini oksitleyebilen
Ferroplasma cinsinin hakim oldugu bildirilmistir (Okibe vd., 2003).Altamira
Magarasi'nda ise yeni bir psikrofilik Crenarcheota mikroorganizmasi dali tanimlanmaistir.
Bu magaranin duvarlarini 6rten sari, gri ve beyaz kolonilerin metabolik bilesenleridir
(Gonzalez-Pimentel vd., 2022). Bu mikroorganizmalarin ortamdaki rolii belirsizligini
korumaktadir. Mezofilik Crenarcheota ve Euryarcheota' ya ait tiirler ise, Lechuguilla
Magarasinda tanimlanmistir (Schleper vd., 2005). Cesitli magaralardan izole edilen

Archea taksonlar1 Cizelge 2.7’ de verilmistir.

Cizelge 2.7. Cesitli magaralardan izole edilen Archea taksonlari

Suslar Magara Lokasyon Kaynaklar
Nitrososphaerales sp. Alpler Buzul Avusturya Itcus vd.,
Methanobacterium sp. Magaralari 2018
Methanolinea sp.

Nitrososphaeraceae (58.5-68.8 %) Dupnisa Magarasi Kirklareli, Glingor,
Candidatus sp. Tiirkiye 2020

Nitrososphaera sp.
Cenarchaeum sp.
Thermococcus sp.
Thermoplasma sp.
Thermogymnomonas sp.

Halobacteria (77%) Cal Magarast Trabzon, Demirci ve
Methanomicrobia (16%) Tiirkiye Ordu, 2020
Thaumarchaota Wind Cave Ulusal ABD Geerdes,
Parki 2021
Thermoplasmata (Euryarchaeota) Heshang Magarasi Hubei, Cin | Cheng vd.,
Nitrosopumilaceae (Thaumarchaeota) 2023
Aenigmarchaeales (Nanoarchaeaeota)
Nitrososphaera sp. Italya Karst Magaralar1 | Italya Biagoli vd.,
Nitrosopumilus sp. (Bossea, Caudano 2023
Methanomassiliicoccus sp. Pertosa-Auletta, Vento,
Acidianus sp. Costacalda)

Ignicoccus sp.
Termocladium sp.
Methanothermobacter sp.
Methanobacterium sp.
Methanosphaera sp.
Termococcus sp.

Ferroplasma, Cuniculiplasma Villa Luz Magarasi, Meksika Jones vd.,
(Thermoplasmatales) Luna Azufre Magarasi 2023
Grotte del Fiume
Magarasi, Grotta
Nuova di Rio Garrafo
Magarasl Italya
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Thermoplasmatota (60 %) Pindal Magarasi Kuzey Martin-
Halobacterota (Methanomicrobiales, Ispanya Pozas, 2024
Methanosaeta, Methanolobus, Methanosarcina)

2.9. Magara Mikroorganizmalarimin Biyoteknolojik A¢idan Onemi

2.9.1. Magara Mikroorganizmalarinin Sekonder Metabolit Uretimi

Potansiyel uygulamalara sahip olabilecek magara mikroorganizmalarinin
gosterdigi tim Ozellikler arasinda, tipta sekonder metabolitlerin kullanimi dikkat
cekmektedir (Ghosh vd., 2017). Magaralar gibi ekstrem, oligotrofik ortamlarda yasayan
mikroorganizmalar tarafindan antimikrobiyal 6zelliklere sahip sekonder metabolitlerin
iiretilmesi, 6zellikle magaranin en derin kisimlarinda kaynaklar i¢in rekabetin giiglii
olmasindan kaynaklanmaktadir (Ghosh vd., 2017; Maciejewska vd., 2016).

Magara mikrobiyomlari {izerinde yapilan ¢alismalar, Streptomyces cinsi de dahil
olmak {izere Actinobacteria'nin magaralarda yaygin oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu
bakteriler, sekonder metabolitler olarak cesitli antibakteriyel ve antifungal bilesiklerin
iretimi ile bilinmektedir (Jakuibec-Krzesniak vd., 2018; Selim vd., 2021). Antik
caglardan beri iyilestirici ve antibakteriyel 6zelliklerle iliskilendirildigi i¢cin geleneksel
tipta popiiler olan moon milk yapilarinda Streptomyces'in yaygin oldugu gosterilmistir
(Quinn vd., 2020). Son yirmi yilda, antibakteriyel ve antifungal Gzellikler gdsteren
Streptomyces, Belcika (Maciejewska vd., 2016), Polonya (Jaroszewicz vd., 2021),
Sirbistan (Stankovic vd., 2012), Cin (Jiang vd., 2015), Hindistan (Rajput vd., 2012),
Tirkiye (Yiicel ve Yamag, 2010) ve Kanada dahil olmak iizere diinyanin her yerindeki
magaralardan moon milk yapilarindan, toprak ve su Orneklerinden izole edilmistir
(Axenov-Gibanov vd., 2016). Streptomyces disindaki aktinobakterilerin de Basillus spp.,
Escherichia coli, Micrococcus luteus ve Candida albicans'a kars1t antimikrobiyal
potansiyeli olan metabolitler iirettigi bildirilmistir (Lee vd., 2000; Nakaew vd., 2009).
Ayrica, antimikrobiyal bilesiklerin iiretiminin Actinobacteria ile sinirli olmadig: ortaya
bilinmektedir. Avrupa'daki magaralardan alinan 6rnekler lizerinde yapilan arastirmalar,
Proteobacteria, Bacteroidetes ve Cyanobacteria lyelerinin Pseudomonas aeruginosa,
Xanthomonas oryzae, VRE (Vancomisine Direncli Enterekok) ve MRSA (Metisilin
Direncli S. aureus) suslar1 gibi bakterilerin biiylimesini de engelledigini gostermistir
(Lamprinou vd., 2015).

2010' da Yamag tarafindan yapilan ¢alismada Tiirkiye'deki 19 karstik magaranin

tas duvar ve speleothem yiizeylerinden ve toprak orneklerinden aktinomiset izole
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edilmistir. izole edilen 290 izolattan 180 izolatin (%62), tarama sonucuna gore dort
bakteri, iki maya ve dort filamentli fungustan olusan indikatér mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal aktivite sergiledigi bildirilmistir (Yamag vd., 2010).

Diinyanin en derin magarast olan Krubera-Voronja Magarasi'ndan bakteri
izolasyonu yapilarak cesitli patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitesinin incelenmesi
amaglanmistir. Toplam 874 heterotrofik kiiltiir, Krubera-Voronja Magarasinda 220 m ila
1640 m derinlikte toplanan su ve tortu orneklerinden izole edilmistir. Tiim izolatlarin
%14.0"1 Gram-pozitif ve Gram-negatif test mikroorganizmalarina kars1 antibakteriyel
aktivite gostermistir (Klusaite vd., 2016)

Krubera—Voronja Magarasinda yapilan bir baska calismada ise izole edilen
mikroorganizmalarda c¢esitli biyoaktif bilesikleri kodlayan biyosentetik genlerin
ekspresyonu incelenmistir. Toplamda, magaradan izole edilen 91 bakteri susu, poliketid
sentaz ve ribozomal olmayan peptit sentetaz genlerinin varligi agisindan taranmigtir. PCR
bazli tarama sonucunda, suslarin gogunun en az bir biyosentetik gen icerdigi bildirilmistir
(Bukelskis vd., 2019).

2019' da Iran' m kuzeybatisinda yer alan Hampoeil magarasmnin aktinobakteriyel
cesitliligi ve biyololojik aktiviteleri incelenmistir. izolatlarin 10 bakteri ve fungusa kars1
antimikrobiyal aktivite i¢in taranmasi, 5 hidrolitik enzim iiretimi ve 5 agir metale karsi
direnci arastinnlmistir. 33 farkli 6rnek arasindan Streptomyces, Micromonospora,
Micrococcus, Kocuria ve Corynebacterium dahil olmak lizere ¢esitli cinslerden 76
aktinobakteri izole edilmistir. Suslarin yiizde sekseninin incelenen hidrolitik enzim
aktivitesinden birine sahip oldugu, %?25,3'linde en az bir tip antimikrobiyal aktivite
oldugu goriilmiistiir. Hampoeil magarasinin, hidrolitik enzimler ve biyolojik 1slah
tiretiminde etkili olan magarada yasayan aktinobakterilerin ¢esitliligi agisindan iyi bir

kaynak oldugu sonucuna varilmistir (Hamedi vd., 2019)

2.9.2. Magara Mikroorganizmalarinin Biyoaktif Bilesenleri

Magaralardan izole edilen aktinobakterilerden biyoaktif metabolitler saflagtirilmais,
yapilari son yillarda agiklanmis ve rapor edilmistir (Cizelge 2.8). Bu bilesikler ¢ogunlukla
anti-bakteriyel ve / veya anti-kanser aktiviteler sergilemistir. En verimli iiretici suslarin
Streptomyces cinsinin liyeleri oldugu bildirilmistir.

Servimisin A, B, C ve D, Italya'daki Grotta dei Cervi'de bulunan eski bir magarada
bir kaya duvarindan izole edilen Streptomyces tendae susu HKI 0179'dan iiretilmistir.

Servimisin A ve B, yeni poliketid glikozitlerdir. Bununla birlikte, servimisin C ve D
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bilinen A2121-3 ve A2121-2 bilesikleri ile ayn1 yapiya sahiptir. Dort bilesigin tiimii, agar
difiizyon deneylerinde standart test tiirlerine karsi kayda deger oOlciide giiclii
antimikrobiyal etkiler gostermistir. Servimisin A-D, Gram pozitif bakterilere (B. subtilis
ve S. aureus) ve c¢oklu ilaca direngli S. aureus' a (MRSA), vankomisine direngli
Enterococcus faecalis' e karst oldukga aktif oldugu bildirilmistir (Herold vd., 2005)

Xiakemycin A, Streptomyces spp. tarafindan iiretilen yeni bir piranonaftokinon
(PNQ) antibiyotiktir. Cin'de karstik magara topraklarindan izole edilen Streptomyces sp.
CC8-201 susundan elde edilen Xiakemisin A, Gram pozitif bakterilere (S. aureus, S.
epidermidis, E. faecalis ve E. faecium) karst gliclii inhibitor aktiviteler ve ¢ok sayida
kanser hiicre hattina (insan akciger kanseri A549 hiicreleri, meme kanseri MCF-7
hiicreleri, hepatom) , HepG-2 hiicresi, serviks kanseri HeLa hiicreleri, kolon karsinomu
HCT-116 hiicre p53 wt hiicreleri, noéroblastoma SH-SYSY hiicreleri ve insan prostat
kanseri PC-3)’ ne kars1 sitotoksik etki gostermistir (Jiang vd., 2015).

Hipogeamisin A, B, C ve D, ABD'deki Hardin magara sisteminden izole edilen
Nonomuraea sp. tarafindan tlretilmistir. Hipogeamisin A, kolon kanseri hiicre hatti TCT-
I'e sitotoksisite gosterirken hipogeamisin B-D, TCT-1'e sitotoksisite olmaksizin B.
subtilis'e kars1 aktiftir. Bununla birlikte, hipogeamisin B-D, B. subtilis'e karsi
antimikrobiyal aktivite agisindan eritromisin ve gentamisin kadar gii¢li degildir
(Derewacz vd., 2014).

Huanglongmisin A, B ve C, Streptomyces sp. CB09001, Cin, Xiangxi’ den karstik
magara topraklarindan izole edilmistir. Huanglongmisin A, Gram negatif bakterilere kars1
zayif (Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli) ve A549 akciger kanseri hiicre
hattina kars1 1liml1 sitotoksisite gostermistir. Huanglongmisin B, S. aureus ve ¢oklu ilaca
direngli S. aureus’ a (MRSA) kars1i zayif antibakteriyel aktiviteye sahiptir.
Huanglongmisin C i¢in antibakteriyel ve antikanser aktivite kaydedilmemistir (Jiang vd.,
2018).

Undecylprodigiosin, Streptomyces sp. JIS520 Miroc, Sirbistan magara tortularindan
izole edilmistir. Undecylprodigiosin, Micrococcus luteus, B. subtilis ve C. albicans' a
kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip koyu kirmizi bir pigmenttir. Ayrica, antioksidatif ve
UV koruyucu 6zellikler géstermistir (Stankovic vd., 2012).
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Cizelge 2.8. Cesitli magaralardan izole edilen suslarin biyoaktiviteleri ve tanimlanan

biyoaktif bilesenler
Biyoaktivite Bilesenler Uretici Sus Susun Referanslar
Kaynag
Antioksidatif Undecylprodigiosin Streptomyces Miroc dag1 | Stankovic
sp. JS520 | magaralari, vd., 2012
Serbia
Lipid Gyrophoric acid Streptomyces Bolshaya Axenov-
metabolizmasina sp. IB 2014/1/ | Oreshnaya Gibanov
karsi inhibe edici 78-8 Magarasi vd., 2016
aktivite Mansk Bolgesi | Tomoda ve
Krasnoyaesk, Omura,
Siberia, Russia | 2001
Cervimycin A, B, Cve D Streptomyces The Grotta dei | Herold vd.,
tendae  strain | Cervi, 2005
HKI 0179 | Magarasi,ltalya
Tas
duvarlardan
Undecylprodigiosin Streptomyces Miroc Dag1 | Stankovic
Antimikrobiyal sp. JS520 | Magaralari, vd., 2012
Serbia
Xiakemycin A Streptomyces Karst magara | Jiang vd,,
sp.  CC8-201 | topraklari, 2015
Chongqing
city, Cin
Chaxalactin B Streptomyces Bolshaya Axenov-
sp. IB 2014/I/ | Oreshnaya Gibanov
78-8 cave in the | vd., 2016
Mansk area of
the
Krasnoyaesk,
Siberia, Russia
Huanglongmycin A-C Streptomyces Karstik Magara | Jiang  vd.,
sp. CB09001 Xiangxi, China | 2018
Diketopiperazin alkoloidleri Streptomyces Iron  Curtain | Gosse vd.,
sp. ICC1 ve | Magarasi, 2021
ICC4 Kanada
Dichloroanthrabenzoxocinone | Streptomyces Szczelina Jaroszewicz
tirevleri sp. Chocholowska | vd., 2021
Magarasi,
Tatra Daglari,
Polonya
Huanglongmycin D- F Streptomyces Karstik Magara | Jiang  vd.,
sp. CB09001 Xiangxi, China | 2022
Lunaemycin A Streptomyces Grotte des | Martinet
lunaelactis collemboles, vd., 2023
moonmilk
yapilari,
Belgika
Sulfurasperines A—D, Aspergillus Guizhou Karst | Liu vd.,
4-methoxy-7- Sfumigatus alanlari, Cin 2024
methylbenzo[d]thiazole-5,6- GZWMIJZ-152

diol,
2-hydroxymethyl-4-methoxy-
7 methylbenzo[d]thiazole-A
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Hypogeamicins A Nonomuraea Hardin's Derewacz
Antikanser specus magara vd., 2014
sistemleri
Ashland City,
Tennessee
Xiakemycin A Streptomyces Karst magara | Jiang  vd.,
sp. CC8-201 topraklari 2018
Xiangxi, Cin
Dichloroanthrabenzoxocinone | Streptomyces Szczelina Jaroszewicz
tirevleri sp. Chochotowska | vd., 2021
Magarasi,
Tatra Daglari,
Polonya
Fypogpamicine Undecylrodigiain /
L
{
i
v B NN
N/
on oM _GH,
Xiakemycin A (?H 0 "C""s Gyrophoric acid OH 9
FEET ?H?\‘/l o
0/“\5 0-2-0 O" ? . /( ‘ e
OH HO &

Huanglongmycin

HM) A,

Sekil 2.13. Cesitli magaralardan izole edilen biyoaktif bilesenlerin molekiil yapilari

(Rangseekaew ve Pathom-Aree, 2019)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullanilan izolatlar

Calismanin biyolojik materyalini onceki calismalarimizda magaralardan izole
edilen 350 saf mikroorganizma kiiltiirii olusturmaktadir (Sekil 3.1). izolatlar Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde -80 °C'de %40 gliserol igeren %10 oraminda seyreltilmis Nutrient Agar

besiyerinde muhafaza edilmektedir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan bazi mikroorganizma kiiltiirleri

3.1.2. Test Mikroorganizmalar:
Antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilan test mikroorganizmalar1 ve temin

edildigi kaynaklar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Antimikrobiyal aktivitenin taranmasinda kullanilan test

mikroorganizmalar1 ve sus kaynagi

TEST MIKROORGANIZMALARI SUS KAYNAGI
Listeria monocytogenes RSSK 02028 | T.C Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, BILTEKMER
Staphylococcus aureus ATCC 25923 T.C Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, BILTEKMER

E. coli ATCC351150 T.C Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, BILTEKMER
Pseudomonas aeruginosa ATCC T.C Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi, BILTEKMER
15442

Candida albicans ATCC 10239 Amerikan Kiiltiir Koleksiyon Merkezi

Aspergillus niger NRRL 363 ARS Kiiltiir Koleksiyon Merkezi
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Penicillium sp. NS 26

T.C. Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik BSliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari
Kiiltiir Koleksiyonu -Cevresel izolat

3.1.3. Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan besiyerleri igerigi steril saf suda ¢oziilerek ve pH ayarlamasi

yapilarak otoklavda 1,1 atmosfer basing ve 121 °C sicaklikta, 15 dakika steril edildikten

sonra kullanilmigtir.

3.1.3.1. izolatlarin Kiiltiire edilmesinde kullamlan sarf malzemeler

Nutrient Agar

Ticari besiyerinden 20 g/L oraninda Nutrient agar ve 15 g/L. Agar- agar tartilarak
distile su ilave edilmistir. Bu besiyeri stok bakteri kiiltiirlerinin ve indikator bakteri
kiiltiirlerinin aktiflestirilmesinde, antimikrobiyal etki spektrumunun belirlenmesinde
kullanilmistir. Nutrient agar besiyeri stok bakteri kiiltlirlerinin gelistirilmesinde 1/10
oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Bakteri kiiltiirlerinin aktiflestirilmesi i¢in 1X, 0,1X

ve 0,5X oranlarinda kullanilmistir.

Nutrient agar besiyeri igerigi (MERCK g/ L):

Et peptonu 5,0 g/L
Et ekstraktt 3,0 g/L
Agar-agar 12,0 g/LL
Nutrient Broth

Izolatlarin aktiflestirilmesi ve kiiltiir biiyiime parametrelerinin optimizasyonu

calismalarinda 0,1X, 0, 5X ve 1X Nutrient Broth s1v1 besiyeri kullanilmistir.
Nutrient broth besiyeri igerigi (MERCK g/ L):

Et peptonu 5,0 g/LL
Et ekstrakti 3,0 ¢g/L
Deionize su 1000 ml.
R2A Agar

Izolatlarin aktiflestirilmesinde R2A agar besiyeri kullanilmistir.

R2A Broth besiyeri icerigi (Biolife g/ L):

Maya ekstrakti
Proteoz pepton
Kazein

Glikoz

0,5
0,5
0,5
0,5
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Coziiniir nisasta 0,5

Dipotasyum fosfat 0,3
Magnezyum siilfat 0,024
Sodyum piruvat 0,3
Agar agar 14
M9 Agar

Izolatlarin aktiflestirilmesi i¢in M9 besiyeri kullanilmistir. M9 besiyeri icerigi (1
L):
M9 Tuzlar
Na;HPO4 128 ¢
KH2PO4 30g
NaCl 05¢g
NH4Cl 10g
DeiYonize su 478 ml

Agar soliisyonu

Agar agar 150¢g
Deiyonize su 500 ml
%20 Glukoz Soliisyonu
Glukoz 40¢g
Deionize su 20 ml

M9 tuzlari, agar soliisyonu ve %20 glukoz soliisyonu ayr1 ayr1 121 °C‘de 15 dk
otoklavda steril edildikten sonra karistirilarak steril petri kutularma dokiilerek
kullanilmastir.

Tryptone Soya Broth Besiyeri

Kiiltiir biiylime parametrelerinin optimizasyonu caligmalarinda 1X ve 0,1 X

oraninda Tryptone soya broth besiyeri kullanilmistir.

Tryptone Soya Broth Besiyeri Igerigi (OXOID g/ L):

Kazein 17,000 g/L.
Soya peptonu 3,000 g/L
Sodyum klorid 5,000 g/L
Dekstroz 2,500 g/LL
Dibazik potasyum fosfat 2,500 g/L

Final pH (25°C) 7.3+0.2
Maya Ekstrakti Siikroz Agar (YESA)
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Maya ve kiif test mikroorganizmalarinin aktiflestirilmesinde kullanilmistir.

Maya ekstrakti 40¢g
Stkroz 20,0 g
KH2PO4 1,0g
MgSO4 0,5
Agar agar 15,0g
Deiyonize su 10L
Mueller Hinton Agar

Antimikrobiyal aktivite tarama testlerinde kullanilmistir.
Mueller Hinton besiyeri (OXOID) igerigi:
Dehydrated infusion from beef 300,0 g

Kazein hidrolizat 175 ¢g
Starch 1,5 ¢g.
Agar 170¢g

pH 7.3 £0.1,25 °C

3.1.3.2. Biyokimyasal Testlerde Kullanilan Sarf Malzemeler

Proteaz Test Ortam

Proteaz aktivitesi tayini i¢in kullanilan besiyeri igerigi:

Nutrient Agar 20, 0 gr/L
Skim milk 10,0 gr/LL
Jelatin 10,0 gr/L
Deionize su 1000 ml.

121 °C’de 15 dakikada otoklavda steril edilmistir.
Amilaz Test Ortanm

Amilaz testi i¢in %2 nisasta iceren Nutrient Agar ortami kullanilmistir. Ortamin

icerigi:
Nutrient Agar 20,0 g/
Agar agar 2,0 g/L

Coziinebilir nisasta 20,0 g/L
Deionize su 1000 ml.
121 °C’de 15 dakikada otoklavda steril edilmistir.

Jelatinaz Test Ortamm
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Jelatinaz testi i¢in %10 jelatin iceren Nutrient Agar ortami kullanilmigtir. Besiyeri

icerigi:

Nutrient Agar 20,0 gr/L
Jelatin 10 gr/L
Deionize su 1000 ml.

121 °C’de 15 dakikada otoklavda steril edilmistir.
Ureaz Test Ortam
Ureaz testi igin Christensen Base Agar kullanilmistir.

1. Christensen Base Agar

Pepton 1g/L
NaCl 5 g/l
Glukoz 1 g/L
KH,PO4 2 g/l
Fenol Red 0,012 g/L
Agar agar 15 g/l

Hazirlanan Cristensen Agar Base 121°C’de 15 dk. steril edilmistir.
2. %40 iire hazirlanmistir. Hazirlanan iire siringa filtre ile steril edilmistir.
3. Hazirlanan Cristensen Agar Base'e litresine 50 ml olacak Sekilde steril %40'lik iire
ilave edilmistir.
Ekzopolisakkarit (EPS) Uretim Ortam
Izolatlarin EPS iiretiminin belirlenmesi i¢in Congo Red Agar besiyeri

kullanilmistir. Congo Red Agar besiyeri kompozisyonu asagida verilmistir.

Congo red boyast 0,8 g.
Siikroz 36 ¢g.
BHIA 52 ¢g.
Deionize Su 1000 ml

121 °C’de 15 dakikada otoklavda steril edilmistir

3.1.3.3. izolatlarin tanilamasinda kullamlan sarf malzemeler

Kristal Viyolet Soliisyonu

Kristal viyolet soliisyonu igerigi (100 ml ;
Soliisyon A:

Kiristal viyolet (%90 boya iceren) 2 g
Etanol (%96 v/v) 20 ml
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Soliisyon B:
Amonyum okzalat 0,8¢g
Deiyonize su 80 ml
A ve B soliisyonlar1 ayr1 ayr1 hazirlanip karistirilmistir. Soliisyon 24 saat oda sicakliginda
bekledikten sonra filtre edilerek kullanilmigtir (Harley ve Prescott 2002).
Gram lIyodiir Soliisyonu
Gram iyodiir soliisyonu igerigi (300 ml):
Potasyum iyodiir 2g
Iyot lg
Potasyum iyodiir ve iyot havan igerisinde ezilmis ve {izerine su ilave edilerek 300
ml ye tamamlanmistir. Sollisyon 24 saat oda sicakliginda bekledikten sonra filtre edilerek
kullanilmuastir.
Safranin Soliisyonu
Safranin soliisyonunun igerigi (110 ml i¢in);
Safranin O 025¢g
Etanol (%95 v/v) 10 ml
Deiyonize su 100 ml
Safranin O %95 etanol igerisinde ¢oziilmiis ve lizerine streril saf su eklenmistir.
Soliisyon 24 saat oda sicakliginda bekledikten sonra filtre edilerek kullanilmistir (Harley
ve Prescott, 2002).
Malasit Yesili Soliisyonu
Malasit yesili soliisyonunun igerigi (100 ml i¢in)
Malasit yesili Sg.
Deiyonize su 100 ml

5 g boya tartilarak 100 ml distile su igerisinde ¢oziindiiriilm{istiir.

3.1.4. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan alet ve cihazlar kullanim amaglari ile birlikte Cizelge 3. 2. ‘de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cahismada Kullanilan

Alet/Cihaz Tiirii ve Modeli Kullanim Amaci

Inkiibatér: NUVE ES120 Mikroorganizmalarin uygun besiyeri ve sicakliklarda
gelistirilmesi
Otoklav: ALP Caligmada kullanilacak besiyeri, kimyasal ¢ozeltiler ve

43



deney ekipmanlarinin sterilizasyonu

Faz Kontrast Isik Mikroskobu: Olympus
CX41

izolatlarm morfolojik 6zelliklerinin, Gram boyama ve
spor olusturma 6zelliklerinin belirlenmesi

Calkalayic1 Inkiibator: IKA KS 4000

Izolatlarm sivi besiyerinde gelistirilmesi

Santrifiij: BECKMAN COULTER Allegra
X-22R

Kiiltiir siipernatantlarinin toplanmasi

Uv/Goriintir Alan Mikroplaka
Spektrofotometre: BioTek, Epoch

Antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarm optimum
biiytime kosullarinin belirlenmesinde ve genomik DNA
izolasyonunda absorbans degerlerinin 6l¢iimii

Thermal Cycler: Long Gene A300 Fast
Thermal Cycler

Antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin filogenetik
tanilamasi i¢in PCR yontemi

Elektroforez Sistemi: Thermo EC 300 XL

Antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin filogenetik

tanilamasi igin agaroz jel elektroforezi
Antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin filogenetik
tanilamasi igin agaroz jel elektroforezi
Antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin optimum

Jel Gortintiilleme: Vilber Lourmat

Tansilluminator

PH Olgme Cihazi: Mettler Toledo S220 bliyime kosullarinin belirlenmesinde besiyeri pH
Ol¢limiinde

McFarland Densitometre: BIOSAN DEN- | Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda test

1B organizmalarmin turbiditesinin belirlenmesinde

Sogutmali santrifiij: BECKMAN-

COULTER Allegra X-30R Centrifuge | ~oltur stvilarmin toplanmasi

Shimadzu Prominence HPLC Cihazi
Agilent G6550A TOF/Q-TOF Mass
Spectrometer

Antimikrobiyal maddenin karakterizasyonu

Antimikrobiyal maddenin karakterizasyonu

3.2. Yontem
3.2.1. Antimikrobiyal Madde Uretici Izolatlarin Secilmesi

Calisma oOnceki calismalarimizdan izole edilen 350 mikroorganizma kiiltiirii
arasindan Gram pozitif bakteri izolatlari ile yiiriitiilmistiir. Antimikrobiyal madde tiretici
mikroorganizmalarin ¢ogunlugunu Gram pozitif bakterilerin olusturmasi nedeniyle Gram
boyama yontemi kullanilarak Gram pozitif bakteri izolatlar1 belirlenmistir. Burdur
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde -80 °C ‘de %40 gliserol igeren %10 oraninda seyreltilmis Nutrient Agar
besiyerinde muhafaza edilen izolatlar 0,1X Nutrient agar, R2A ve M9 agarda
aktiflestirilmistir. Calismada Gram pozitif olarak belirlenen izolatlar antimikrobiyal

tarama testleri i¢in secilmistir.

3.2.1.1. Gram Boyama Yontemi

Gram boyama yonteminde uygulanan prosediiriin basamaklar1 agagida verilmistir:
e (Geng (24 saatlikten az) kiiltiirlerden lam tizerinde, distile su ile yayilarak, preparat
hazirlanmstir.
e Hazirlanan preparatlar, havada kurutularak, ateste fikse edildikten sonra Gram’in

kristal viyole boyasi ile 1 dakika boyanmis ve distile su ile yikanmistir. Havada
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kurutulduktan sonra, iyot ¢ozeltisi ile 1 dakika muamele edilen preparatlar, distile
su ile yikanip, tekrar havada kurutulmustur.

e Daha sonra alkol ile renk giderilmis ve preparatlar en son Gram’in safranin boyasi
ile 30 saniye boyanmustir.

e Distile su ile yikandiktan sonra havada kurutulan preparatlar mikroskopta

100x’lik immersiyon objektifinde incelenmistir (Bisen, 2014).

3.2.2. izolatlarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.2.1. Kiiltiir Sivilarinin Toplanmasi

Calisma materyalini olusturan Gram pozitif bakteri izolatlar1 aktiflestirildikten
sonra 100 ml’lik erlenlerde hazirlanmis 25’er ml 0,1X Nutrient broth, 0,5X Nutrient broth
ve Nutrient broth besiyerlerine inokiile edilmistir (Sekil 3.2). Calkalayici inkiibatorde 250
rpm’ de 35 °C “de inkiibe edilmistir. 24, 48, 72 ve 96. saatlerin sonunda s1vi1 kiiltiirlerden
2’ ser ml alinarak eppendorflara aktarilmistir. Eppendorflara alinan siv1 kiiltiirlerin 600
nm ‘de absorbans dl¢iimii yapilmigtir. Negatif kontrol olarak 0,5X Nutrient broth steril
besiyeri kullamlmigtir. Olgiim degerlerinin en yiiksek oldugu saatlere ait kiiltiir sivilart
antimikrobiyal etkinin taranmasi i¢in secilmistir. Kiiltiir sivilart 8000 g de 10 dakika (+4
°C) santriflijlenerek hiicresiz siipernatantlar (CFS) steril eppendorf tiiplere aktarilmistir
(Bagbiilbiil, 2009).

Antimikrobiyal madde iiretici izolatlarin se¢ilmesi ¢alismalarinda 1X Nutrient agar,
R2A ve M9 agarda aktiflestirilen izolatlardan morfolojik olarak aktinomisetlerin
karakteristik ozelliklerini gosteren ve 0,1X Nutrient broth, 0,5X Nutrient broth ve
Nutrient broth ortamlarinda tanecikli yapida olan izolatlar i¢in spektrofotometrik 6l¢tim
yapilmamis, s1v1 besiyerlerinde 7 giin gelistirildikten sonra kiiltiir stvilart 8000 g de 10
dakika (+4 °C) santrifiijlenerek hiicresiz siipernatantlar (CFS) steril eppendorf tiiplere
aktarilmistir (Klusaite vd., 2016).
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Sekil 3.2 S1v1 besiyerinde gelistirilen izolatlar.
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3.2.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Disk Difiizyon Yontemi ile Taranmasi

izolatlarin antimikrobiyal aktivitelerinin taramasinda agar disk difiizyon yontemi
kullanilmistir. Izolatlarin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan test
mikroorganizmalari, gelismesi icin kullanilan besiyerleri ve sicaklik degerleri Cizelge

3.4’ te verilmistir.

Cizelge 3.3. izolatlarmn antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan test

mikroorganizmalari, gelismesi i¢in kullanilan besiyerleri ve sicaklik

SUS BESIYERI SICAKLIK
Listeria monocytogenes RSSK 02028 Nutrient agar 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Nutrient agar 37°C
E. coli ATCC351150 Nutrient agar 37°C
Pseudomonas aeruginosa ARCC 15442 Nutrient agar 37°C
Candida albicans ATCC 10239 YES agar 30 °C
Aspergillus niger YES agar 25°C
Penicillium sp. NS 26 YES agar 25°C

Listeria monocytogenes RSSK 02028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, E. coli
ATCC351150, Pseudomonas aeruginosa ARCC 15442 ve Candida albicans ATCC
10239 test organizmalar1 Cizelge 3.3’ te verilen aktiflestirilmis taze kiiltiirlerden Mac
Farland 0,5 olacak Sekilde siispansiyon hazirlanmistir. Aspergillus niger ve Penicillium
sp. NS 26 test organizmalari i¢in 250 ml erlenlere YES agar yatik olarak hazirlanmistir.
50 ml’lik erlenlere Tween 80 soliisyonlar1 hazirlanmis ve steril edilmistir. Thoma lami
kullanilarak spor saymmi yapilmis ve 10° spor/ ml olacak Sekilde siispansiyonlar
hazirlanmigtir. Steril ekiivyon kullanilarak siispansiyonlar MHA yiizeyine yayildiktan
sonra, diskler yiizeye arada bosluk kalmayacak Sekilde yerlestirilmistir (Yiicel, 2007).
Disklere test edilecek supernatantlardan 50 pl emdirilmistir. Cizelge 3.3’ te verilen
sicaklik ve uygun siirede inkiibe edildikten sonra zon ¢aplar1 Slciilmiistiir. Izolatlarin
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in yapilan disk difiizyon testi su
basamaklardan olugsmaktadir:

Mueller-Hinton agar petrilerinin hazirlanmasi:

1. MHA besiyeri hazirlanip otoklavlanarak oda sicakligina gelmesi beklenir ve 4 mm
kalinlikta olacak Sekilde Petriler hazirlanir.

2. Agar ylizeyinde gorliniir siv1 varsa, plaka ters g¢evrilerek asir1 sivinin agardan
akmasina izin vermek i¢in kapagin iizerinde aralik yiizey birakilarak buharlagsmasi

saglanir. Petriler, kuruyana kadar oda sicakliginda bekletilir
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3. Her bir organizma i¢in her MHA plakasi uygun Sekilde etiketlenir.

Inokiilumun hazirlanmast:

1. Steril bir inokiilasyon 6zesi veya igne kullanarak test edilecek mikroorganizmanin
dort veya bes izole kolonisinden alinir.

2. Mikroorganizma 2 ml steril salin i¢inde siispanse edilir.

3. Piirlizsiiz bir siispansiyon olusturmak i¢in salin tiipii vortekslenir.

4. Siispansiyonun agirlig1 az ise daha fazla organizma ekleyerek veya siispansiyonun
agirhig fazla ise steril salinle seyrelterek bu siispansiyonun turbiditesi 0,5
McFarland standardina ayarlanir.

5. Busiispansiyon hazirlandiktan sonra 15 dakika i¢inde kullanilir.

Ast hazirlama:

Sonuglarin gegerli olabilmesi i¢in test edilecek organizmalar biiylimenin logaritmik
tireme asamasinda olmalidir. Test edilecek mikroorganizmalar 24-48 saat Once
aktiflestirilir.

MHA plakasinin asilanmasi:

1. Inokiilum tiipiine steril bir ekiivyon batirilir.

2. Ekiivyon tiipiin kenarina dogru gevirilir.

3. Ekiivyonu tiim agar yiizeyine ii¢ kez stirerek MH agar plakasinin kurutulmus yiizeyi
inokiile edilir; inokiilumun esit dagilimini saglamak i¢in plaka her seferinde
yaklasik 60° dondiirtiliir.

4. Fazla s1v1 swab ile toplanir.

5. Ekiivyon uygun bir kaba atilir.

6. Kapag hafifce aralik birakarak, plaka oda sicakliginda en az 3 ila 5 dakika, en fazla
15 dakika bekletilir.

Bir sonraki adima ge¢gmeden Once agar plakasinin yiizeyini kurutulur.
6 mm. ¢apinda diskler her Petriye yaklasik 5-6 disk olacak Sekilde aseptik kosullarda
yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Siipernatantlardan 50 pl alinarak her diske emdirilmistir. Tiim
diskler yerlestirildikten sonra plakalar 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda olusan zonlar cetvel yardimiyla milimetre cinsinden &l¢iilmiistiir

(Bauer vd., 1966).
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Sekil 3.3. Disk difiizyon yontemi

3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Gosteren Izolatlarin Ekstraselliiler Enzim

Aktiviteleri ve Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimlerinin Belirlenmesi

3.2.4.1. Katalaz testi

Katalaz Testi i¢in 0,5X Nutrient Agar besiyerinde 24 saat aktiflestirilen izolatlarda
bir 6ze ucu miktar1 alinarak bos bir petri kutusuna aktarilmistir. Ornek iizerine Pastor
pipeti ile %3 H20: (hidrojen peroksit) damlatilmistir. Gaz ¢ikis1 gézlemlenmesi katalaz
testi i¢in pozitif sonug olarak kabul edilmistir (Arda, 2000).

3.2.4.2. Proteaz testi

Proteaz testi i¢in %1 skim milk ve %2 jelatin iceren Nutrient Agar besiyeri
kullanilmistir. Besiyerine spotlama teknigi ile ekim yapilmis ve izolatlar 35 °C de 24-48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroorganizma kiiltiirii etrafinda
olusan seffaf zon goriiniimii proteaz testi i¢in pozitif sonug olarak degerlendirilmistir

(Montville, 1983).

3.2.4.3. Amilaz testi

Amilaz testi i¢in %2 nisasta igeren Nutrient Agar besiyeri kullanilmistir. 0,5X
Nutrient Agar besiyerinde aktiflestirilmis saf kiiltiirden hazirlanan besiyerine spotlama
teknigi ile ekim yapilmis ve 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda besiyeri plakalari {izerine Pastdr pipeti ile yiizeyi kaplayacak miktarda Iyodine

Mordant Soliisyonu damlatilmis ve yaklasik 1 dakika yayilarak bekletilmistir. Ureyen
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mikroorganizma kiiltiirli etrafinda olusan parlak ve seffaf zon goriiniimii amilaz testi ig¢in

pozitif sonug kabul edilmistir (Cappucino ve Sherman, 2007).

3.3.4.4. Jelatinaz testi

Jelatinaz testi i¢in %10 jelatin iceren Nutrient Agar besiyeri kullanilmistir. 0,5X
Nutrient Agar besiyerinde aktiflestirilmis saf kiiltiir hazirlanan besiyerine inokiile edilmis
ve 35 °C ‘de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda &rnekler 1 saat +4
°C ‘de buzdolabinda bekletilmistir. Siire sonunda tiiplerde katilasma olup olmadigi
gbzlemlenmistir. Tiplerde katilagma goriilmesi jelatinaz testi icin negatif, besiyerinde

stv1 goriiniim ise pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Cappucino ve Sherman, 2007).

3.2.4.5. Ureaz testi

Ureaz testi i¢in Christensen‘s Urea Agar besiyeri kullanilmistir. 0,5X Nutrient
Agar besiyerinde aktiflestirilmis saf kiiltirlerden hazirlanan besiyerine 6ze ile ekim
yapilmis ve 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda turuncu renkte
olan besiyerinin kirmiziya dondiigii izolatlar i¢in sonug¢ pozitif olarak kabul edilmistir

(Christensen, 1946).

3.2.4.6. Ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi

Izolatlarn EPS iiretiminin belirlenmesi icin Congo Red Agar besiyeri
kullanilmistir. 0,5X Nutrient Agar besiyerinde aktiflestirilmis saf kiiltiirlerden hazirlanan
besiyerine 6ze ile ile ekim yapilmis ve 35 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda kahverengi — siyah renkte iireme goriilen izolatlar i¢in sonug pozitif kabul

edilmistir.

3.2.5. Coklu Antimikrobiyal Aktivite Gosteren izolatlarin Belirlenmesi
Antimikrobiyal aktivitenin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesinden sonra birden
fazla test organizmasina karsi aktivite gosteren izolatlar belirlenmistir. Bakteriyel ve
fungal izolatlara karsi birlikte aktivite gosteren 3 izolat tanilama, kiiltlir biiyiime
parametrelerinin  optimizasyonu antimikrobiyal etki tarzinin belirlenmesi ve

antimikrobiyal bilesenlerin karakterizasyonu ve saflastirilmasi ¢caligsmalari i¢in se¢ilmistir

3.2.6. Antimikrobiyal Aktivite Gosteren izolatlarin Tanilanmasi

3.2.6.1. izolatlarn kiiltiirel 6zelliklerinin belirlenmesi
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Izolatlarin kat1 besiyerindeki kolonilerin sekli, pigmentasyonlari, biiyiikliikleri, s1vi

besiyerinde sedimentasyon ve bulaniklik 6zellikleri belirlenmistir.

3.2.6.2. izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Gram Boyama Yontemi

Gram Boyama yontemi ve hiicre morfolojisi 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan

calismalar yontem 3.2.1° de verilmistir.

Endospor Boyama Yontemi

Coklu aktivite gosteren izolatlarin belirlenmesinden sonra hem Gram pozitif hem

Gram negatif test organizmalarina ve hem bakteriyel hem de fungal test organizmalarina

kars1 aktif oldugu belirlenen 13 izolat i¢in endospor boyama yapilmustir.

Endospor boyama yonteminin basamaklar1 agagida verilmistir:
izolatlarin endospor olusturup olusturmadiklarmi ve endosporlarin hiicre
icerisindeki pozisyonunu belirlemek amaciyla 0,5X Nutrient agar besiyerinde
gelistirilen kiiltiirler kullanilmistir.
Kolonilerden 6ze ile alinarak, lam iizerindeki suda yayildiktan ve agik havada
kurutulduktan sonra, alevden gecirilerek tespit edilmistir.
Daha sonra, sicak su buhari iizerine alinan lam iizerine malasit yesili ilave edilip,
5 dakika beklenmis ve distile su ile tekrar yikanmistir.
Preparatlara safranin boyasi ilave edilerek 30- 60 saniye beklenmis ve sonra
distile su ile yikanmistir.
Acik havada kurutulan preparatlar, mikroskop altinda 100x’lik immersiyon
objektifinde incelenmistir. Pembe olarak boyanan kisimlar hiicrenin vejetatif
kismi, yesil renkli goriinenler ise endosporlar olarak belirlenmistir. (Tamer vd.,

1984).

3.2.6.3. izolatlarn Filogenetik Ozelliklerinin Belirlenmesi

a. Genomik DNA izolasyonu

Endospor boyama yapilan 13 izolat i¢in bakteriyel DNA izolasyon (Magen HiPure) kiti

kullanilarak, tiretici firma talimatina gore gergeklestirmistir. DNA izolasyonu protokolii:

1. Bakteriyel siv1 kiiltiirden 1 ml alinarak eppendorf tiiplerine transfer edilir.
2. 250 ml buffer P1 ve 20 mikrolitre lizozim eklenir. Vortekslenir ve oda
sicakliginda 20 dk inkiibe edilir.
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3. 20 pl buffer SDS ve 20 mikrolitre proteinaz K eklenir. Iyice karistirilir ve
65 °C’de 30 dk inkiibe edilir.
4. 12.000 g‘de 3 dk. santrifiij edilir. Stipernatanttan 250 pl yeni ependorf tiipe
aktarilir.
5. Orneklere 250 ul Buffer DL ve 250 mikrolitre etanol (%96-100) eklenir,
vortekslenir.
6.  Hi Pure DNA mini kolon, 2 ml koleksiyon tiipii i¢ine konulur.
7. 6. adimdaki karisim kolona uygulanir. Kapak kapatilir ve 10.000 g’de 1 dk
santrifiijlenir.
8. Sivi kisim atilir ve koleksiyon tiipleri yeniden kullanilir. 650 pl Buffer GW2
eklenir. Kapak kapatilir ve 10.000 g’ de 1 dk santrifiijlenir.
9. Swvi kisim atilir ve ependorf tiipii yeniden kullanilir. 10.000 g’de 1 dk
santrifiijlenir.
10. Kolon steril ependorf tiiplere yerlestirilir ve filtrat iceren toplama tiipti atilir.
11. Kolon steril ependorf tiipe yerlestirilir ve filtrat iceren toplama tiipii atilir.
50-200 mikrolitre Buffer AE ya da dh2O eklenir. Oda sicakliginda 2 dk
inkiibe edilir ve 10.000 g ‘de 1 dk santrifiijlenir.
DNA miktar1 ve saflig1 spektrofotometre cihazinda A260, A280 ve A260/A280 oranina
bakilarak Ol¢iilmiistiir.
a. 16S rRNA geninin PCR yardimu ile ¢cogaltilmasi
Kullanilan primerler:
16S (Bacterial ve Archaeal universal primerler)
8F (forward 5’- AGA GTT GAT CCT GGC TCA G -3°)
1492R (reverse 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -3’)
Reaksiyon bilesenleri (50 pl i¢in) :
DNA -5puL
10X Buffer- 5 pL
dNTP karigimi (2 pM her biri)- 5 uL
MgCl; (25 mM)- 3 uL
Forward Primer (10 uM)- 1 pL
Reverse Primer (10 uM) — 1pL
Taq DNA polimeraz (5 U/ pL)- 0,3uL
PZR kosullart:
94 °C 5dk
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94 °C 1 dk

56 °C 1 dk x 35
72 °C 1 dk
72 °C 10 dk

PZR sonrasinda, elde edilen iiriinlerin bant biiyiikliiklerinin goriilmesi amaciyla
agaroz jel elektroforezi yapilmistir. %1,2 oraninda agaroz igeren jel 1XTAE (Tris acetate-
EDTA) buffer ile hazirlanmistir. Jel igerisine 10 ul Gel Red soliisyonu eklenmistir. PZR
tirtintinden 5 pl alinarak 2ul 6x yilikleme boyasi ile karigtirilmis ve agaroz igeren jelde
yiirlitilmistlir. Bant biiyiikliiklerinin belirlenmesi amaci ile 1 kb DNA Marker‘dan
yararlanilmistir. Elektroforez sonrasinda jel goriintiileme sistemi ile incelenmistir.

b. DNA Dizi Analizi

Tanilama ve sonraki ¢alismalar i¢in secgilen 4 izolatin 16S rRNA gen bdlgesi icin
PZR amplifikasyonu gergeklestirilerek elde edilen PZR iiriinlerinden ¢ift yonlii dizi
analizi yaptirilmistir. Dizi analizi BM Labosis firmasi tarafindan yapilmistir. Sonraki
donemde dizi analizi sonuglari “ApE” ve “Finch TV” programlari kullanilarak
diizenlenmis ve NCBI iizerinden Blast edilerek GenBank veri tabanlar1 ile

karsilastirilarak tiir diizeyinde tanilanmistir.

3.2.7. Antimikrobiyal Bilesiklerin Uretimi i¢in Kiiltiir Biiyiime Parametrelerinin
Optimizasyonu

Yiiksek verim ve miktarda antimikrobiyal bilesik izolasyonu icin segilen 4 izolat
i¢cin optimum biiylime kosullar1 spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir. Sicaklik, pH,
NacCl, bestiyeri i¢in optimum antimikrobiyal madde iiretim kosullari belirlenmistir.

Uygun sicakliklarin  belirlenmesi i¢in izolatlar aktiflestirilerek daha &nce
gelistirildigi besiyerlerine (0,1X Nutrient broth ve 0,5X Nutrient broth) %1 oraninda
astlanmistir (Sekil 3.4). Tiim izolatlar 30 ve 35 °C sicaklikta calkalayicida inkiibe
edilmistir. Calisilan kiiltiirlerden periyodik olarak (4 saatte bir) 6rnek alinarak 600 nm’de
spektrofotometrede olgiim  yapilmustir.  Olgiim  sonuglarina gore biiyiime egrisi
olusturulmustur.

[zolatlarin optimum antimikrobiyal aktivite sergiledigi besiyerlerinin belirlenmesi
icin 0,1X Nutrient broth, 0,5X Nutrient broth, Nutrient broth, TSB ve 0,1X TSB
besiyerleri kullanilmistir. Tlim izolatlar 6nceki asamada belirlenen optimum sicaklikta
calkalayicida inkiibe edilmistir. BP-2G-M ve BP-K9D-M izolatlar1 30 °C, BP-2F-M
izolat1 35 °C’ de duragan faza kadar inkiibe edilmistir. Calisilan kiiltiirlerden periyodik
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olarak (4 saatte bir) ornek alinarak 600 nm’de spektrofotometrede Slglim yapilmistir.
Olgiim sonuglarma gore biiyiime egrisi grafigi olusturulmustur.

Antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi i¢in uygun besiyerlerinin belirlenmesinden
sonra belirlenen besiyerleri pH 5, 7 ve 9 olacak Sekilde hazirlanmustir. izolatlar farkli pH
degerlerindeki besiyerinde ve dnceki asamalarda belirlenen optimum sicaklikta BP-2G-
M ve BP-K9D-M izolatlar1 30 °C, BP-2F-M izolati 35 °C’de inkiibe edilmistir.
Kiiltiirlerden periyodik olarak (4 saatte bir) 6rnek alinarak 600 nm’de spektrofotometrede
olgiim yapilmustir. Olgiim sonuglarina gore biiyiime egrisi grafigi olusturulmustur.

Farkli iiretim kosullan ile gergeklestirilen denemelerde logaritmik fazin basindan
itibaren alinan 6rnekler saklanarak sonraki antimikrobiyal madde tayinleri calismalarinda
kullanilmadan oOnce esit hacimde disklere emdirilmistir. Etkili olduklar1 test
organizmalari ile disk diflizyon testi yapilmis, en yiiksek zon ¢apina sahip oldugu iiretim
kosulu ve zaman belirlenmistir. En yiliksek inhibisyon zonunun oOl¢iildiigli {iretim

kosullart antimikrobiyal madde iiretim kosullar1 olarak belirlenmistir.

Sekil 3.4. izolatlarin farkl iiretim kosullarinda gelisimi

3.2.8. Antimikrobiyal Bilesiklerin Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

3.2.8.1. Kiiltiir Sivilarimin Toplanmasi

Calisma materyalini olusturan bakteri izolatlar1 0,5X Nutrient agar ortaminda
aktiflestirilmistir. Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda her bir izolatin optimum aktivite
gosterdigi besiyerleri belirlenen optimum pH’a ayarlanarak hazirlanmistir. BP-2F-M
izolat1 i¢in 0,1X TSB hazirlanmis ve pH 9 olarak ayarlanmistir. BP-2G-M izolat1 i¢in
Nutrient Broth hazirlanmis ve pH 7 olarak ayarlanmistir. BP-K9D-M izolat1 i¢in 0,5X

54



Nutrient Broth hazirlanmis ve pH 9 olarak ayarlanmistir. Uretim hacmi 500 ml olacak
Sekilde sivi besiyerleri 1000 ml’lik 4 sisede hazirlanmistir. Aktiflestirilmis izolatlar
inokiilim oram1 %1 olacak Sekilde optimizasyon calismalari sonucunda belirlenen
besiyerlerine asilanmistir. 250 rpm’de optimum aktivitenin belirlendigi sicakliklarda
inkiibe edilmistir. Kiiltiir sivilart 8000 g’de 10 dakika (+4 °C) santrifiijlenerek hiicresiz
siipernatantlar (CFS) steril eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Pelletlerin ise tartilarak kuru
agirliklar belirlenmistir. Hiicresiz slipernatantlar 0,22 pm membran filtreden gegirilerek
steril edilmis ve steril siselere aktarilmistir. Kiiltiir sivilar1 ¢aligmaya baslanincaya kadar

+4 °C’ de muhafaza edilmistir.

e N
3 vy

(A

Sekil 3.5. Izolatlarin s1v1 besi yerinde galkalayici inkiibatorde gelisimi

3.2.8.2. Protein tayini

Antimikrobiyal maddenin protein tabiatinda olup olmadiginin belirlenmesi igin
aktivitesi dnceden bilinen siipernatantlara son hacim 1 mg/ml olacak Sekilde proteinaz K
eklenmistir. Proteinaz K eklenen ve eklenmeyen siipernatantlarin aktivitesi etkili
olduklar1 bir indikatdr mikroorganizmaya kars1 disk diflizyon yontemi ile belirlenmis zon
caplar1 (mm) Ol¢iilmiistiir.

Orneklerdeki protein miktarlar1 Bradford metoduyla dl¢iilmiistiir (Bradford, 1976).
Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilmigtir. BSA standartlarinin
farkli derisimlerde hazirlanmasi ve Bradford metodunun uygulanmasi ABP Bioscience
Bradford Protein Assay kit kullanilarak iiretici talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir.

Yontem su agamalardan olusmaktadir:
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1. Tim standart ve test edilen ornekler 20 pl hacimde 96 kuyucuklu plakaya
pipetlenmistir. Kor olarak 20 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7)
kullanilmistir.

2. Her kuyuya 200 pl BCA Working reagent eklenerek karistirilmistir. Plaka 30 sn.

boyunca sallanmistir.

Plakanin tistii kapatilmistir ve 37 °C sicaklikta 30 dk. inkiibe edilmistir.

Plaka oda sicakliginda bekletilerek sogumasi saglanmistir.

562 nm dalga boyunda spekrofotometrede okuma yapilmustir.

AN AN

Belirlenen ol¢iimler kullanilarak her BSA standardi i¢in pg/ml cinsinden
konsantrasyona gore standart bir egri olusturulmustur.

Yontemin uygulanmasinda 96 kuyucuklu plakalar kullanilmis (Sekil 3.6) ve 562
nm spektrofotometrik 6l¢iim sonucuna gore protein standart egrisi olusturulmus ve kiiltiir

stvilarinin protein konsantrasyonu (pg/ml) belirlenmistir.

Sekil 3.6. Bradford protein tayin yontemi

3.2.9. Antimikrobiyal Maddenin Ekstraksiyonu

Kiiltiir sivilarinin toplanmasi ve steril edilmesinden sonra etil asetat ¢oziiciisii ile

ekstraksiyona tabi tutularak antimikrobiyal etkili maddenin izolasyonu amaglanmistir.
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Ekstraksiyon caligmalarinda 250 ml hacminde ayirma hunileri (Isolab) ile hazirlanan
deney diizenegi kullanilmistir (Sekil 3. 7). Ayirma hunisine 100 ml steril kiiltiir sivisi ve
100 ml etil asetat eklenerek 5 dk boyunca ¢alkalanmistir. 5 dk sonunda ayirma hunisinin
muslugu agilmis, sulu faz ve ¢oziicii faz1 dikkatli bir Sekilde farkli steril falconlara

alinmistir. Ekstraksiyon sonrasi alt fazin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon yontemi

ile belirlenmis ve Bradford yontemi ile protein tayini yapilmaistir.

Sekil 3.7. Kiiltiir stvilarmin etil asetat ¢oziiclisii ile ekstraksiyonu

3.2.10. ince Tabaka Kromatografisi

Antimikrobiyal etkili ekstraktin i¢inde bulunan farkli bilesiklerin olusturdugu
spotlarin belirlenmesinde ince tabaka kromatografisi kullanilmigtir. Ekstraksiyon
caligmalar1 sonucunda elde edilen BP-2F-M (Arthrobacter spp.), BP-2G-M
(Rhodoccoccus  erytropolis) ve BP-KOD-M (Streptomyces rubiginosohelvolus)
ekstraktlari ile kloramfenikol antibiyotigi 20x20 TLC plakalarina (silica gel G60 F254,
Merck) uygulanmistir. Tiim Ornekler taban kismindan 2-3 cm. yukarida olacak ve

yaklagik 0,5 mm capinda spotlar olusacak Sekilde mikropipet ile spotlanmistir. Spotlama
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islemi 3 kez tekrarlanmistir. Coziicli olarak 85:15 kloroform:metanol kullanilmistir.
Orneklerin spotlandig silika gel plakas1 20x20 TLC tanki igine yerlestirilmistir. Spotlarin
baslangi¢c noktasinin altinda kalacak miktarda 85:15 kloroform: metanol eklenerek
plakanin iistii kapatilmistir. Coziicli plakanin yaklasik 2/3” {inii gecene kadar karanlik
ortamda yiiriitiilmiistlir. Yiritme sonlandirildiginda plaka kurutulduktan sonra olusan
lekeler H, SO, c¢ozeltisi ile spreylenerek goriiniir hale getirilmis ve UV 15181 altinda
incelenmistir. Orneklerin Ry faktorii (geciktirme faktorii), ¢oziiciiniin gd¢ mesafesi ve

analitin gé¢ mesafesi dlgiilerek asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

RF : Geciktirme faktori

dR : Maddenin gé¢ mesafersi

dM : Coziiciiniin gb¢ mesafesi

RF = R (3.1)
~dM '

3.2.11. Antimikrobiyal Maddenin HPLC Analizi ile Karakterizasyonu

Antimikrobiyal etkili maddenin i¢inde bulunan farkli bilesiklerin karakterizasyonu
icin HPLC analizi yapilmistir. HPLC analizi T.C. Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde Shimadzu
Prominence marka HPLC cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. HPLC analizi ile
izolatlarin cesitli fenolik asitler, organik asitler ve vitaminler ac¢isindan karakterizasyonu
yapilmustir.

Fenolik ve flavanoid bilesik analizleri icin HPLC c¢alisma kosullar1 asagida
verilmistir.

Kullanilan Sistem: Shimadzu Prominence Marka HPLC
CBM: 20ACBM

Dedektor: DAD (SPD-M20A)

Kolon Firin1: CTO-10ASVp

Pompa: LC20 AT

Autosampler: SIL 20ACHT

Bilgisayar Programi: LC Solution

Kolon: Zorbax C18 (250*4,6 mm, 5 mikron)

Mobil Faz: A: %3 Formik asit B: Metanol
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Gradient programi: 93% A + 7% B for 3 min, 72% A + 28% B in 28 min, 67% A + 33%
B in 60 min, 58% A + 42% B in 62 min, 50% A + 50% B in 70 min, 30% A + 70% B in
75 min, 93% A + 7% B in 90 min.
HPLC analizinde Caponio vd., (1999) metodu modifiye edilerek kullanilmistir.
Askorbik asit analizleri icin HPLC ¢aligma kosullar1 asagida verilmistir.
Kullanilan Sistem: Shimadzu Prominence Marka HPLC
CBM: 20ACBM
Dedektor: DAD (SPD-M20A)
Kolon Firin1: CTO-10ASVp
Pompa: LC20 AT
Autosampler: SIL 20ACHT
Bilgisayar Programi: LC Solution
Kolon: ODS 4 (250 mm*4,6 mm, 5 pm) (GP Sciences, Inertsil ODS-4, Japonya)
Mobil faz: pH’s1 ortofosforik asitle 3’e ayarlanmis ultrasaf su.
Askorbik asit analizlerinde Aktas vd., (2015) tarafindan bildirilen yontem
kullanilmustir.
E vitamini (Alfa-tokoferol) analizleri i¢in HPLC ¢alisma kosullari asagida
verilmigtir.
Kullanilan Sistem: Shimadzu Prominence
Mobil Faz: Heptane: tetrahydrofuran (95:5, v/v)
Akis Hizi: 1,5 ml/dk.
Kolon Sicakligi: 40°C
Dedektor: Fluorescence Detector (Ex 295 nm, Em 330 nm)
Kolon: una Silica (250*4.6 mm, 5 um, Phenomonex, Torrance, USA)
System CBM: 20A controller
Autosampler: SIL-20AC HTA prominence
LC-20AT prominence pump
Tim numuneler mobil fazda ¢oziiliip enjekte edilmistir.
Butirik asit analizleri icin HPLC ¢alisma kosullar1 asagida verilmistir.
Kullanilan Cihazlar: Agilent 7697A Headspace
Agilent 7890A GC 5975C MS
Metot: Kolon sicaklik programi: 35 °C'de 5 dakika bekledikten sonra dakikada 50 °C'lik
artisla
150 °C'ye ulagilmakta ve bu sicaklikta 5 dakika beklenmektedir.
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Dedektor ve enjektor sicakligi: 200 °C ve 180 °C
Akis Hizt: 25 psi (He)
Needle: 90 °C
Transfer line: 120 °C
Vial oven: 85 °C
Termostat time: 5 dakika
Pressurize time: 0,5 dakika
Inject time: 0,08 dakika
Withdraw time: 0,5 dakika
4 g/4 ml numune alinmis headspace sisteminde enjekte edilmistir.
HPLC analizlerinde Yilmazer ve Se¢ilmis (2006) tarafindan bildirilen yontem
kullanilmistir (Y1lmazer ve Se¢ilmis, 2006).
Fenol analizleri i¢in HPLC calisma kosullar1 agagida verilmistir.
HPLC Metodu: Kullanilan Sistem: Shimadzu Prominence Marka HPLC
CBM: 20ACBM
Dedektér: DAD (SPD-M20A)
Kolon Firini: CTO-10ASVp
Pompa: LC20 AT
Autosampler: SIL 20ACHT
Bilgisayar Programi: LC Solution
Kolon: Zorbax C18 (250*4,6 mm, 5 mikron)
Mobil Faz: A: %3 Formik asit B: Metanol

Gradient programi: 93% A + 7% B for 3 min, 72% A + 28% B in 28 min, 67% A
+ 33% B in 60 min, 58% A + 42% B in 62 min, 50% A + 50% B in 70 min, 30% A +
70% B in 75 min, 93% A + 7% B in 90 min.

Benzoik asit analizleri i¢in ¢alisma kosullar1 asagida verilmistir.

HPLC Calisma Sartlar1:

Kullanilan Sistem: Shimadzu Prominence Marka HPLC
CBM: 20ACBM

Dedektor: DAD (SPD-M20A)

Kolon Firini: CTO-10ASVp

Pompa: LC20 AT

Autosampler: SIL 20ACHT
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Bilgisayar Programi: LC Solution
Kolon: Zorbax C18 (250*4,6 mm, 5 mikron)
Mobil Faz: A: %3 Formik asit B: Metanol
Gradient programi: 93% A + 7% B for 3 min, 72% A + 28% B in 28 min, 67% A + 33%
B in 60 min, 58% A + 42% B in 62 min, 50% A + 50% B in 70 min, 30% A + 70% B in
75 min, 93% A + 7% B in 90 min.
HPLC analizinde Caponio vd., (1999) tarafindan bildirilen metod modifiye edilerek
kullanilmustir.
Butirik asit, asetik asit ve propiyonik asit analizlari i¢in HPLC calisma kosullari
asagida verilmistir.
Kullanilan Cihazlar: Agilent 7697A Headspace
Agilent 7890A GC 5975C MS
Metot: Kolon sicaklik programi: 35 °C'de 5 dakika bekledikten sonra dakikada 50 °C'lik
artisla
150 °C'ye ulasilmakta ve bu sicaklikta 5 dakika beklenmektedir.
Dedektor ve enjektor sicakligi: 200 °C ve 180 °C
Akis Hizt: 25 psi (He)
Needle: 90 °C
Transfer line: 120 °C
Vial oven: 85 °C
Termostat time: 5 dakika
Pressurize time: 0,5 dakika
Inject time: 0,08 dakika
Withdraw time: 0,5 dakika
Fenol ve benzoik asit analizlari icin HPLC ¢alisma kosullar1 asagida verilmistir.
Kullanilan Sistem: Shimadzu Prominence Marka HPLC
CBM: 20ACBM
Dedektor: DAD (SPD-M20A)
Kolon Firin1: CTO-10ASVp
Pompa: LC20 AT
Autosampler: SIL 20ACHT
Bilgisayar Programi: LC Solution
Kolon: Zorbax C18 (250*4,6 mm, 5 mikron)
Mobil Faz: A: %3 Formik asit B: Metanol (Capoino vd., 1999).

61



Gradient programi: 93% A + 7% B for 3 min, 72% A + 28% B in 28 min, 67% A
+ 33% B in 60 min, 58% A + 42% B in 62 min, 50% A + 50% B in 70 min, 30% A +
70% B in 75 min, 93% A + 7% B in 90 min.

3.2.12. Antimikrobiyal Maddenin LC/Q-TOF MS Analizi ile Karakterizasyonu

Antimikrobiyal etkili ekstraktlarda bulunan ¢esitli primer ve sekonder metabolitler
LC- Q-TOF MS analizi ile belirlenmistir. Analiz sonucunda antimikrobiyal etkili
ekstraktlarda biyoaktif peptidler, antibiyotikler, sideroforlar, organik asitler saptanmaistir.
LC-Q-TOF MS analizleri Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi (MATAL) ‘nde yaptirilmistir.

LC- Q-TOF MS analizi cihaz bilgileri Cizelge 3.4’ te, ¢ozilicii kompozisyonu

Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.4. TOF/Q-TOF MS cihaz bilgileri

Cihaz Binary Pump
Model G1312B
Akis 0.400 ml/dk
Diisiik Basing Limiti 0.00 bar
Yiiksek Basing Limiti 425.00 bar
Maksimum Basing Gradienti 100.000 ml/min?
Stroke A Automatic Stroke Calculation A Evet

Stroke B Automatic Stroke Calculation B Evet

Stop Time

Stop Time Mode Time set
Stop Time 15.00 dk
Post Time

Stop Time Mode Kapali

Cizelge 3.5. TOF/ Q-TOF MS analizinden kullanilan ¢6ziicli kompozisyonu

Kanal Solvent Isim Yiizde

A H,0 % 100 H,0 %90
% 90 w/ % 0.1 Formik Asit

B ACN % 100 ACN %10

TOF/ Q- TOF MS analizi zaman ¢izelgesi Cizelge 3.6’ da, cihaz parametreleri
Cizelge 3.7’ de verilmistir.

Cizelge 3.6. TOF/ Q-TOF MS analizi zaman ¢izelgesi

ZAMAN A B

0,50 dk % 90 % 10
5,00 dk % 30 % 70
7,00 dk % 5 % 95
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10, 00 dk

% 5

% 95

12, 00 dk

% 30

% 10

Cizelge 3.7. TOF/ Q- TOF MS cihaz parametreleri

Cihaz Parametreleri

Parametre Deger
Gaz Sicakligi (°C) 290
Gaz Akisi (L/dk) 14
Nebulizator (psig) 35
Sheath Gaz Sicakligi 400
Sheath Gaz Akisi 10
Tarama Segmentleri Tarama Segment Parametreleri
Parametre Deger
VCap 4000
Nozzle Voltaj (V) 1000
Fragmentor 300
Skimmerl 0
OctopoleRFPeak 750
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Antimikrobiyal Aktivite Tarama Testlerinde Kullanilacak Izolatlarin

Belirlenmesi

Gram boya yontemi ve mikroskobik inceleme sonucunda 300 bakteri izolati
arasindan 130 tanesi Gram negatif, 170 tanesi Gram pozitif olarak belirlenmistir. Gram
pozitif olarak belirlenen 170 bakteri izolat1 antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi igin
kullanilmistir. Calisma i¢in segilen izolatlarin Gram boyama, hiicre morfolojisi ve koloni

morfolojisi 6zellikleri de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada test edilen mikroorganizmalarin koloni morfolojisi, Gram

boyama ve hiicre morfolojisi 6zellikleri

IZOLAT | KOLONI MORFOLOJISI GRAM BOYAMA
NO VE HUCRE
MORFOLOJISI
D-1C-M Krem rengi yuvarlak koloni Gram pozitif kok
D-1F-M Beyaz civik nokta koloni Gram pozitif kok
D-1A-N Beyaz kiigiik rizoid koloni Gram pozitif basil
D-1B-N Beyaz civik yuvarlak koloni Gram pozitif basil
D-1D-N Beyaz civik nokta koloni Gram pozitif kok
D-1K-N Beyaz nokta koloni Gram pozitif basil
D-3C-N Beyaz civik rizoit koloni Gram pozitif sporlu
kokobasil
D-3D-N Beyaz elips Sekilli koloni Gram pozitif sporlu
basil
D-3F-N Beyaz-krem rengi kenar1 tirtikli Gram pozitif basil
D-3B-R Beyaz kenar tirtikl1 koloni Gram pozitif
streptobasil
D-3C-R Beyaz nokta koloni Gram pozitif kok
D-3E-R Beyaz tam yuvarlak olmayan nokta koloni Gram pozitif basil
D-3F-R Aktinomiset benzeri kahverengi mat koloni Gram pozitif basil
D-3G-R Krem rengi nokta koloni Gram pozitif kok
D-3I-R Mat beyaz yuvarlak Gram pozitif basil/kok
D-3H-R Beyaz kiiciik civik elips seklinde Gram pozitif sporlu
basil
D-3J-R Krem rengi civik kenar1 tirtikli koloni Gram pozitif basil
D-3K-R Beyaz kiiciik civik elips seklinde Gram pozitif sporlu
basil
D-3L-R Beyaz mat elips Sekilli koloni Gram pozitif basil
D-3M-R Krem rengi civik kenar1 tirtikli koloni Gram pozitif sporlu
basil
D-K4A-N | Sar kiigiik nokta koloni Gram pozitif kok
D-K4C-N | Beyaz mat kii¢iik yuvarlak koloni Gram pozitif kok
D-K4D-N | Beyaz civik biiyiik rizoit koloni Gram pozitif sporlu
basil
D-K4E-N | Sar civik nokta koloni Gram pozitif kok
D-K4F-N Seffaf su damlasi seklinde yuvarlak Gram pozitif sporlu
basil
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D-K4G-N | Beyaz civik koloni Gram pozitif sporlu
basil
D-K4H-N | Seffaf su damlasi seklinde yuvarlak Gram pozitif sporlu
basil
D-K5C-R | Krem rengi civik nokta koloni- sivi besiyerinde tanecikli Gram pozitif basil
D-5A-N Beyaz civik yuvarlak Gram pozitif basil
D-K5G-N | Gomiilii mat beyaz yuvarlak Gram pozitif basil
D-K6D-R | Beyaz civik yuvarlak Gram pozitif basil
D-K6H-R | Beyaz civik nokta Gram pozitif basil
D-6F-R Krem rengi civik kenar1 tirtikli koloni Gram pozitif kok
D-6G-R Beyaz civik nokta koloni Gram pozitif basil
D-K6A-N | Parlak beyaz kenar1 tirtikli koloni Gram pozitif basil
D-K6D-N | Beyaz parlak nokta koloni Gram pozitif basil
D-K6F-N | Beyaz- seffaf nokta koloni Gram pozitif basil
D-K6J-N Beyaz civik kiigiik yuvarlak Gram pozitif basil
Y-K1A Kahve- bordo pudrali aktinomiset benzeri Gram pozitif basil
Y-K1C Beyaz civik kenart tirtikli Gram pozitif basil
Y-K1E Seffaf yuvarlak koloni Gram pozitif basil
Y-KI1F Pembe yuvarlak koloni Gram pozitif basil
Y-K1G Seffaf yuvarlak su damlasi benzeri Gram pozitif basil
Y-K1H Beyaz civik bulut benzeri Gram pozitif basil/
kokobasil
Y-KI1I Turuncu- sar1 kii¢iik yuvarlak koloni Gram pozitif basil
Y-K1J Parlak sar1 yuvarlak koloni Gram pozitif basil
Y-K1K Beyaz kiiciik kenari tirtikli koloni Gram pozitif basil
Y-KIN Krem rengi ortasi seffaf kenar tirtikl Gram pozitif kokobasil
Y-K1S Mat beyaz yuvarlak Gram pozitif basil
Y-KIT Beyaz civik biiyliik rizoit Gram pozitif kokobasil
Y-K1V Seffaf renkli yuvarlak koloni Gram pozitif basil
Y-K1Z Parlak sar1 yuvarlak koloni Gram pozitif
kok/kokobasil
K-K3A-N | Parlak beyaz elips koloni Gram pozitif
streptobasil
K-4A-N Mat beyaz pudrali aktinomiset benzeri Gram pozitif basil
K-4H-N Civik beyaz yuvarlak Gram pozitif basil
K-41I-N Beyaz kiiciik nokta Gram pozitif basil
K-4J-N Seffaf ortast mat beyaz Gram pozitif basil
K-K4A-N | Beyaz mat nokta koloni Gram pozitif kok
K-K4D-N | Mat beyaz nokta koloni Gram pozitif basil
K-K4G-N | Krem rengi civik nokta koloni Gram pozitif kok
K-K4L-N | Civik beyaz elips koloni Gram pozitif kok
K-K4M-N | Mat beyaz pudrali aktinomiset benzeri Gram pozitif basil
K-K4A-M | Krem rengi civik nokta koloni Gram pozitif basil
K-K4B-M | Beyaz mat nokta koloni Gram pozitif kok
K-K4C-M | Gri civik nokta koloni Gram pozitif basil
K-K4D-M | Beyaz mat pudrali (aktinomiset olabilir) Gram pozitif kok
K-K4F-M | Beyaz civik nokta Gram pozitif
streptobasil
K-K4G-M | Beyaz civik nokta Gram pozitif basil
K-K4H-M | Beyaz mat nokta Gram pozitif kok
K-K5C-N | Seffaf ¢ok kiiciik nokta koloni Gram pozitif basil
K-K5F-N Seffaf/beyaz ¢ok kii¢iik nokta Gram pozitif basil
K-6B-N Beyaz nokta koloni Gram pozitif basil
K-7A-M Seffaf nokta koloni Gram pozitif basil
K-K7B-R | Beyaz civik nokta koloni Gram pozitif sporlu
basil
K-K7C-R | Krem rengi kenar tirtikli koloni Gram pozitif basil
K-K7F-R Krem rengi civik koloni Gram pozitif basil
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K-7H-R Acik pembe ¢ok kiigiik nokta- Stvi besiyerinde turuncu Gram pozitif basil
pigmentasyon
K-7A-N Beyaz mat yuvarlak koloni Gram pozitif basil
K-7B-N Beyaz civik rizoit koloni Gram pozitif basil
K-7C-N Krem rengi civik rizoit koloni Gram pozitif kok
K-7D-N Parlak sar1 nokta koloni Gram pozitif kok
K-7E-N Beyaz civik nokta koloni Gram pozitif basil
K-7F-N Beyaz kenar tirtikli koloni Gram pozitif basil
K-7G-N Beyaz mat yuvarlak koloni aktinomiset benzeri Gram pozitif kok
K-7I-N Beyaz mat nokta koloni Gram pozitif basil
K-7J-N Beyaz mat nokta koloni Gram pozitif basil
IG-2E-R Kahverengi civik yaygin koloniler Gram pozitif basil/kok
IG-K2D-N | Beyaz civik yuvarlak Gram pozitif basil
1G-K2A-M | Beyaz civik yaygin koloniler Gram pozitif basil
1G-2B-M Sar1 biiyiik yuvarlak- Sivi besiyerinde tanecikli Gram pozitif basil
IG-2C-M Sar1 bilyiik yuvarlak- Sivi besiyerinde tanecikli Gram pozitif
streptobasil
[-K1D-R Beyaz civik kiigiik yaygin koloniler Gram pozitif basil
[-1A-R Beyaz civik kiigiik nokta Gram pozitif
streptobasil
I-1E-R Krem rengi biiylik yuvarlak ortasi koyu renk Gram pozitif kokobasil
[-KI1B-N Kiigiik parlak sar1 nokta- S1vi besiyerinde tanecikli Gram pozitif basil
I-3A-M Toprak rengi pudrali mat nokta koloni (aktinomiset olabilir) Gram pozitif basil
1-3C-M Pembe kiigiik nokta Gram pozitif basil
[-K3A-N Krem rengi civik biiyiik koloni Gram pozitif kokobasil
I-K3A-R Parlak sar1 yuvarlak koloni Gram pozitif kok
[-4A-M Beyaz civik nokta koloni Gram pozitif sporlu
basil
[-4B-M Beyaz mat nokta koloni Gram pozitif basil
[-K4C-M Beyaz civik biiyiik rizoit Gram pozitif kokobasil
I-5A-M Beyaz civik nokta koloni Gram pozitif basil
I-5D-M Beyaz biiyiik rizoit Gram pozitif kokobasil
I-K5A-M Seffaf kii¢iik nokta Gram pozitif basil
I-5A-R Beyaz civik rizoit Gram pozitif basil
I-5B-R Krem rengi civik biiyiik koloni Gram pozitif basil
I-5D-R Krem rengi civik biiyiik koloni Gram pozitif basil
[-K6D-M Beyaz kii¢iik nokta Gram pozitif basil
sporlu
I-7A-N Seffaf nokta koloni Gram pozitif basil
I-7B-N Seffaf kii¢iik nokta Gram pozitif basil/kok
I-8A-N Seffaf kii¢iik nokta Gram pozitif basil
I-8B-R Biiyiik krem rengi mat kenar1 tirtikli Gram pozitif kokobasil
I-8E-R Beyaz kiiciik nokta Gram pozitif basil
I-K8B-N Turuncu kiigiik yuvarlak nokta Gram pozitif basil
1-9C-N Seffaf kii¢iik nokta Gram pozitif basil
I-9D-N Seffaf kiiciik nokta Gram pozitif basil
[-K9B-N Parlak turuncu kii¢iik nokta Gram pozitif basil
I-11B-M Mat beyaz kiigiik nokta Gram pozitif sporlu
basil
I-11C-M Seffaf ¢ok kiigiik su damlasi nokta koloni Gram pozitif basil
I-11D-M Acik pembe civik nokta koloni Gram pozitif basil
BP-2C-M | Beyaz kiiciik civik elips Gram pozitif basil
BP-2F-M Krem rengi ¢ok kiiciik koloniler Gram pozitif basil/kok
BP-2G-M | Beyaz yuvarlak nokta koloni Gram pozitif basil
BP-2H-M | Beyaz yuvarlak nokta koloni Gram pozitif basil
BP-2A-N Beyaz civik ¢ok kii¢iik yuvarlak Gram pozitif sporlu
basil
BP-2F-N Krem rengi civik elips Gram pozitif basil
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BP-2A-R Beyaz civik yuvarlak Gram pozitif basil
BP-2B-R Beyaz civik yuvarlak Gram pozitif
streptobasil
BP-2H-R Beyaz ¢ok kiigiik nokta koloni- Sivi besiyerinde tanecikli Gram pozitif basil/kok
BP-K2B-R | Krem rengi nokta koloniler- Sivi besiyerinde tanecikli Gram pozitif
streptobasil
BP-K2C-R | Beyaz civik koloni Gram pozitif basil
BP-K2E-R | Krem rengi civik koloni Gram pozitif basil
BP-K2F-R | Beyaz mat kiiciik koloni Gram pozitif basil
BP-K2I-R | Krem rengi civik ¢ok kii¢iik koloni Gram pozitif basil
BP-K2J-R | Krem rengi civik tam yuvarlak olmayan koloni Gram pozitif basil
BP-K2K-R | Krem rengi civik koloni Gram pozitif basil
BP-3A-N Beyaz civik yuvarlak koloni Gram pozitif basil
BP-3B-N Krem rengi kii¢iik gdmiilii nokta koloni Gram pozitif basil
BP-3C-N Beyaz civik bulut benzeri koloni Gram pozitif sporlu
basil
BP-3B-M | Beyaz civik ¢ok kii¢iik yuvarlak Gram pozitif basil
BP-4B-N Beyaz mat nokta aktinomiset benzeri Gram pozitif basil
BP-4D-N Beyaz nokta gomiilii koloni Gram pozitif basil
BP-4B-R Mat koyu kahverengi nokta Gram pozitif basil
BP-4C-R Beyaz nokta gomiilii koloni Gram pozitif basil
BP-4E-R Krem rengi civik yuvarlak Gram pozitif basil
BP-4G-R Mat beyaz nokta Gram pozitif kok
BP-K5A- Beyaz civik ¢ok kiiciik yuvarlak Gram pozitif basil
M
BP-K5B- Beyaz civik nokta koloni Gram pozitif basil
M
BP-5D-R Krem rengi gomiilii nokta Gram pozitif basil
BP-§B-R Aktinomiset benzeri kii¢iik beyaz mat pudrali Gram pozitif basil
BP-8A-N Beyaz pudrali aktinomiset benzeri Gram pozitif basil
BP-8B-N Kahverengi pudrali nokta aktinomiset benzeri Gram pozitif
basil/streptobacl
BP-9A-M | Beyaz- krem rengi pudrali aktinomiset benzeri Gram pozitif basil
BP-K9B- Aktinomiset benzeri kii¢lik beyaz mat pudrali Gram pozitif basil
M
BP-K9DM | Aktinomiset benzeri kiiciik beyaz mat pudrali Gram pozitif basil
S-1A-R Parlak turuncu yuvarlak Gram pozitif basil
S-1F-R Beyaz civik yuvarlak Gram pozitif basil
S-1I-R Krem rengi mat yuvarlak (aktinomiset olabilir) Gram pozitif
basil/streptobacl
S-K1B-N Krem rengi civik kenar1 tirtikli koloni Gram pozitif basil
S-K1E-N Sari1 ¢ok kiigiik nokta Gram pozitif basil
S-K1F-R Krem rengi ¢ok kiigiik yuvarlak- Sivi besiyerinde koyu Gram pozitif
kahverengi pigmentasyon basil/kokobasil
S-K1G-R Kahverengi ortast beyaz pudrali aktinomiset benzeri Gram pozitif
basil/streptobasil
S-2D-R Seffaf kii¢lik nokta Gram pozitif basil
sporlu
S-3C-N Ortast mat kenar seffaf yuvarlak Gram pozitif basil
S-3D-N Beyaz mat gomiilii nokta Gram pozitif basil
S-3D-M Krem rengi kenar1 tirtikl ortasi pudrali koloni Gram pozitif kok
S-3G-M Krem rengi ortasi mat koloniler Gram pozitif basil
S-3A-R Krem rengi civik koloni Gram pozitif sporlu
basil
S-3E-R Krem rengi civik koloni Gram pozitif basil
S-4B-N Beyaz civik ¢ok kiiciik koloni Gram pozitif sporlu
basil
S-5C-R Beyaz civik ¢ok kiiciik yuvarlak koloniler Gram pozitif basil
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S-5D-R Beyaz civik ¢ok kiiciik yuvarlak koloniler Gram pozitif sporlu

basil
S-K5B-R Seffaf kiiciik yuvarlak koloni Gram pozitif basil
S-K6F-M | Aktinomiset benzeri kahverengi mat pudrali yuvarlak- sivi Gram pozitif basil

besiyerinde tanecikli

Yapilan c¢alismalar Gram pozitif bakterilerin antimikrobiyal aktivite agisindan
yiilksek potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. iran‘da bulunan Hampoil
Magarasinda yapilan ¢alismada izole edilen aktinomisetlerin %?25,3"linde en az bir test
susuna kars1 antimikrobiyal aktivite oldugu bildirilmistir (Hamedi vd., 2019).

Usta (2012) tarafindan yapilan ¢calismada Tiirkiye ‘de bulunan 25 farkli ilden toprak
orneklerinden izole edilen Bacillus sp. suslarinin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir.
57 izolatin 25’inde antibakteriyel aktivite saptanmistir (Usta, 2012).

Avgustin vd., (2019) tarafindan yapilan ¢alismada Sloven karst magaralarindaki
mikrobiyal matlardan izolasyon yapilmstir. Izolatlarin %71’ini Gram pozitif, %29 unu
Gram negatif bakteri izolatlar1 olusturmaktadir. izolatlarin %46’sinda antimikrobiyal
aktivite bildirilmistir.

Cil vd., (2016) tarafindan toprak aktinomisetleri ile yiiriitiilen ¢aligmada izolatlarin
10 patojen mikroorganizmaya kars1t etkili oldugu bildirilmistir. Calisma g
Actinomadura, bir Kribella, i¢ Micromonospora, iki Streptomyces cinsi bakteri izolatlar1
ile vyiriitilmistir. Calisma sonuglar1 Streptomyces cinsine ait suslarin  yiiksek
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gdstermistir.

2012’de denizlerden izole edilen Streptomyces suslari ile yapilan g¢alismada
izolatlarin S. aureus, E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa, A. niger ve C. albicans suslarina
kars1 aktivite gosterdigi bildirilmistir (Attimarad., 2012).

Yapilan ¢alismalar antimikrobiyal aktivite liretici mikroorganizmalarin ¢ogunlukla
Gram pozitif bakteriler oldugunu gostermektedir. Bu nedenle c¢aligmamizda

antimikrobiyal aktivite ¢alismalari icin Gram pozitif bakteriler segilmistir.

4.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

4.2.1. Kiiltiir Sivilarinin Toplanmasi

Calisma materyalini olusturan Gram pozitif bakteri izolatlar1 aktiflestirildikten
sonra 24, 48, 72 ve 96. saatlerin sonunda s1vi kiiltiirlerden 2’ ser ml alinarak eppendorflara
aktarilmistir. Eppendorflara almman sivi kiiltlirlerin 600 nm ‘de absorbans dl¢limii
yapilmigtir. Olgiim degerlerinin en yiiksek oldugu saatlere ait kiiltiir stvilar1 toplanarak

antimikrobiyal etkinin taranmasinda kullanilmistir. Izolatlarin siv1 kiiltiirlerinin 24, 48,
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72 ve 96. saatlerde Slgiilen absorbans degerleri Cizelge 4.2 de verilmistir. Cizelge 4.1° e
gore aktinomisetlerin karakteristik morfolojik 6zelliklerini gosteren izolatlarin sivi
kiiltiirleri 5-7 giin inkiibasyondan sonra toplanarak antimikrobiyal etkinin taranmasinda

kullanilmustir.

Cizelge 4.2. Siv1 kililtiirlerin 24, 48, 72 ve 96. saatlerde Ol¢iilen absorbans degerleri

Susun Kodu Absorbanseoonm
24 s. 48 s. 72s. 96 s.

Y-K1C 0,297 0,54 0,17 0,066
Y-K1F 0,162 0,791 0,307 0,046
Y-K1H 0,239 0,766 0,102 0,101
Y-K1J 0,148 0,598 0,115 0,278
K-K4A-N 0,09 0,539 0,121 0,142
K-4H-N 0,194 1,096 0,051 0,042
K-4J-N 0,281 0,401 0,119 0,432
K-4L-N 0,039 0,262 0,254 0,481
Y-KIT 0,154 0,217 0,78 0,243
BP-2A-M 0,151 0,329 0,522 0,122
BP-2G-M 0,42 0,51 0,57 0,294
BP-2F-M 0,552 0,124 0,689 0,193
K-K3A-N 0,837 0,139 0,227 0,486
K-K4B-M 0,683 0,102 0,183 0,168
K-K5F-M 0,639 0,141 0,086 0,185
D-1F-M 0,254 0,343 0,253 0,053
D-3D-R 0,25 0,794 0,421 0,053
D-3G-R 0,249 0,568 0,071 0,053
D-3H-R 0,095 0,571 0,081 0,051
D-3E-R 0,152 0,721 0,437 0,049
D-3J-R 0,376 0,303 0,195 0,164
D-3K-R 0,075 0,358 0,264 0,161
S-1A-R 0,125 0,214 0,322 0,107
S-K1F-R 0,167 0,423 0,506 0,553
S-K1E-N 0,348 0,386 0,371 0,687
S-K4E-N 0,044 0,12 0,137 0,351
S-2D-R 0,046 0,58 0,62 0,46
S-K5B-R 0,38 0,41 0,557 0,249
S-4B-N 0,592 0,724 0,748 0,762
D-K6A-N 0,144 0,282 0,372 0,266
K-7B-N 0,14 0,276 0,37 0,26
K-7C-N 0,147 0,249 0,358 0,146
K-4A-N 0,827 0,899 0,906 0,956
K-7H-R 0,134 0,157 0,206 0,371
BP-K2C-R 0,468 0,335 0,293 0,285
BP-K2I-R 0,477 0,428 0,44 0,431
BP-K2J-R 0,211 0,309 0,403 0,151
K-K5CN-N 0,152 0,337 0,401 0,408
BP-K2B-R 0,502 0,473 0,431 0,236
D-3M-R 0,295 0,336 0,398 0,443
K-K7C-R 0,162 0,166 0,199 0,429
D-K3C-N 0,229 0,299 0,326 0,408
D-K4D-N 0,381 0,226 0,191 0,04
D-3C-N 0,162 0,189 0,306 0,146
D-K4C-N 0,279 0,635 0,435 0,461
D-K6D-N 0,14 0,151 0,128 0,5
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BP-2B-R 0,378 0,373 0,375 0,1
BP-K2F-R 0,11 0,103 0,118 0,413
D-K6J-N 0,343 0,241 0,176 0,398
D-K6H-R 0,467 0,461 0,493 0,167
BP-3B-N 0,157 0,127 0,129 0,161
BP-K2E-R 0,257 0,283 0,374 0,18
Y-K1G 0,522 0,623 0,224 0,155
Y-K11 0,169 0,171 0,213 0,413
Y-K1S 0,281 0,222 0,233 0,273
B-4D-N 0,552 0,623 0,654 0,117
BP-5D-R 0,184 0,197 0,206 0,337
i-9D-N 0,337 0,401 0,408 0,396
i-K8B-N 0,217 0,558 0,54 0,492
i-K3A-R 0,406 0,363 0,391 0,378
i-5A-M 0,383 0,442 0,389 0,384
BP-K5B-M 0,383 0,422 0,402 0,389
i-K5B-N 0,403 0,227 0,2 0,19
i-7B-N 0,408 0,434 0,426 0,582
BP-2E-R 0,398 0,399 0,424 0,435
S-K5B-R 0,366 0,588 0,56 0,588
D-K4C-N 0,334 0,332 0,372 0,34
D-K4E-N 0,48 0,433 0,421 0,395
K-K4C-M 0,44 0,543 0,56 0,537
i-3C-M 0,361 0,498 0,485 0,521
i-K3A-N 0,311 0,252 0,257 0,395
i-1E-R 0,297 0,24 0,214 0,194
i-8B-R 0,233 0,258 0,313 0,332
i-8E-R 0,043 0,046 0,389 0,571
Y-KIN 0,156 0,322 0,549 0,566
Y-K1Z 0,434 0,353 0,398 0,606
D-1A-N 0,462 0,094 0,114 0,101
D-1B-N 0,047 0,047 0,067 0,449
D-1D-N 0,041 0,045 0,302 0,342
D-1K-N 0,187 0,266 0,353 0,316
D-3D-N 0,211 0,173 0,257 0,32
D-3F-N 0,101 0,243 0,186 0,224
D-K4A-N 0,294 0,297 0,387 0,35
K-7H-R 0,048 0,049 0,047 0,371
K-7E-N 0,129 0,268 0,424 0,324
iG-2E-R 0,112 0,46 0,342 0,345
S-K6F-M 0,389 0,365 0,341 0,335
BP-K2J-R 0,359 0,49 0,491 0,473
i-K1D-R 0,507 0,185 0,253 0,471

4.2.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Disk Difiizyon Yontemi ile Belirlenmesi

[zolatlarin antibakteriyel aktivite agisindan taramasinda agar disk difiizyon yontemi
kullanilmistir. Disk difiizyon testi 170 Gram pozitif bakteri izolat1 i¢in uygulanmigtir.
Disk difiizyon test sonuglarina gore izolatlarin yaklasik %25’ i en az 1 test organizmasina
kars1 aktivite gostermistir. Aktivite goriilen 41 izolatin yaklasik %51 ‘inin birden fazla
test organizmasia karst etkili oldugu tespit edilmistir. Tiim izolatlarin %35°1 P.
aureginosa’ya, %23’i E. coli’ye, %15°1 S. aureus’a, %13’i C. albicans’a, %10’u L.
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monocytogenes’e, %41 ise Penicillum spp.susuna karsi etki gostermistir. 12 izolatin 2
test organizmasina, 9 izolatin ise 3 test organizmasina kars1 etkili oldugu goriilmiistiir.
Aspergillus niger NRRL 363 test mikroorganizmasina karsi aktivite goriilmemistir.
Antimikrobiyal aktivite goriilen izolatlar, etkili olduklar1 test suslar1 ve Olgiilen zon
caplart (mm) Cizelge 4.3’te verilmistir. Disk diflizyon testi sonucunda olusan zon
goriiniimleri Sekil 4.1° de verilmistir.

Magaralardan izole edilen mikroorganizmalarin antimikrobiyal, antioksidan ve

antikanser aktivitelerinin bildirildigi cesitli calismalar mevcuttur.
Tiirkiye’de yapilan calismada Parsik magarasindan izole edilen 41 Actinobacteria
izolatinin ¢esitli Gram negatif, Gram pozitif bakteri ve fungus test suslarma karsi
antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Izolatlar E. coli (ATCC 8739), Metisilin direngli
S. aureus (MRSA) (ATCC 33591), P. aeruginosa (ATCC 9027), S. aureus (ATCC 6538),
S. epidermidis (ATCC 12228), ve C. albicans (ATCC 10231) suslarina karsi test
edilmistir. Tiim izolatlarin yalniz 2’ sinde C. albicans’a karsi aktivite goriilmiistiir. Ayrica
PCR temelli yontemlerle Poliketid sentaz (PKS) ve ribozomal olmayan peptit sentaz
(NRPS) gen kiimeleri arastinnlmigtir. Kiiltliir sivilarinin GC-MS analizi sonucunda
antimikrobiyaller, antioksidanlar, antikanser ve bilinmeyen bilesikler kaydedilmistir
(Rachid ve Giingor, 2022). Calismamizda da funguslara karsi goriilen aktivitenin
bakterilere kars1 goriilen aktiviteden daha az oldugu goriilmiistiir.

Jaroszewicz vd., (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada Szczelina Chochotowska
Magaras1 (Tatra Daglari, Polonya) cesitli Actinobacteria suslarimin Candida spp.,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus
suslarina karsi aktivitesi incelenmistir. Calisma sonuglar1 Streptomyces suslarinin
bakteriyel ve fungal etki gosterdiklerinin ortaya koymustur. Calismamizda da E. coli, P.
aeruginosa ve S. aureus suslarina karsi aktivite kaydedilmistir.

Lema vd., (2022) tarafindan Momela Soda Golii (Arusha National Park, Tanzanya)
toprak ve su Orneklerinden izole edilen 120 Actinobacteria izolatinin antibakteriyel
potansiyeli arastirilmistir. 44 izolatin S. aureus ve E. coli’ ye kars1 aktivite sergiledigi
goriilmistiir. Calismamizda antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin %15 ‘inin S.
aureus’ a, %23’liniin E. coli’ ye kars etkili oldugu goriilmiistiir.

2010' da yapilan caligmada Tiirkiye'deki 19 karstik magaranin tas duvar ve
speleothem yiizeylerinden ve toprak drneklerinden aktinomiset izole edilmistir. izole
edilen 290 izolattan 180 izolatin (%62), dort bakteri, iki maya ve dort filamentli fungustan

olusan indikatér mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivite sergiledigi
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bildirilmigtir

(Yamag,

2010).

Calismamizda

da

antimikrobiyal

aktivitenin

belirlenmesinde bakteri, maya ve kiif test mikroorganizmalar1 kullanilmis ve izolatlarin

%25°1 en az bir test mikroorganizmasina karsi etkili olarak saptanmistir.

Sekil 4.1. Disk difiizyon testi sonucunda olusan zon goriiniimleri

Cizelge 4.3. Antimikrobiyal aktivite goriilen izolatlar, etkili olduklar: test suslar1 ve

olgiilen zon ¢aplart (mm)

IZOLAT Test mikroorganizmalari
NO L. E. coli S. P. C. Penicillum
monocytogenes aureus aureginosa albicans sp.

D-1F-M 10+0,57 - - - - -
D-3C-N - 8+0,28 8+0,28 10+0,57 - -
D-3D-N - 15+0,57 - 18+1 - -
D-3F-N - 7+0 - 9+0,28 - -
D-3D-R - - - 12+1 - -
D-3I-R - - - - 15+1 -
D-3J-R - - - - 15+1 -
D-3L-R - - 12+0,57 | - - -
D-K4D- N 14+£1 - - - 18+1 -
D-K4G-N - 9+0,28 9+0,28 8+0,28 - -
D-K4H-N - 9+0,28 9+0,28 8,5+0,28 - -
D-K6A-N - 8 - - - -
Y-K1A - - - - 10£0,57 -
Y-K1J - - 12+0,57 | 9+0,28 - -
K-K3A-N - 10+0,57 11+0,57 | - - -
K-4I-N - - - 9+0,28 - -
K-K4C-M - - - - 19+1 -
K-K4D-M - 9+0,28 8+0,28 9+0,28 - -
K-K4H-M - - - 9+0,28 - -
K-7G-N - - 10£0,57 | - - -
K-K7B-R - - - - 18+1 -
BP-2F-M 10+0,57 - - 11£1 - 8+0,28
BP-2G-M - - - 14+£1 - 100,28
BP-K2B-R 15+1 - 15+1 - 10+0,28 -
BP-4B-N - 11+0,57 - 8+0,28 - -
BP-4D-N - - - 8+0,28 - -
BP-K9D-M 11+0,57 - - 11+0,57 - 9+0,28
S-1A-R - - 9+0,28 - -
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S-K1B-N - - 11£0,57 | - -

S-K1F-R - - - - 12+1

S-K1G-R - - - 9+0,28 -

S-3D-N - 8+0,28 - 7,540 -

S-3D-M - 9+0,28 - 6+0 -

S-3G-M - 9+0,28 - 8+0,28 -

S-3A-R - - - - 15+1

I-3A-M 14+1 8+0,28 - 8+0,28 -

[-4A-M 14+1 8+0,28 - 8+0,28 -

I-7A-N - - - 18+1 -

[-7B-N - 12+0,57 13+0,57 | - -

I-8A-N - - - 9+0,28 - -
[-11D-M - 10+0,57 - 10+0,57 - -

4.3. Antimikrobiyal Aktivite Gosteren Izolatlarin Ekstraselliiler Enzim ve EPS

Uretimlerinin Belirlenmesi

En az 1 test mikroorganizmasina kars1 etkili izolatlarin ekstraselliiler enzim liretimi
ve EPS iiretimi incelenmistir. Ekstraselliiler enzim testi sonuglarina gore izolatlarin %58’
inin proteaz, %73 iiniin katalaz, %39’unun amilaz, %7’ sinin jelatinaz enzimi aktivitesi
sergiledikleri goriilmiistiir. En az 1 test mikroorganizmasina kars etkili izolatlarda iireaz
enzim aktivitesi goriilmemistir. izolatlarin %24’iiniin ise EPS iirettikleri saptanmistir.
Ekstraselliiler enzim ve EPS iretimi testlerinin sonuglart Cizelge 4.4’te, deney
fotograflar1 Sekil 4.2 de verilmistir.

Kadiini Magarasindan (Antalya/Tiirkiye) izole edilen bakteri drnekleri ile yapilan
calismada izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi ve enzimatik profilleri arastirilmistir.
[zolatlarm S. epidermidis, B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, MRSA ve VRE
suslarina kars1 aktiviteleri incelenmistir. Tim izolatlarin %15,5’inin antimikrobiyal
aktivite sergiledigi saptanmistir. Tiim izolatlarin ¢ogunlugunda proteolitik enzim
aktivitesi, Gram pozitif izolatlarin yaklasik %10’unda amilaz, %50’sinde iireaz aktivitesi
goriilmiistiir. Gram pozitif bakterilerin %96 ’sinin, Gram negatif bakterilerin ise
%100’1liniin en az bir enzim aktivitesi sergiledigi bildirilmistir (Giingér vd., 2020). Bizim
calismamizda yalnizca Gram pozitif bakteriler antimikrobiyal aktivite ve enzim testleri
icin secilmis olup en yiiksek enzim aktivitesi oran1 %73 olarak katalaz enzimi i¢in
belirlenmistir.

Parsik Magarasindan (Kocaeli/Tiirkiye) izole edilen 321 bakteri izolati ile yiiriitiilen
calismada izolatlarin antibiyotik direncliligi, antimikrobiyal aktiviteleri ve enzimatik
profilleri incelenmistir. Antimikrobiyal aktivite testi sonuglaria goére toplam 129 izolatin
bakteri ve fungus test organizmalarma etkili oldugu belirlenmistir. Gram pozitif

izolatlarin yaklasik %10’unda amilaz, %30’unda {reaz aktivitesi goriilmiistiir
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(Candiroglu ve Giingor, 2020). Calismamizda izolatlarin %39’unda amilaz aktivitesi
goriilmiis olup iireaz aktivitesi kaydedilmemistir.

2023’te yapilan ¢alismada Amazon bolgesindeki magara topraklarindan izole
edilen mikroorganizmalarin antimikrobiyal ve enzimatik aktivitesi degerlendirilmistir.
Mikroorganizmalarin amilolitik, selliilotik ve proteolitik aktivitesi incelenmistir. Calisma
10 izolat ile yliriitiilmiistiir. Tiim mikrobiyal suglar arasinda 7 seliilolitik, 1 amilolitik, 2
fosfat ¢Oziindiiriicli, 3 nisasta ve kazein pargalayici olmak iizere proteolitik aktivite
goriilmiistiir. Izole edilen on mikrobiyal sus arasindan dordiinde B. subtilis ve K.
pneumoniae suslarina karst farkli duyarlilik derecelerinde antimikrobiyal aktivite
kaydedilmistir (Lima vd., 2023). Calismamizda amilaz aktivitesi %39, proteaz aktivitesi
%358 olarak saptanmis olup selliilolitik aktivite degerlendirilmemistir.

Vulcano Adasi'ndaki (Italya) s1g bir deniz menfezinden izole edilen Geobacillus
thermodenitrificans B3-72 susu tarafindan iretilen ekzopolisakaritin (EPS-2),
immiinomodiilator ve antiviral 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Calisma sonuglari,
viral enfeksiyonlarda bagisiklik yanitinin terapotik manipiilasyonu i¢in  EPS-2
kullantminin potansiyel yolunu gdstermistir (Arena vd., 2009).

Bakteriler hayatta kalabilmek i¢in bilesimi karbon kaynagi kullanma yeteneklerine
bagli olan EPS’yi biiylik miktarlarda sentezlemektedir. Macaristan’da yiiriitiilen
calismada iki farkli karst bolgesinden (Baradla ve Csodabogyos Magaralari) farkli
karbonatli speleotemlerin mikrobiyotasinin ortaya ¢ikarilmasi ve karsilastirilmasi
amaclanmigtir. Calisma, EPS’nin kalsiyum karbonat ¢oktiirmesinde rol oynadigini ortaya
koymustur (Lange-Enyedi vd., 2022). Calismamizda kullanilan bakteri kiiltiirleri de
magaralardan izole edilmis olup antimikrobiyal aktivite sergileyen izolatlarin %25’ inde

EPS iiretimi saptanmustir.

Cizelge 4.4. Antimikrobiyal etkili izolatlarin ekstraselliiller enzim ve EPS iiretimi

test sonuglari

izolat Kodu Proteaz | Katalaz | Amilaz | Ureaz | Jelatinaz | EPS
Uretimi
BP-2F-M + + - - - -
BP-2G-M - + - - - -
Y-K1J + + - - - +
BP-K9D-M + + + - - +
K-K3A-N + + + - - +
D-3L-R + + - - - +
BP-4B-N + + - - - -
BP-4D-N + + + - - +
S-K1B-N + + + - - +

)
N



Y-K1A

D-3D-R

D-1F-M

+ [+ [+

[-8A-N

I-7A-N

S-3D-N

K-K4C-M

+ [+

S-3A-R

+ [+

K-K4D-M

+

D-3C-N

+ [+ [+ [+

D-3D-N

+ [+ [+ [+ [+ |+ [+

D-3F-N

+ [+ [+ [+ [+ [+ [+

+ [+

[-4A-M

[-7B-N

+ [+

S-K1F-R

BP-K2B-R

+ [+

+ [+

D-K4G-N

D-K4H-N

+ [+ [+

D-K4D-N

+

+ |+

+ |+ [+ [+ [+ [+

[-3A-M

[-11D-M

+ |+

K-K7B-R

S-K1G-R

+ |+

+ |+ [+

K-7G-N

K-K4H-M

+

S-1A-R

+ |+ [+ [+ [+

+ [+

S-3D-M

S-3G-M

+

D-K6A-N

+ |+ [+

K-4I-N

+ [+

K-7G-N

D-3I-R
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Ureaz negatif

Jelatinaz Jelatinaz
pozitif negatif

| Katalaz poritif - Katalaz- .~
Bega

Amilaz pozitif

Sekil 4.3. Izolatlarin EPS iiretim ortaminda gelisimi

4.4. Coklu Antimikrobiyal Aktivite Gosteren izolatlarin Belirlenmesi

Disk diflizyon testi sonuglara gore izolatlarin test mikroorganizmalar: arasindan
Gram pozitif bakteri suslarina kars1 aktivitesi %41, Gram negatif bakteri suslarina karsi

aktivitesi %65, fungal test organizmalarina kars1 aktivitesi %29 olarak belirlenmistir. Test
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mikroorganizmalarina gore antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin Grafigi Sekil
4.4.’te verilmistir Cizelge 4.3’ te verilen P. aureginosa ve Penicillum spp.’ye kars1 etkili
BP-2G-M izolat1 ile L. monocytogenes, P. aureginosa ve Penicillum spp.’ye karsi etkili
BP-2F-M ve BP-K9D-M izolatlar1 tanilama, kiiltiir biliylime parametrelerinin
optimizasyonu antimikrobiyal etki tarzinin belirlenmesi ve antimikrobiyal bilesenlerin

karakterizasyonu ve saflastirilmasi ¢aligmalar i¢in segilmistir.

Cizelge 4.5. Coklu antimikrobiyal aktivite gdsteren BP-2F-M, BP-2G-M ve BP-K9D-M

izolatlarinin test mikroorganizmalarina kars1 inhibisyon zonlar1 (mm)

iZOLAT NO Test mikroorganizmalarina karsi inhibisyon zonlari1 (mm)
L. E. coli S. aureus | P. C. Penicillum
monocytogenes aureginosa albicans | spp.
BP-2F-M 10 - - 11 - 8
BP-2G-M - - - 14 - 10
BP-K9D-M 11 - - 11 - 9

Test Suslarina Gore Antimikrobiyal Aktivite
Gosteren izolatlar (%)

4%

J

15%

= [.monocytogenes ® E. coli S. aureus

= P. aureginosa = C. albicans Penicillum sp.

Sekil 4.4. izolatlarin test mikrorganizmalarina gore antimikrobiyal aktiviteleri (%)

Tiirkiye’deki karstik magara ornekleri ile yiiriitiilen ¢calismada magaralardan izole
edilen aktinomiset kiiltiirlerinin %33’{i sadece gram pozitif bakteriler, %27’ si sadece
Gram negatif bakteriler ve %15,17°si her iki grup lizerinde aktivite gosterdikleri,
%19’unun mayalar, %14,82’sinin kiifler tizerinde etkili olduklar1 bildirilmistir.
Calismamizda ise Gram negatif bakterilere karsi aktivitenin daha fazla oldugu
goriilmistiir (Yiicel ve Yamag, 2010).

Hindistan’ da bulunan magara izolatlari ile yapilan bir ¢alismada toplam 30 izolatin

S. typhii, S. aureus ve C. Albicans’a kars1 aktivitesi incelenmistir. Toplam 5 izolatin
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antibakteriyel aktivite gosterdigi, 2 izolatin ise C. albicans’a karst etkili oldugu
goriilmistiir. Bizim c¢aligmamizda kullanilan izolatlarin da antibakteriyel etkisinin C.
albicans’a kars1 goriilen etkiden daha fazla oldugu goriilmektedir (Yasir, 2018).

Mason (2015) ¢esitli magara izolatlarinin P. aureginosa biyofilmlerine kars etkili
oldugunu bildirmistir. Calismamizda P. aureginosa susuna etkili olan izolat sayisinin
diger test organizmalarina gore daha fazla oldugu goriilmektedir.

Ispanya’da bulunan ¢esitli magaralardan izole edilen nadir Actinobacterium
suslarinin antibakteriyel ve antifungal aktivitesi arastirilmistir. Suslarin Bacillus cereus,
S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve Acinetobacter baumannii patojen bakterileri ile
Aspergillus versicolor, Penicillium chrysogenum, Cladosporium cladosporioides,
Fusarium solani ve Ochroconis lascauxensis funguslarina kars1 etkisi belirlenmistir.
Calisma sonuclar1 Crossiella suslarimin  hem bakteri hem de fungus test
mikroorganizmalarina karsi etkili oldugunu gostermistir (Gonzalez-Pimentel vd., 2022).
Bizim calismamizda da ¢oklu antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlar arasinda hem
bakteri hem de fungus test mikroorganizmalarina karst etkili izolatlar oldugu
belirlenmistir.

Kanada’da yer alan karstik magaradan izole edilen bakteriler ile yiiriitiilen
calismada izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilmistir. Calismada 106 bakteri
izolatinin aktivitesi denenmistir. Calisma sonuglarina goére 5 bakteri izolat1 metisiline
direncli Staphylococcus aureus (MRSA) susuna kars1 antimikrobiyal 6zellik sergilemistir
(Walsh vd., 2023). Bizim ¢alismamizda test edilen bakteri izolatlarinin %15°1 S. aureus’
a karsi etkili bulunmustur.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismada Giimiishane’ de bulunan Akgakale, Kirklar (Altintas)
ve Kopriibast Magaralarindan 179 aktinomiset izolatinin antimikrobiyal aktivitesi
degerlendirilmistir. Calismada Gram pozitif ve Gram negatif bakteri suslari ile 1 maya
susu test mikroorganizmasi olarak kullanilmistir. Capraz ¢izgi testi sonuglarina gore
izolatlarin  %29,6’sinin en az bir test mikroorganizmasina karst etkili oldugu
kaydedilmistir. En az {i¢ test mikroorganizmasina karsi etkili aktinomisetler arasindan 26
izolatin filogenetik analizi yapilmistir. 16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore 24 izolatin
cesitli Streptomyces tiirleri, 2 izolatin ise Embleya scabrispora ve Couchioplanes
caeruleus ile benzerlik gosterdigi sonucuna varilmistir (Tiifekei vd., 2023).

Tiirkiye’de yapilan bagka bir ¢caligmada yapilan ¢alismada Kocaeli ilinde yer alan
Parsik Magarasindan izole edilen Actinobacteria izolatlarinin tanimlanmasi,

antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi ve {rettikleri biyoaktif bilesiklerin

78



arastirilmasi amaclanmistir. 28 tiirli Actinobacteria oldugu belirlenen 41 izolatin 16S
rRNA dizi analizi sonucunda Microbacterium ve Pseudarthrobacter en ¢ok tanimlanan
Actinobacteria cinsleri olarak belirlenmistir. Tanimlanan Actinobacteria suslarinda
amilaz, jelatinaz, seliilaz, deoksiriboniikleaz (DNAaz), iircaz ve kazein hidrolize edici
aktiviteler gozlemlenmistir. PCR agaroz jel elektroforezi ¢aligmalari yapilarak izolatlarin
%353'tiniin NRPS (Ribozomal Olmayan Peptid Sentetaz) geni, %32’sinin PKS (Poliketid
sentaz) geni tasidig1 saptanmistir. GC-MS analizi ile karakterizasyon yapilmis ve analiz
sonucunda ¢esitli biyoaktif peptidler ve bilinmeyen bilesikler kaydedilmistir (Rachid ve
Glingor, 2023). Calismamizda da antimikrobiyal aktivitesi belirlenen izolatlarin enzim
iiretme potansiyelleri degerlendirilmis ve biyoaktif bilesiklerin arastirilmasi
amagclanmistir.

Endonezya'nin Maros-Pangkep kentinde karst ekosisteminden toplanan toprak
ornekleri ile yiiriitiillen c¢alismada izolatlarin antifungal aktivitesinin belirlenmesi
amaglanmistir. Antifungal aktivitenin taranmasinda C. albicans ve A. niger'e kars1 etki
disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir. 8 aktinomiset izolatindan 2’ sinde antifungal
aktivite saptanmistir (Rante vd., 2024). Bizim c¢alismamizda A. niger'e karsi aktivite
goriilmezken C. albicans’ a kars1 izolatlarin %13’{inilin etkili oldugu goriilmiistiir.

2024’te yapilan calisma Portekiz ve Ispanya’ da bulunan karasal ve deniz
magaralarindan izole edilen farkli bakteri tiirlerinin biyoaktiviteleri arastirilmistir. Bu
suslardan elde edilen ekstraktlarda patojenik bakterilerin biiylimesini engelleme
potansiyeli, giliclii antioksidan etki ve meme kanseri hiicrelerine karsi aktivite
goriilmiistiir. izolatlar Gram pozitif bakteriler S. aureus, Staphylococcus epidermidis ve
Gram negatif bakteriler E. coli ve P. aeruginosa suslarina kars1 aktivite sergilemistir
(Gatinho vd., 2024). Bizim ¢alismamizda da S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa suslarina
kars1 etki goriilmustiir.

Oliveira vd., (2024) tarafindan vyiiriitilen c¢alismada Brezilya Amazon’da
topraklardan izole edilen aktinomisetlerin antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Calismada kullanilan izolatlardan elde edilen ekstraktlarin Gram pozitif
bakterilere ve C. albicans'a kars1 etkili oldugu goriilmiistiir. Calismamizda antimikrobiyal
aktivitesi degerlendirilen izolatlar da magara topraklarin izole edilmis olup Gram pozitif
bakteriler S. aureus ve L. monocytogenes’ € karsi aktivite sirasiyla %15 ve %10, C.

albicans'a kars1 aktivite %13 olarak belirlenmistir.
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Liu vd., (2024) tarafindan yiiriitilen ¢alismada magara kokenli fungus tiirii
Aspergillus fumigatus’ tan yeni benzofenon bilesikleri cavephenones A ve B
kesfedilmistir. Bilesiklerin antioksidan 6zellik sergiledigi bildirilmistir.

ABD’de yapilan calismada Missouri/ABD’ de bulunan magaradan c¢esitli
aktinomiset suslar1 izole edilmistir. Calisma sonucunda Streptomyces sp. susunun
Caveamides A ve B adli iki yeni metabolit tirettigi kesfedilmistir. Caveamide B’nin ¢esitli
kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksik aktivite ve MRSA ve E. coli'ye Kkarsi
antimikrobiyal aktivite sergiledigi kaydedilmistir (Hagar vd., 2024).

Yapilan ¢alismalar magaralardan izole edilen mikroorganizmalarin yeni biyoaktif

metabolitlerin kesfinde 6nemli bir kaynak oldugunu gostermektedir

4.5. Antimikrobiyal Aktivite Gosteren Izolatlarin Tamilanmasi

Izolatlarn Gram boyama, hiicre morfolojisi ve koloni morfolojisi 6zellikleri
antimikrobiyal aktivitenin disk difiizyon yontemi ile belirlenmesi c¢aligmalarinda
incelenmis olup, Cizelge 4.1°de verilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin disk difiizyon
yontemi ile belirlenmesi ¢alismalari sonucunda en az 1 Gram pozitif test organizmasina
ve en az 1 Gram negatif test organizmasina birlikte aktivite gdsteren ve en az 1 bakteriyel
test organizmasi ile en az 1 fungal test organizmalarina karsi birlikte aktivite gdsteren
izolatlar i¢in endospor boyama yapilmistir. 13 izolat i¢cin endospor boyama yapilmis ve 2
izolat i¢in endospor yapist gozlemlenmistir. Coklu antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi ¢alismalar1 sonucunda belirlenen 3 izolat i¢in endospor yapisi

goriilmemistir. Endospor boyama testi sonuglar1 Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Izolatlarin endospor boyama testi sonuglari ve hiicre morfolojisi

izolat No Endospor Boyama Hiicre Morfolojisi
D-K4C-N - Kok/kokobasil
D-K4D-N - Basil/streptobasil
BP-2F-M - Kok
BP-2G-M - Basil
I-3A-M - Kok
[-4A-M - Basil
I-7B-N - Kok
Y-K1J - Kok
D-3C-N - Basil
K-K4D-M + Basil/kokobasil
K-K3A-N + Basil/streptobasil
D-K4H-N - Basil
BP-K9D-M - Basil
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Coklu antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi ¢alismalari sonucunda segilen 3
izolatin 16S rRNA gen bolgesi i¢cin PZR amplifikasyonu yapilmistir. PZR ¢aligsmasinda
8F ve 1492R universal primerleri kullanilmistir. PCR iiriinleri elektroforez ile %1’°lik
agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Elektroforez sonucunda yaklasik 1500 baz ¢ifti boyutunda
bantlar goriilmiistiir (Sekil 4.4). Elde edilen PZR iiriinlerinden ¢ift yonlii dizi analizi
yaptirilmistir. Dizi analizi BM Labosis firmasi tarafindan yapilmistir. Dizi analizi

sonucunda yapilan tiir tanilamas1 ve NCBI erisim numaralar1 Tablo 4.5’ te verilmistir.

1500 bp

Sekil 4.5. PZR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi sonucunda goriintiilenen bant

goriiniimleri

Cizelge 4.7. Izolatlarin tiir tan1lamas1 ve NCBI erisim numaralari

IZOLAT KODU TUR NCBI ERISIM
NUMARASI
BP-2F-M Arthrobacter spp. 0Q300212
BP-2G-M Rhodoccoccus erytropolis 0Q300137
BP-K9D-M Streptomyces 0Q300132
rubiginosohelvolus

Calismamizda tiir tanilamas1 yapilan ¢oklu antimikrobiyal aktivite sergileyen 3
izolatin Actinobacteria subesine ait oldugu belirlenmistir. Actinobacteria, magara
habitatlarinda baskin bakteri subelerinden biridir ve tiirlerinin ¢ogu, hem su hem de
karasal ekosistemlerde bulunan serbest yasayan mikroorganizmalardir. Cesitlilikleri, yeni
antibiyotik maddeler de dahil olmak iizere biyolojik olarak aktif bilesiklerin iiretiminde

cok yonliilik gibi bu grubun ana Ozelliklerini saglamaktadir. Actinobacteria, yeni

81


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OQ300132

antibiyotiklerin arastirilmasinda, kesfedilmesinde ve gelistirilmesinde 6nemli bir rol
oynayan dogal iiriinlerin zengin bir kaynagini temsil etmektedir (Zhao vd., 2018).

Tatli su sedimentlerinden izole edilen ¢esitli Streptomyces tiirleri ile yapilan
calismada Streptomyces tiirlerinin E. coli, P. aeuginosa, S. aureus, B. subtilis, M. luteus
ve C. albicans suslarina karsi etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica etkili Streptomyces
suslarinin ¢esitli ugucu organik bilesikleri ve trimetoprim, flukanazol, ketoconazol,
rifamisin antibiyotiklerini tirettigi bildirilmistir (Zothanpuia vd., 2018).

Joshua vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada denizle iliskili bir ekosistemden
elde edilen aktinomiset izolatlarinin ¢oklu ilaca direngli insan patojenlerine kars1 etkisinin
taranmas1 amaglanmistir. Izolatlarin metisiline duyarli ve direncli Staphylococcus aureus
suslarina karsi antibakteriyel aktivitesi gézlemlenmistir. Acinetobacter baumannii'ye
kars1 aktif olan 2 sus icin 16S rRNA filogenetik analizi yapilmistir. Suslar Streptomyces
antibiyotikus ve Streptomyces rubiginosohelvolus olarak tanilanmistir. Streptomyces
rubiginosohelvolus olarak tanimlanan sus Acinetobacter baumannii, Enterobacter
aerogenes ve metisiline direngli Staphylococcus aureus’ a kars1 antibakteriyel aktivitesi
saptanmistir. Calismamizda S. aureus susu test organizmasi olarak kullanlmis, S.
rubiginosohelvolus BP-K9D-M susunun S. aureus’ a karsi etkisi goriilmemistir.

Lacey (2022) tarafindan toprak kokenli Actinobacteria tiirleri ile yapilan ¢alisma
Streptomyces spp’in zengin sekonder metabolit ¢esitliligini ortaya ¢ikarmigtir.
Streptomyces spp.'in spektroskopik yapisal analizi ve biyoaktivite profili sonucunda alt1
yeni konglobatin analogu ve 4 yeni aromatik asit ve yeni bir armeniaspirol C2 analogu
bildirilmistir.

Magaralardan izole edilen aktinomisetler, antibakteriyel, antioksidan ve antikanser
aktiviteleri olan yeni biyoaktif bilesikler nedeniyle son yillarda artan bir ilgi gérmiistiir.
Literatiir arastirmalari, basta Streptomyces, Micromonospora ve Nocardiopsis olmak
tizere bir¢ok aktinomiset cinsinin magara ekosistemlerinde bulundugunu gostermektedir.
Magara aktinomisetleri arasinda Streptomyces, yaygin olarak bulunmasi, hayatta kalma
yetenekleri ve metabolik ¢ok yonliiliigii nedeniyle en ¢ok caligilan cinstir (Farda vd.,
2022). Calismamizda ¢oklu antimikrobiyal aktivite sergiledigi belirlenen BP-K9D-M
izolat1 S. rubiginosohelvolus olarak tanilanmistir.

Szczelina Chochotowska Magarasindan (Tatra Daglari, Polonya) izole edilen
Actinobacteria tiirleri ile yapilan ¢calismada iki yeni Streptomyces susunun antibakteriyel,
antifungal ve antikanser etkileri aragtirilmistir. Streptomyces suslarinin E. coli, S. aureus,

P. aeruginosa ve C. albicans test suslarina karsi etklili oldugu belirlenmistir (Jaroszewicz
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vd., 2021). Calismamizda Streptomyces rubiginosohelvolus susunun en az bir Gram
pozitif ve Gram negatif bakteri ve fungal test organizmasina karsi etkili oldugu
gorilmistir.

Rhodococcus cinsine ait bakteriler, metabolik ¢ok yonliiliikleri, cok cesitli organik
bilesikleri par¢alama yetenekleri ve metal toksisitesi, kuruma ve yiiksek konsantrasyonda
organik ¢oziicliler gibi cesitli stres kosullarina karsi direngleri nedeniyle mikrobiyal
biyoteknoloji uygulamalari i¢in idealdir. Rhodococcus cinsi, klorlu alifatik ve aromatik
hidrokarbonlar, ¢esitli toksik molekiiller dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli organik bilesikleri
biyolojik olarak parcalama kapasiteleri nedeniyle, biyoremediasyon, biyotransformasyon
ve biyokataliz uygulamalar1 i¢in biiylik 6l¢iide arastirilmistir (Cappelletti vd., 2020).

Kitagawa vd., (2018) tarafindan cesitli bakteri kiiltiirii koleksiyonlarindan 80
Rhodococcus susunun biyoaktivitesi incelenmistir. Bes farkli Rhodococcus tiiriine ait 18
susun antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirlenmistir. Bu mikroorganizmalar
arasinda R. erythropolis tirline ait ¢ok sayida susun antibiyotik iirettigi saptanmistir.
Calismada R. erythropolis suslar1 antibiyotik {iretimine gore gruplara ayrilmistir.
Ozellikle antibiyotik iireten suslardan biri olan R. erythropolis JCM 6824'iin yeni bir
kinolin antibiyotik olan aurachin RE iirettigi agiklanmistir. Aurachin, Gram pozitiflere
kars1 giliglii bir aktivite sergilemistir. Rhodococcus erythropolis JCM 2895 susunda
bakteriyosin benzeri molekiil ve yapisal geni (rap) saptanmustir.

Yellamanda vd., (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Rhodococcus spp. susunun
biyoaktivitesi belirlenmis ve biyoaktif bilesenlerin analizi yapilmistir. Bu sustan izole
edilen bilesiklerin Gram pozitif ve Gram negatif bakteri, maya ve kiiflere karsi
biyoaktivitesi belirlenmistir. B. subtilis, B. cereus, B. megaterium, Corynebacterium
diphtheriae ve E. coli'ye kars1 antibakteriyel etkinin daha belirgin oldugu, maya ve
fuguslara kars1 ise daha az etki goriildiigii kaydedilmistir. Caligmamizda yapilan
antimikrobiyal aktivite testlerinde R. erythropolis susunun hem bakteriyel hem fungal
suslara kars1 etkili oldugu belirlenmistir.

Ramlawi vd., (2022) tarafindan c¢esitli Arthrobacter spp. suslari ile yapilan
calismada Arthrobacter humicola M9-1A, M9-2 ve M9-8 suslarinin ve Arthrobacter
psychrophenolicus M9-17 susunun antimikrobiyal aktivitesi in vitro olarak dokuz bitki
patojenine karsi degerlendirilmistir ve suslarin hiicresiz siipernatantlar1 domates
meyvesinde siyah kiif hastaliginin baskilanmasinda denenmistir. Sonuglar, A. humicola
MO-1A ve A. psychrophenolicus M9-17'nin test mikroorganizmast yedi patojenin

bliylimesini en ¢ok inhibe eden ve azaltan suslar oldugunu gostermistir. A.
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psychrophenolicus M9-17'in hiicresiz filtratlar1 ¢ogu patojenin bilylimesini azaltmistir.
Suslarin birine ait hiicresiz siipernatant haricinde tiim hiicresiz bakteriyel slipernatantlarin
domates meyvesindeki siyah kiifiin gelisimini baskiladig1i goriilmiistiir. ~ Ayrica
siipernatantlarin  Alterna alternata'min misel gelisimini azalttig1r belirlenmistir.  A.
psychrophenolicus susunun antifungal tetrapeptid olan Arthropeptide A iirettigi
belirlenmistir. Calismamizda Arthrobacter sp. susunun antibakteriyel aktivite ile birlikte
Penicillum sp. susuna kars1 antifungal etkisi de saptanmistir.

Arctic Okyanusundan izole edilen Arthrobacter spp. susunun V. anguillarum ve S.
aureus suglarinin gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir. Arthrobacter sp. susundan elde
edilen ekstraktlarin LC-MS analizi ile sekonder metabolit profili ortaya koyulmustur.
Analiz sonuglar ekstraktlarda arthrobasilin A, B ve C antibiyotiklerinin bulundugunu
gostermistir (Wietz vd., 2012).

Khangkhui Magarasindan (Manipur, Hindistan) izole edilen Arthrobacter
globiformis susu ile yiiriitiilen ¢alismada bu susun sekonder metabolit gen kiimeleri
arastirllmistic.  Arthrobacter  globiformis  genomunun analizi, desferrioksamin
biyosentetik gen kiimeleri, streptomisin biyosentetik gen kiimeleri, sideroforlar, tip III
poliketid sentaz gen kiimesini igeren sekonder metabolit gen kiimeleri ile benzerlik
oldugunu gostermistir (Sahoo vd., 2019).

Toprak kokenli mikroorganizmalar ile yapilan caligmada toprak kokenli
Arthrobacter sp. suglarinin Gram pozitif ve Gram negatif patojen bakterilerine kars etkili
oldugu kaydedilmistir (Bernacchi vd., 2024). Calismamizda Arthrobacter sp. BP-2G-M
susunun Gram pozitif bakteri L. monocytogenes’e ve Gram negatif bakteri P.
aureginosa’ya kars1 etkili oldugu goriilmiistiir.

Chen vd., (2024) tarafindan yapilan calismada Streptomyces sp. M5205 susunun
kiiltiir sivilarindan dogal tiriinlerin antifungal aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir.
Fusarium sp., Neopestalotiopsis sp ve Colletotrichum gloeosporioides suslaria karsi
aktivite kaydedilmistir. Bzim ¢alismamizda Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-
M susu fungal test organizmalarindan Penicillum sp.’ a kars1 etkili bulunmustur.

Nepal’ de farkli toprak ekosistemlerinden izola edilen mikroorganizmalar ile
yiiriitiilen calismada Streptomyces sp. PC1 susunun Gram pozitif ve Gram negatif patojen
bakterilerine kars1 etkili oldugu ve g¢esitli polipeptid, alkaloid, amino bilesikler,
diketopiperazin metabolitlerini iirettigi kaydedilmistir (Thapa vd., 2024). Caligmamizda
S. rubiginosohelvolus (BP-K9D-M) susunun Gram pozitif bakteri L. monocytogenes’e ve

Gram negatif bakteri P. aureginosa’ya karsi etkili oldugu goriilmiistiir.
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4.6. Antimikrobiyal Bilesiklerin Uretimi I¢in Kiiltiir Biiyiime Parametrelerinin

Optimizasyonu

Optimizasyon calismalarinda ¢oklu antimikrobiyal aktiviteye sahip ve filogenetik
tanilamas1 yapilan Arthrobacter spp. Bp-2F-M, R. erythropolis BP-2G-M ve S.
rubiginosohelvolus BP-K9D-M suslari i¢in optimum gelisme kosullar1 ve antimikrobiyal
etkinin goriildiigl optimum kosullar belirlenmistir. Tiim izolatlarin 30 ve 35 °C sicaklikta
gelistigi goriilmiistiir. Olgiim sonuglarina gére bilyiime egrisi grafigi olusturulmustur

(Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8).
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Sekil 4.6. Rhodoccus erythropolis BP-2G-M izolatinin farkl sicakliklarda biiylime

egrisi grafigi
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Sekil 4.7. Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M izolatinin farkli sicakliklarda
biiyiime egrisi grafigi
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Sekil 4.8. Arthrobacter sp. BP-2F-M izolatinin farkli sicakliklarda biiytime egrisi grafigi

Farkli sicaklik kosullari ile gerceklestirilen denemelerde logaritmik fazin basindan
itibaren alinan siipernatant ornekleri esit hacimde disklere emdirilerek tiim izolatlarin
etkili olduklar1 P. aureginosa’ ya karsi denenerek en yliksek zon capina sahip oldugu

iiretim kosulu ve zaman belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Farkl1 sicakliklarda gelistirilen izolatlarin disk difiizyon testinde

olusturduklar1 zon ¢aplar1 (mm)

Arthrobacter sp. Rhodoccoccus Streptomyces
BP-2F-M erytropolis rubiginosohelvolus
BP-2G-M BP-K9D-M
SAAT/SICAKLIK 30 °C 35°C 30 °C 35°C 30 °C 35°C
24 10 8 10 10 ) 10
28 11 8 10 1 ) 10
32 10 10 10 i ) 10
36 10 8 10 i 9 10
48 11 9 10 i 10 10
52 11 8 10 i 12 10
56 11 8 10 i 10 10
60 11 8 8 i 12 10
72 11 8 10 i 12 10
76 - - 11 i ) )

* 1 Zon olusumu goriilmemistir.

Spektrofotometrik dlgiimler sonucunda BP-2F-M ve BP-2G-M izolatlarinin 30 °C’
de, BP-K9D-M izolatinin ise 35 °C de optimum gelisim gosterdigi belirlenmistir. Disk
difiizyon testi sonuglarina gore optimum antimikrobiyal aktivitenin goriildiigii sicakliklar
ise BP-2F-M izolat1 igin 35 °C iken, diger iki izolat i¢in 30 °C olarak belirlenmistir.

Izolatlarin optimum antimikrobiyal aktivite gdsterdigi besiyerlerinin belirlenmesi
i¢in 0,1X Nutrient broth, 0,5X Nutrient broth, Nutrient broth, TSB ve 0,1X TSB ortamlar1
kullanilmistir. Tiim izolatlar 6nceki asamada belirlenen optimum sicaklikta ¢alkalayicida
inkiibe edilmistir. BP-2F-M izolat1 35 °C’ de diger iki izolat ise 35 °C de inkiibe
edilmistir. Calisilan kiiltiirlerden periyodik olarak (4 saatte bir) 6rnek alinarak 600 nm’
de spektrofotometrede Ol¢iim yapilmistir. Tiim izolatlarin 0,1X Nutrient broth, 0,5 X
Nutrient broth, Nutrient broth, TSB ve 0,1X TSB ortamlarinda gelistigi goriilmiistiir.
Olgiim sonuglarma gére biiyiime egrisi grafigi olusturulmustur (Sekil 4.9, 4.10 ve 4.11).
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Sekil 4.9. Streptomyces rubiginosohelvolus BP- K9D-M izolatinin farkli gelisimini

gosteren bliylime egrisi grafigi
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Sekil 4.10. Rhodoccus erythropolis BP-2G-M izolatinin farkli besiyerlerinde gelisimini

gosteren biiylime egrisi grafikleri

88



BP-2F-M

1,4
1,2
5 1 .
L - N—
a 0,8 =
: —
<
£ 06 //
o
3
< 04 ——
0,2 /
0
0,1 X TSB TSB NB 0,5 X NB  e====0,1 X NB

Sekil 4.11. Arthrobacter sp. BP- 2F-M izolatinin farkli besiyerlerinde gelisimini

gosteren bilylime egrisi grafikleri

Farkli besiyerleri ile gergeklestirilen denemelerde logaritmik fazin basindan
itibaren alinan siipernatant ornekleri esit hacimde disklere emdirilerek tiim izolatlarin
etkili olduklar1 P. aureginosa’ya kars1 denenerek en yiiksek zon ¢apina sahip oldugu

tiretim kosulu ve zaman belirlenmistir (Cizelge 4.9 ve 4.10).

Cizelge 4.9. Farkl1 besiyerlerinde gelistirilen Streptomyces rubiginosohelvolus BP-
K9D-M ve Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M izolatlarin disk difiizyon testinde

olusturduklar1 zon ¢aplart (mm)

Denenen Suslar
Inkiibasyon Streptomyces rubiginosohelvolus Rhodoccoccus erytropolis
zamani BP-K9D-M
BP- 2G-M
0,1X | TSB | 0,1X | 0,5X | NB 0,1X | TSB | 0,1X | 0,5X | NB
Besiyeri | TSB NB NB TSB NB NB
24 11 11 11 ) 11 10 9 10 ) )
28 11 8 11 ) 12 9 10 10 ) 12
32 11 10 11 ) 12 10 10 * ) 10
36 11 12 11 9 12 8 11 * ) 10
48 10 12 11 10 12 10 11 * ) 12
52 10 11 11 12 14 - - - - -
56 10 11 11 10 13 - - - - -
60 10 11 11 12 13 - - - - -
72 10 11 11 12 11 - - - - -

* : Zon olusumu goriilmemistir.

** : Belirtilen saatlerde 6lgiim yapilmamustir. Inkiibasyon siiresi belirtilen saatlerden énce tamamlanmugtr.
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Spektrofotometrik dl¢limler sonucunda Rhodoccoccus erytropolis ~ BP-2F-M ve
Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M izolatlarinin TSB besi yeri ortaminda, BP-
2G-M izolatinin ise Nutrient broth besi yeri ortaminda optimum gelisim gosterdigi
belirlenmistir. Disk difiizyon testi sonuglarina gore optimum antimikrobiyal aktivitenin
goriildiigl besi yeri ortamlar1 ise Rhodoccoccus erytropolis BP-2F-M izolat1 i¢in 0,1X
TSB, Arthrobacter sp. BP-2G-M izolati i¢in Nutrient Broth, Streptomyces
rubiginosohelvolus BP-K9D-M izolat1 i¢in ise 0,5X Nutrient Broth olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Farkl1 besiyerlerinde gelistirilen Arthrobacter sp. BP-2F-M izolatlarin

disk difiizyon testinde olusturduklari zon ¢aplart (mm)

Arthrobacter sp. BP-2F-M

SAAT/BESIYERI 0,1X TSB | TSB 0,IXNB |05XNB |NB
24 i i 10 8
28 i i 11 8
32 i i 10 10
36 * * 10 * 8
48 < % 11 * 8
52 11 i 11 * 8
56 11 * 11 * 8
60 11 * 11 * 8

* 1 Zon olusumu gorillmemistir.

Antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi i¢in uygun besiyerlerinin belirlenmesinden
sonra belirlenen besiyerleri pH 5, 7 ve 9 olacak Sekilde hazirlanmustir. izolatlar farkli pH
degerlerindeki besiyerinde ve onceki asamalarda belirlenen optimum sicaklikta inkiibe
edilmistir. Kiiltiirlerden periyodik olarak (4 saatte bir) ornek alinarak 600 nm’ de
spektrofotometrede Ol¢iim yapilmistir. Arthrobacter sp. BP-2F-M izolat1 i¢in pH 5
ortaminda iireme goriilmemistir. Olciim sonuclarina gore bilyiime egrisi olusturulmustur

(Sekil 4.12, 4.13 ve 4.14).
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Sekil 4.12. Arthrobacter sp. BP- 2F-M izolatinin farkli pH igeren gelisimini gosteren
biiyiime egrisi grafikleri
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Sekil 4.13. Rhodoccus erythropolis BP-2G-M izolatinin farkli pH igeren gelisimini

gosteren bliylime egrisi grafigi
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Sekil 4.14. Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M izolatinin farkli pH iceren besi yeri

ortamlarinda gelisimini gosteren biiyiime egrisi grafigi

Farkli pH iceren besi yeri ortamlar1 ile gergeklestirilen denemelerde logaritmik
fazin basindan itibaren alinan slipernatant 6rnekleri esit hacimde disklere emdirilerek tiim
izolatlarin etkili olduklart P. aureginosa test organizmasina kars1 denenerek en yiiksek

zon ¢apina sahip oldugu iiretim kosulu ve zaman belirlenmistir

Cizelge 4.11. Farkli pH degerlerinde gelistirilen izolatlarin P. aureginosa’ya karst

olusturduklar1 zon ¢aplart (mm)

Denenen Suslar
Streptomyces
Rhodoccoccus rubiginosohelvolus | Arthrobacter
erytropolis BP-2G-M | BP-K9D-M sp .BP-2F-M
H
Inkiibasyon zamani Esa 5 7 9 7 9 7 9
28 * * * * * 9 8
32 8 8 ) ) ) 9 8
36 9 9 ) ) ) 9 8
48 9 9 ) ) ) 9 8
52 8 9 ) ) ) 9 8
56 9 11 9 - 9 9 8
60 9 8 11 ) 9 9 8
72 P P ¥ . 9 « 3

* : Zon olusumu goriilmemistir.
Spektrofotometrik Olgiimler sonucunda BP-2F-M izolat1 i¢in pH 5°te iireme
goriilmezken pH 7 ve 9°da yakin degerlerde iireme goriilmiistiir. BP-2F-M izolatinin hem

optimum gelisim hem de optimum antimikrobiyal etki gosterdigi iiretim kosulu pH 7
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olarak belirlenmistir. BP-2G-M izolatinin pH 5, 7 ve 9° da gelisim gosterdigi degerler
birbirine yakin olarak belirlenirken, disk diflizyon testleri sonucunda optimum iiretim
kosulu pH 7 olarak belirlenmistir. BP-K9D-M izolat1 i¢in hem optimum gelisim hem de
optimum antimikrobiyal aktivite pH 9’ da goriilmiistiir.

Sicaklik, pH, besiyeri parametreleri ile yapilan disk difiizyon testleri
sonuglandiktan sonra izolatlar etkili olduklar1 diger test organizmalarina kars1 belirlenen
optimum parametreleri ve farkli pH degerlerini iceren ortamlarda denenmistir. Esit
hacimde emdirilen ve en yliksek inhibisyon zonunun gercgeklestigi iiretim kosullar
antimikrobiyal madde iiretim kosullar1 olarak belirlenmistir. Farkli tiretim kosullari ile
gerceklestirilen denemelerin sonucunda Olgiilen zon caplart Cizelge 4.12 ve 4.13’te

verilmistir.

Cizelge 4.12. Farkli pH degerlerinde gelistirilen izolatlarin Penicillum sp.’a karst

olusturduklart zon ¢aplart (mm)

pH DENENEN SUSLAR
Mn\ Rhodoccoccus Streptomyces rubiginosohelvolus BP-
zamani erytropolis BP-2G-M K9D-M
pH 5 pH 7 pH9 pH 5 pH 7 pH 9

* 1 Zon olusumu goriilmemistir.

Cizelge 4.13. Farkli pH degerlerinde gelistirilen izolatlarin L. monocytogenes’ e kars

olusturduklar1 zon ¢aplart (mm)

DENENEN SUSLAR
pH Arthrobacter sp. Streptomyces rubiginosohelvolus
BP-2F-M BP-K9D-M
. pH 7 pH9 pH 5 pH7 pH9
nkiibasyon zamani
28 8 12 : ) )
32 8 11 i ) )
36 8 11 i ) )
48 8 11 : 8 )
52 8 11 : 8 )
56 8 9 i 9 )
60 8 8 i 9 )
72 8 8 i 9 )

* 1 Zon olusumu goriillmemistir.
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Penicillum  sp. test mikroorganizmasina karst optimum  aktivitenin
degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen pH denemelerinde Arthrobacter sp. BP-2G-
M izolat1 i¢cin pH 5, Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M izolat1 i¢in pH 7
kosullarinda optimum antifungal aktivite gorilmiistir. L. monocytogenes test
mikroorganizmasina optimum aktivitenin degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen pH
denemelerinde ise Arthrobacter sp. BP-2F-M izolati i¢in pH 9, Streptomyces
rubiginosohelvolus BP-K9D-M izolatt i¢in pH 7 kosullarinda optimum aktivite
gorilmistiir. Arthrobacter sp. BP-2F-M izolat1 Penicillum sp.’ a karsi etkili olmadigi i¢in
optimizasyon ¢alismalarinda bu susa kars1 denenmemistir. Rhodoccoccus erytropolis BP-
2G-M izolat1 ise L. monocytogenes’ e Kkarst etkili olmadigl igin optimizasyon
calismalarinda bu susa kars1 denenmemistir. Tiim optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda

belirlenen optimum antimikrobiyal madde iiretim kosullar1 Cizelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.14. Optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda belirlenen optimum antimikrobiyal

madde iiretim kosullart

IZOLATLAR SICAKLIK BESIYERI pH SAAT
Arthrobacter sp. BP-2F-M 35°C 0,1X TSB 9 52
Rhodoccoccus erytropolis 30 °C Nutrient broth 7 48
BP-2G-M

Streptomyces rubiginosohelvolus 30 °C 0,5X Nutrient broth 9 56
BP-K9D-M

Krubera-Voronja Magarasindan izole edilen 874 mikroorganizma kiiltiirii ile
yiritiilen caligmada izolatlarin %14 ’liniin  antibakteriyel aktivite sergiledigi
belirlenmistir. Iki izolat, iki Gram pozitif test mikroorganizmasma kars1 yiiksek
aktiviteleri nedeniyle optimizasyon ve karakterizasyon g¢alismalar1 icin secilmistir. Her
iki susun Firmicutes subesinde yer alan Bacillaceae familyasina ait oldugu belirlenmistir.
Antibakteriyel bilesiklerin iiretimini optimize etmek amaciyla besin konsantrasyonu, besi
yeriortami, pH, sicaklik ve havalandirmanin kiltiir biiylimesi tiizerindeki etkileri
incelenmistir. Besin konsantrasyonunun etkilerini belirlemek i¢in 1X Tryptic Soy Broth
(TSB), 0,5X TSB ve yiiksek oranda besleyici igerigi bulunan BHI Broth kullanilmigtir.
pH'n etkisini test etmek i¢in, biiylime ortam1 50 mM Tris-HCI tamponunda pH 7, 8 ve 9
olarak hazirlanmistir. Suslardan biri i¢in en yiiksek optik yogunluk (600 nm) ve en yliksek
antimikrobiyal aktivite 0,5X TSB ortaminda goriilmiistiir. Diger sus i¢in TSB ve 0,5X
TSB'de benzer maksimum optimum yogunluk ve antibakteriyel aktivite elde edimistir

ancak biiylime oraninin 0,5X TSB'de daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada
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pH 7 besi yeri ortami1 ve 30 °C sicaklik her iki sug i¢in optimum biiyiime ve antimikrobiyal
etki parametreleri olarak belirlenmistir (Klusaite vd., 2016). Calismamizda da
magaralardan izole edilen suslarin optimum gelisme ve tiretim kosullar1 belirlenmis olup
Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M ve Arthrobacter sp. BP-2F-M izolatlar1 igin
en yliksek absorbans degeri 1X TSB ortamui i¢in belirlenmistir. Arthrobacter sp. BP-2F-
M izolatinin en yiiksek zon ¢apinda aktivite gosterdigi besiyeri 0,1X NB ve Streptomyces
rubiginosohelvolus BP-K9D-M izolat1 i¢in ise 0,5X Nutrient broth olarak belirlenmistir.
Optimum biiyiime 3 izolat icin de 35 °C'de gerceklesirken optimum antimikrobiyal
aktivite 2 izolat i¢in 30 °C bir izolat i¢in 35 °C de goriilmiistiir. Hem optimum biiyiime
hem de optimum antimikrobiyal etki pH 7 ve pH 9’ da goriilmiistiir.

Khattab vd., (2016) tarafindan yiiriitiilen calismada Kizil Deniz (Sudan) toprak
sedimentlerinden izole edilen 50 Streptomyces spp. susunun yiiksek verimde
antimikrobiyal etkisini belirlemek i¢in kiiltiir biiyiime kosullarinin optimizasyonu
yapilmistir. Staphylococcus aureus ve Escherichia coli test organizmalarina etkili
izolatlarin optimum aktiviteleri TSB ortaminda, farkli sicaklik ve farkli pH iceren
ortamlarda yapilan denemelerle belirlenmistir. Optimizasyon calismalar1 sonucunda
Streptomyces sp. suslarinin optimum aktivite sergiledigi kosullar 7- 7,5 pH ve 30 °C
sicaklik olarak belirlenmistir. Calismamizda Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-
M susunun optimum antimikrobiyal aktivite gosterdigi sicaklik 30 °C iken optimum
pH’1n 9 oldugu belirlenmistir.

Ibnouf (2021) tarafindan Sudan, Hartum'daki farkli yerlerden toplanan toprak
orneklerinden izole edilen aktinomiset suslari ile antimikrobiyal aktivite calismasi
yapilmistir. Suslar Gram pozitif, Gram negatif bakteri, maya ve funguslara karsi
antimikrobiyal aktiviteleri a¢isindan degerlendirilmistir. Test mikroorganizmasi olarak B.
subtilis, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, Proteus vulgaris, P. aeruginosa, Salmonella
typhimurium, A. niger ve C. albicans kullanilmistir. Sicaklik, pH ve 151k, ¢alkalama,
havalandirma ve fermantasyon siiresi gibi ¢esitli fermantasyon kosullar1 da maksimum
antibiyotik iretimi i¢in yapilandirilmistir. 62 izolattan %]18'inin test organizmalarindan
en az birine kars1 aktif oldugu goriilmiistiir. Bir susun (O-7), diger izolatlardan ¢ok daha
genis bir spektrum gosterdigi belirlenmistir. Bu sus i¢in optimum fermantasyon kosullari
sicaklik 28 °C, pH 7.0, calkalama 180 rpm ve fermantasyon siiresi 96 saat olarak
belirlenmigtir. Caligmamizda iki izolatin antimikrobiyal madde iiretimi i¢in optimum

sicaklik 30 °C iken bir izolat igin de 35 °C olarak belirlenmistir. Izolatlarm biri pH 7°de
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diger ikisi pH 9°da daha fazla aktivite gostermistir. Optimum kosullarin saglandigi

fermentasyon siireleri ise 48, 52 ve 56. saat olarak belirlenmistir.

4.7. Antimikrobiyal Maddenin Ekstraksiyonu, Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

Antimikrobiyal etkili maddenin ekstraksiyonu kiiltiir sivilarinin toplanmasi,
antimikrobiyal etkili maddenin protein tabiatinda olup olmadiginin belirlenmesi ve
protein konsantrasyonun belirlenmesi ve etil asetat ekstraksiyonu asamalarindan
olugmaktadir. Antimikrobiyal etkili maddenin saflastirilmasinda ince tabaka
kromatografisi kullanilmistir. Antimikrobiyal etkili bilesiklerin karakterizasyonu ise

HPLC analizi ile yapilmistir.

4.7.1. Kiiltiir Sivilarinin Toplanmasi

Antimikrobiyal etkili maddenin ekstraksiyonu i¢in 500 ml hacminde sivi besi
yerinde iiretim yapilmistir. Uretim kosullar1 optimizasyon ¢alismalari sonucunda her bir
izolatin optimum aktivite gosterdigi parametrelere gore belirlenmistir. Arthrobacter sp.
BP-2F-M izolat1 igin 0,1X TSB besiyeri pH 9 degerinde ayarlanarak 35 °C de inkiibe
edilmistir. Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M izolat1 pH 7’ye ayarlanmis Nutrient broth
besiyerinde 30 °C ‘de inkiibe edilmistir. Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M
izolat1 ise pH 9 a ayarlanmis 0,5X Nutrient broth besiyerinde 30 °C ‘de gelistirilmistir.
Tiim izolatlar 180 rpm’de 56 saat boyunca inkiibe edilmistir. Kiiltiir sivilart 8000 g de 10
dakika (+4 °C) santrifiijlenerek hiicresiz siipernatantlar (CFS) steril eppendorf tiiplere
aktarilmus, steril 0,22 pm membran filtreden gecirilmistir. Pelletlerin kuru agirliklart
Cizelge 4.15° te verilmistir. Kiiltlir sivilarinin toplanmasi ¢aligmasinin asamalar1 Sekil

4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.15. Izolatlarm 500 ml iiretim hacminde 6lgiilen kuru agirliklari

SUSLAR Kuru Madde Agirhgi (gr/ 500 ml)
Arthrobacter sp. BP-2F-M 5,23

Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M 1,31

Streptomyces rubiginosohelvolus 13,33

BP-K9D-M
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Izolatlarin optimum antimikrobiyal madde iiretim

L

Kiiltiir sivilarimin 0,22 um por ¢caph membran filtre
ile steril edilmesi

Sekil 4.15. Kiiltiir sivilarinin toplanmasi deneyinin asamalar1 (Yiicel, 2017)

4.7.2. Protein Tayini

Antimikrobiyal maddenin protein tabiatinda olup olmadiginin belirlenmesi i¢in
aktivitesi 6nceden bilinen siipernatantlara son hacim 1 mg/ml olacak Sekilde proteinaz K
eklenmistir. Proteinaz K eklenen ve eklenmeyen siipernatantlarin aktivitesi etkili
olduklar1 bir indikatdr mikroorganizmaya kars1 disk difiizyon yontemi ile belirlenmis zon
caplart (mm) Olgiilmiistiir (Cizelge 4.16). Disk diflizyon testi sonucunda aktif
slipernatanta proteinaz K uygulamasindan sonra Streptomyces rubiginosohelvolus BP-
K9D-M izolatinin antimikrobiyal aktivitesinin tamamen kayboldugu, Arthrobacter sp.
BP-2F-M ve Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M izolatlarinin ise aktivitesinde azalma
oldugu goriilmiistiir. Proteinaz K ilavesinin aktivite kayb1 ve azalmasina neden olmasi
nedeniyle antimikrobiyal etkili maddenin protein yapisinda oldugu diistiniilmektedir.

Proteinaz K eklenen ve eklenmeyen siipernatantlarin olusturdugu zon caplar1 Sekil 4.17°
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de verilmistir. Proteinaz K eklenen ve eklenmeyen siipernatantlarin antimikrobiyal
aktivite testleri 3 tekrarli olarak yapilmistir.

Orneklerdeki protein miktarlar1 Bradford metoduyla 6l¢iilmiistiir. Yontemin test
kiti talimatlarina gore uygulanmasini takiben 562 nm spektrofotometrik 6l¢iim sonucuna
gore protein standart egrisi olusturulmus (Sekil 4.16) ve kiiltiir sivilarinin protein
konsantrasyonu (pg/ml) belirlenmistir (Cizelge 4.17). Spektrofotometrik olgiimler 3
tekrarl yapilmistir.

Cizelge 4.16. Proteinaz K eklenen ve eklenmeyen siipernatantlarin disk difiizyon testi

sonucunda olusturduklart zon ¢aplart (mm)

SUSLAR Proteinaz K Ilave Edilmeyen Proteinaz K Ilave Edilen
Siipernatantlarin Olusturdugu Siipernatantlarin
Zon ¢api(mm) Olusturdugu Zon ¢api (mm)

Arthrobacter sp. 18+1,0 14+1,15

BP-2F-M

Rhodoccoccus erytropolis 12+0,57 9+0,57

BP-2G-M

Streptomyces 11+0,57 -

rubiginosohelvolus

BP-K9D-M

y=0,001x+0,2311
R*=0,9902
2,5

=
wu

ABSORBANS
=

05

0 500 1000 1500 2000 2500
KONSANTRASYON (pg/mL)

Sekil 4.16. BSA standart grafigi
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Cizelge 4.17. Kiiltiir sivilarinin Bradford protein tayin yontemi sonucunda belirlenen

protein konsantrasyon degerleri

SUSLAR Kiiltiir Sivilarinin Protein Konsantrasyonu (pg/ml)
1073+0,40

Arthrobacter spp. BP-2F-M

Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M 1986+0,55
2151+0,76

Streptomyces rubiginosohelvolus BP-
K9D-M

Sekil 4.17. Proteinaz K eklenen ve eklenmeyen siipernatantlarin Listeria

monocytogenes’e Karsi antimikrobiyal aktivitesi

A. Proteinaz K eklenmeyen BP-2F-M siipernatantinin olusturdugu zon ¢ap1
B. Proteinaz K eklenen BP-2F-M siipernatantinin olusturdugu zon gap1

Zampolli vd., (2022) tarafindan yapilan calismada Rhodococcus opacus R7
susunun antimikrobiyal 6zelliklere sahip biyosiirfaktan smifina ait yeni bir biyoaktif
bilesik iiretme yetenegi ortaya cikarilmistir. MIC testi yapilarak R. opacus R7
biyostirfaktan peptidinin Escherichia coli ATCC 29522 ve Staphylococcus aureus ATCC
6538'e karst antimikrobiyal aktivite sergiledigi belirlenmistir. Saflagtirilmisg
biyosiirfaktanin toplam protein konsantrasyonu Bradford Protein Tayini metoduyla
belirlenmistir. Ekstraktin proteinaz K'ye duyarliliginin  degerlendirilmesi igin
saflastirilmis  biyosiirfaktan, optimum pH degerinde proteinaz K’ye (1:4) maruz
brrakilmigtir. Aktivite agar kuyu diflizyon yontemiyle degerlendirilmistir. Sonuglar
Proteinaz K ile muamelenin saflastirilmis biyostirfaktan bilesiginin E. coli ATCC 25922

ve S. aureus ATCC 6538'e kars1 antimikrobiyal aktivitesinin, proteinaz K ile muamele
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edilmemis numunede degismezken Proteinaz K muamelesi sonucunda azaldigini
gdstermistir. izole edilen bilesigin kimyasal ve biyokimyasal analizleri, biyosiirfaktanin
hidrofobik bir peptit olarak siniflandirilabilecegini gostermistir.

Girma ve Aemiro (2022) tarafindan yapilan calismada topraktan izole edilen
Streptomyces suslarmin gida kaynakli bakteriyel patojenlere karsi etkisi arastirilmistir.
Toplam 118 aktinomiset susu izole edilmis, 3 Gram pozitif ve 3 Gram negatif bakteri
susuna kars1 aktivitesi incelenmistir. 118 izolattan yaklasik %30’u test edilen bakterilerin
en az ikisine karsi aktif olarak degerlendirilmistir ve 8 Streptomyces susu genis
spektrumlu antibakteriyel aktivite gostermeleri nedeniyle sonraki calismalar igin
secilmigtir. Disk difiizyon testi sonucglarina gore izolatlardan elde edilen etil asetat
ekstraktlarinin zon ¢aplar1 7-24 mm arasinda degismektedir. Strepromyces hiicresiz kiiltiir
siipernatantlarinin proteinaz K, papain, amilaz ve lizozim enzimleri ilave edilerek
aktivitesi degerlendirilmistir. Proteinaz K eklenen siipernatantlarin olusturdugu zon
caplarmin 8 mm ve daha az degerlere diistiigii belirlenmistir. Calismamizda Arthrobacter
sp. BP-2F-M ve R. erytropolis BP-2G-M suslarinin Proteinaz K ilavesinden sonra
aktivitesinin azaldigi, S. rubiginosohelvolus BP-K9D-M susunun ise aktivitesinin
kayboldugu goriilmiistiir.

Saad vd., (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Lactobasillus acidophilus’ tan
ekstrakte edilen bakteriyosinin farkli pH degerlerine, 1s1l islemlere ve proteinaz K
enzimine karst  stabilitesinin  ortaya koyulmasi amaclanmistir.  Calismada
bakteriyosinlerin B. subtilis, E. coli ve S. aureus’a karsi antimikrobiyal aktivitesi
arastirillmistir. Calisma sonuclari bakteriyosinin Gram pozitif bakteriler tizerindeki
etkisinin Gram negatif bakterilere gore daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. L.
acidophilus tarafindan tretilen bakteriyosinin en yiiksek inhibisyon zonu B. subtilis'e
kars1, diisiik inhibisyon zonu ise E. coli' ye karsi elde edilmistir. Proteinaz K enzimine
duyarlilig: test etmek icin, 1 ml ham bakteriyosine pH 7'de 1 mg/ml konsantrasyonda
proteinaz K ilave edilmistir. Hem kontrol 6rnekleri hem de enzim igeren 6rnekler agar
kuyu diflizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal aktivite agisindan test edilmistir.
Proteinaz K igeren Orneklerde aktivite saptanmamistir. Calismamizda .
rubiginosohelvolus BP-K9D-M izolatinin aktivitesinin proteinaz K ilavesinden sonra

kayboldugu gozlemlenmistir.
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4.7.3. Antimikrobiyal Maddenin Ekstraksiyonu

Antimikrobiyal maddenin ekstraksiyonu icin etil asetat ¢oziiciisii kullanilmastir.
Steril kiltlir stvilar1 ve etil asetat ¢oziicilisi 1:1 oraninda musluklu ayirma hunilerinde
kanigtirildiktan sonra organik faz steril falcon tiiplerde toplanmustir. Kiiltiir sivisi
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Disk
difiizyon testi sonuglarma gore kiiltiir sivis1 ekstraktlarinda aktivite kaybi
gozlemlenmemistir. Kiiltiir stvilarinin protein miktar1 Bradford yontemi ile belirlenmis

olup konsantrasyon degerleri Cizelge 4.18” de verilmistir.

Cizelge 4.18. Kiiltiir sivilarinin protein konsantrasyonu

IZOLAT KODU Kiiltiir Sivis1 Ekstraktlarinin Protein Konsantrasyonu
(ng/ml)

Arthrobacter spp. BP-2F-M 1198 +0,78

R. erytropolis BP-2G-M 1643+0,44

S. rubiginosohelvolus BP-K9D-M 1795+0,77

Tayland’da bulunan mangrov sedimentlerinden izole edilen Streptomyces 6rnekleri
ile ytriitilen ¢alismada S. omiyaensis SCH2 susunun hiicresiz siipernatantlarindan elde
edilen etil asetat ekstraktinin antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri arastirilmistir. S.
omiyaensis tarafindan tiretilen sekonder metabolitlerin belirlenmesi i¢in 21 giin boyunca
%3 NaCl (w/v) iceren ISP2 fermantasyon ortami kullanilmistir. Kiiltiir filtrat: etil asetat
ile ekstre edilmistir. Kimyasal bilesenler, GC-MS analizi ile tespit edilmistir. Calisma
sonuglar1, S. omiyaensis ekstraktinin antibakteriyel ve antioksidan aktivitelere sahip
oldugunu gostermistir. GC-MS analizi, biyolojik aktivitelerden sorumlu olabilecek ana
kimyasal bilesenlerin, asetamid ve pirolopirazin oldugunu ortaya koymustur. S.
omiyaensis ekstraktinin, farmasotik ve tibbi uygulamalar i¢in potansiyel dogal
antibakteriyel ve antioksidan ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir
(Tangjitjaroenkun, 2018).

Suudi Arabistan’ da yapilan ¢alismada ¢ollerden 10 farkli bolgeden alinan toprak
orneklerinden morfolojik olarak farkli 134 Actinobacteria susu elde edilmistir. On tarama
sonucunda bu izolatlardan 16'sinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ortaya
cikmistir. Streptomyces sp. olarak tamimlanan bir izolatin hem Gram-pozitif hem de
Gram-negatif bakterilere ve ayrica funguslara karsi genis spektrumlu antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Streptomyces sp.'nin etil asetat ekstraktinin
Enterococcus faecalis ve Salmonella typhimurium'a kars1 etkili oldugu ayrica MCF-7

insan meme adenokarsinom hiicrelerine karsi giiclii sitotoksisite gosterdigi belirlenmistir.
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Biyoaktif bilesigin HPLC ile saflastirilmast ve GC-MS analizi ile karakterizasyonu
sonucunda aktif bilesigin yeni bir piridin alkoloidi oldugu bildirilmistir (Nithya vd.,
2018).

Ambarwati vd., (2020) tarafindan yapilan ¢alismada Streptomyces sp. susunun etil
asetat ekstraktlarinin  antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amag¢lanmistir.
Streptomyces sp. CRB46 susu Endonezya'nmin Cemoro Sewu yaylasinda Cyperus
rotundus L.’ den izole edilmistir. Streptomyces sp.'nin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi i¢in ilk taramada S. aureus ATCC 25923, B. subtilis FNCC 0060, E. coli
ATCC 35281 ve C. albicans olmak iizere 4 test mikroorganizmas: kullanilmigtir.
Antimikrobiyal aktivitenin ikinci taramasinda Streptomyces spp' nin siipernataninin ve
pelletinin etil asetat ekstraktlarinin aktivitesi test edilmistir. Calisma sonuglari
slipernatant etil asetata ekstraktinin test mikroorganizmalarina karsi pelletlerin etil asetat
ekstraktina gore daha etkili oldugunu gostermistir. LC MS analizi ile ekstraktin 20
organik bilesik karigimindan olustugu goriilmiistiir. FTIR analizi ile, ekstraktlarda 16
fonksiyonel grup bulunmustur. Ayrica AntiSMASH analizine gore Streptomyces spp.
CRB46 yarafindan {iretilen alti bilesigin kimyasal yapisi tanimlanmistir. Caligma
sonuglart Streptomyces sp. CRB46 susunun, mikrobiyal enfeksiyon tedavisi igin
kullanilabilecek biyoaktif bilesikler iiretme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.
Calismamizda Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M ile birlikte Arthrobacter
spp. BP-2F-M ve Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M izolatlarinin kiiltiir stvilari i¢in etil
asetat ekstraksiyonu yapilmistir. Pelletler i¢in ise etil asetat ekstraksiyonu yapilmamastir.
Elde edilen pelletler HPLC analizi ile fenolik bilesiklerin belirlenmesinde, ekstraktlar ise
HPLC ve LC-MS analizleri ile organik asitler, antibiyotikler ve diger metabolitlerin

belirlenmesinde kullanilmistir.

4.7.4. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Etil asetat ekstraksiyonundan sonra elde edilen ekstrakt icindeki maddelerin
polaritelerine gore olusacak spotlart belirlemek amaciyla TLC yapilmistir. TLC deneyi
filogenetik coklu antimikrobiyal aktivite gosteren Arthrobacter spp, BP-2F-M, R.
erytropolis BP-2G-M ve S. rubiginosohelvolus BP-K9D-M suslarindan elde edilen
ekstraktlar ve kloramfenikol antibiyotigi i¢in yapilmistir. Calisma sonucunda 3 ekstraktin
da tek spot olusturdugu goriilmiistiir. Hesaplanan Rr (geciktirme faktorii) degerlerine gore

BP-2F-M izolatinin ekstrakti ile kloramfenikoliin ayn1 Rg degerine sahip oldugu
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goriilmistiir. Rr (geciktirme faktorii) degerleri Cizelge 4.19° da olusan spotlarin

goriintimleri Sekil 4.18 de verilmistir.

Cizelge 4.19. Ekstraktlarin ince tabaka kromatografisi sonucunda belirlenen R

(geciktirme faktorii) degerleri

SUSLARa Rr (Geciktirme Faktorii)
Arthrobacter sp BP-2F-M 0,65
Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M 0,54
Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M 0,36
Kloramfenikol 0,65

Sekil 4.18. ince tabaka kromatografisi sonucunda gériintiilenen spotlar

TLC; kiiclik organik dogal ve sentetik {irlinlerin analizi ve izolasyonu i¢in yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir (Gibbons, 2012). Vaijayanthi vd., (2012) tarafindan
yapilan ¢alismada Orathanadu, Thanjavur (Hindistan)’dan karasal topraklardan gesitli
Actinobacteria suslart izole edilmistir. Karasal toprak 6rneginden toplam 10 aktinobakteri
izole edilmis ve morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore karakterize edilmistir.
Izolatlar Actinobispora spp., Actinosynnema spp., Actinoplanes spp., Agromyces spp.,
Actinomadura spp., Jonesia spp., Catellatospora spp., Micromonospora spp.,
Microtetrospora spp. ve Nocardia spp. olarak tanilanmistir. Suslarin antibakteriyel
aktivitesi, Salmonella typhi, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae ve Enterobacter aerogenes
patojenlerine kars1 belirlenmistir. Antibakteriyel bilesigin saflagtirilmasi ince tabaka
kromatografisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Actinobispora sp. igin TLC plakasinda
ii¢ biyoaktif bolge (nokta) tespit edildi. Biyoaktif bilesiklerin fonksiyonel gruplari FT-IR
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ve UV spektral ¢aligmalart ile belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise antimikrobiyal
maddelerin TLC plakasinda tek spot olusturdugu goriilmiistiir. Antimikrobiyal
ekstraktlarin i¢inde bulunan metabolitlerin metanol: kloroform ¢oziiciisii ile ayni
etkilesime girebilecegi diisiinlilmektedir. Bununla birlikte ekstraktlarin silika jel plakada
ve metanol: kloroform ¢oziiciisii ile spot olusturmasi etkili maddenin polar olabilecegini
distindiirmektedir.

Sreenivasan vd., (2022) tarafindan yapilan calismada cesitli sifali bitkilerden
endofitik Actinobacteria 6rnekleri izole edilerek klinik patojenlere karsi antimikrobiyal
aktivitelerinin arastirtlmasi amaclanmistir. 11 sifali  bitkiden izole edilen 50
Actinobacteria kiltiriiniin  %58’1 test edilen 9 patojenden en az ikisine karsi
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Phyllanthus niruri yapraklarindan izole edilen
KCALI susu ise test edilen 9 patojenin tiimiine karsi maksimum inhibisyon bdlgesi
gostermistir. KCA1 susu, 9 giinliikk inkiibasyon sirasinda kati hal fermantasyonunda
maksimum diizeyde antimikrobiyal metabolit liretimi sergilemistir. KCA1 susunun etil
asetat ekstrakti TLC ile analiz edilmis ve iyi ayrilmis ii¢ spot gézlemlenmistir. TLC
biyootografik analizinde geciktirme faktorii degeri 0,82 olan bir noktanin Staphylococcus
aureus’u inhibe ettigi belirlenmistir. ince tabaka kromatografisinde belirlenen aktif
fraksiyon ayrica gaz kromatografisi-kiitle spektral analizi ile karakterize edilmistir.
Analiz sonuglari, antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olan 2.4-di-tert-biitilfenol, 1-
heksadekanol ve 1-nonadesen gibi {i¢ bilesigin varligini ortaya koymustur.

Bizim calismamizda da Arthrobacter sp. BP-2F-M, Rhodoccoccus erytropolis BP-
2G-M ve Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M olmak tizere 3 Actinobacteria
susundan elde edilen ekstraktlar ve kloramfenikol ince tabaka kromatografisi icin

kullanilmistir. Calisma sonucunda tiim ekstraktlar i¢in tek spot olusumu goriilmiistir.

4.7.5. Antimikrobiyal Etkili Maddenin Karakterizasyonu
4.7.5.1. Antimikrobiyal etkili maddenin HPLC analizi ile karakterizasyonu

Arthrobacter sp. BP-2F-M, Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M ve Streptomyces
rubiginosohelvolus BP-K9D-M suslarindan elde edilen antimikrobiyal etkili maddelerin
karakterizasyonu HPLC analizi ile gerceklestirilmistir. HPLC analizleri sonucunda
antimikrobiyal etkili maddelerin igeriginde bulunan ¢esitli fenolik bilesikler, organik
asitler, vitaminler ve miktarlar1 belirlenmistir.

HPLC analizi i¢in kullanilan fenolik bilesiklerin standart grafikleri Sekil 4.19, 4.20,
421,422,423, 4,24 ve 4.25’te verilmistir.

104



Gallik asit
y = 4E+06x + 23989

20000000 R% =0,9997
.o
15000000 | e
10000000 et
=y
5000000 o
o
o le®
0 1 2 3 4

Sekil 4.19. Gallik asit kalibrasyon grafigi

Kafeik asit y=6181,3x-4293,4

R?=0,9998
600000
.'.
500000 o
400000
300000 -
0
200000
100000 @
.0
o @@
0 20 40 60 80 100
Sekil 4.20. Kafeik asit kalibrasyon grafigi
p- kumarik asit
y = 405723x + 92841
8000000 e
6000000
4000000 L
2000000 o
.0
o o
0 5 10 15 20 25

Sekil 4.21. p-kumarik asit kalibrasyon grafigi
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Ferulik asit
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Sekil 4.22. Ferulik asit kalibrasyon garifigi
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Sekil 4.23. Rutin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.24. Katesin kalibrasyon grafigi
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Kuersetin
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Sekil 4.25. Kuersetin kalibrasyon grafigi

Optimum antimikrobiyal madde iiretim kosullarinda sivi besiyerinde iiretilen
suslarin tirettigi fenolik bilesikler ve 1 mg 6rnekte bulunan miktarlar Cizelge 4.21° de
verilmistir. Fenolik bilesik analizi i¢in numune kromatogrami Sekil 4.26°da verilmistir.

HPLC analizi sonuglarina gore tiim izolatlarin fenolik igeriginde en yiiksek
miktarin kafeik asite ait oldugu belirlenmistir. Ferulik asit {iretimi hicbir izolat i¢in
kaydedilmemistir. p-kumarik asit tretimi Arthrobacter sp. BP-2F-M susunda
goriilmezken diger iki sus i¢in saptanmistir. Kafeik asidi takiben en yiliksek miktarda
fenolik  bilesikler;  Rhodoccoccus  erytropolis  BP-2G-M  ve  Streptomyces
rubiginosohelvolus BP-K9D-M suslar icin rutin, Arthrobacter sp. BP-2F-M susu igin

katesin olarak saptanmistir.
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Sekil 4.26. Fenolik bilesik numune kromatogrami

107



Cizelge 4.20. HPLC analizi ile belirlenen fenolik bilesikler ve miktarlar: (ppm)

Suslar / Bilesikler | Rhodoccoccus Arthrobacter sp. Streptomyces
erytropolis BP-2F-M rubiginosohelvolus
BP-2G-M BP-K9D-M

Gallik asit 3,760 0,004 3,625

Kafeik asit 31,725 15,456 175,132

p-Kumarik asit 0,101 - 0,376

Ferulik asit - - -

Rutin 26,351 1,225 18,903

Kuersetin 1,315 0,854 7,859

Katesin 2,033 1,583 9,098

Polifenoller antioksidan, anti-alerjik, anti-inflamatuar, antikanser, antihipertansif
ve antibakteriyel Ozellikler gostermektedir. Polifenoller, bakterilere karst genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite sergilemektedir. Polifenoller arasinda flavanoller,
flavonoller ve fenolik asitler; enzimler ve toksinler gibi bakteriyel viriilans faktorlerini
inhibe etme, sitoplazmik zarla etkilesime girme ve biyofilm olusumunu baskilama
yetenekleri sayesinde yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Miklasinska-Majdanik
vd., 2018). Calismamizda da antimikrobiyal etkisi bilinen ekstraktlarda cesitli fenolik
bilesikler saptanmuistir.

Almuhayawi vd., (2021) tarafindan yapilan ¢alismada Suudi Arabistan ¢ollerinden
izole edilen Actinobacteria suslarinin biyoaktif potansiyelleri arastirilmistir. Calisma,
izolatlarin fenolik ve flavonoid igerikleri ile birlikte antioksidan, antibakteriyel ve
antiprotozoal aktivitelerine odaklanmistir. Yiiksek biyoaktivite sergileyen 5
Actinobacteria 1zolatinin Streptomyces sp. tiirline ait oldugu belirlenmis ve bu izolatlarin
fenolik profilleri ortaya koyulmustur. Caligma sonuglar1 segilen tiim izolatlarda gallik
asidin en baskin fenolik bilesik oldugunu géstermistir. izolat 21, tiim izolatlar arasinda
fenolik igerik olarak biiyiik bir gesitlilik gdstermistir. izolat 19° un en yiiksek kafeik asit,
apigenin ve daidzein seviyelerine sahip oldugu belirlenmistir. Sonuclar ayrica izolat 2 ve
12'nin sirasiyla en yiliksek kuersetin ve luteolin degerlerini icerdigini gostermistir.
Calismamizda da Actinobacteria suslarinin ekstraktlart fenolik bilesikler agisindan
degerlendirilmis ve gallik asit, kuersetin ve kafeik asit tiim ekstraktlarda saptanmistir.

Cesitli arastirmacilar kafeik asidin, p-kumarik asit ve rutinden daha giiclii bir
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir (Stojkovi¢ vd., 2013). Luis vd.
(2014) kafeik asidin etki mekanizmasini incelemis ve etkinin polifenol-membran

etkilesimi ile iligkili olabilecegini 6ne slirmiistiir. Ayrica, bir fenolik asit olarak kafeik
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asit, plazma membran proteinlerinin ve/veya lipidlerinin membran disfonksiyonuna yol
acan giiclii niikleofilik 6zelliklere sahiptir (Nguefack vd., 2004).

Zhao vd., (2011) seker kamisindan ekstrakte edilen polifenollerin antibakteriyel
etkisini incelermistir. Ekstraktta bulunan baskin fenolik bilesikler gallik asit bagta olmak
iizere ferulik, kumarik asit ve klorojenik asitlerden olusmaktadir. Incelenen karisim 0,625
mg/ml MIK degeri ile S. aureus suslarma karsi antibakteriyel aktivite gdstermistir.
Aragtirmacilar S. aureus hiicre siispansiyonlarin1 seker kamisi ekstraktina maruz
birakarak ve kontrol suslari ile kiyaslayarak ekstraktin antimikrobiyal potansiyeli ile test
edilen bakterilerin zar gegirgenligi arasinda bir iliski olup olmadigini degerlendirmistir.
Arastirma sonucunda ekstraktin bakteriyel membran biitiinliigiini etkileyerek hiicresel
elektrolit sizintisina neden oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda kumarik asit
Arthrobacter sp. BP-2F-M ekstraktinda, ferulik asit ise 3 ekstraktta da saptanmamustir.
Gallik asit ise tiim ekstraktlarda saptanmistir.

Askorbik asit (Vitamin C) ve a- tokoferol (Vitamin E) analizlerine ait numune
kromatogramlar1 Sekil 4.27 ve 4.28” de, a- tokoferol standardina ait kromatogram Sekil
4.29’da verilmistir.
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Sekil 4.27. Askorbik asit numune kromatogrami

109



!xfﬁlﬂé’uwwrm
1004
:‘1-
0504
R
:I-"\]\\—A
L L Li T T T T
e i L1 L n 4 " 4 L
Sekil 4.28. a- tokoferol numune kromatogrami
i
154 : .
13
100
0N
0%
0+
=x-—f\JL—J
b N I . [N L BRI | T T T T T
el i L] ! 0o 4 # 14 L

Sekil 4.29. o- tokoferol standart kromatogrami

Askorbik asit (Vitamin C) ve a- tokoferol (Vitamin E) analizlerinde kullanilan

standartlarin kalibrasyon grafikleri Sekil 4.30 ve 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.30. Askorbik asit kalibrasyon garfigi
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Sekil 4.31. Alfa tokoferol kalibrasyon grafigi

Izolatlara gore saptanan askorbik asit (Vitamin C) ve a- tokoferol (Vitamin E)

miktarlar1 Cizelge 4.21° de verilmistir.

111



Cizelge 4.21. HPLC analizi ile belirlenen askorbik asit ve a- tokoferol miktarlar

Suslar Askorbik asit (mg/kg) a- tokoferol (ug /g)
Arthrobacter sp. BP-2F-M 10,460 0,141
Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M 41,755 0,717
Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M 30,431 0,835

2023’te yapilan c¢alismada Cezayir’de bulunan ¢6l topragindan izole edilen
aktinomisetlerde antifungal ve antioksidan aktivitenin tanimlanmasi, aktivitede etkili
bilesenlerin saflastirilmasi1 ve karakterize edilmesi amaglanmistir. Calismada 18 izolat
incelenmistir. Antimikrobiyal aktivite testlerinde izolatlar Staphylococcus aureus ve
Listeria monocytogenes olmak iizere iki Gram pozitif bakteri ve bes fungusa kars1 test
edilmistir. 14 izolat, iki bakteriye kars1 ve 15 izolat, bes fungus tiiriine karst (Fusarium
graminearum, Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus, Penicillium expansum ve
Aspergillus parasiticus) 1inhibitoér aktivite gostermistir. Sonuglara gore giicli
biyoaktiviteye sahip A10 ve A7 kodlu iki Actinomycetes susu se¢ilmis ve kati hal
fermantasyonu i¢in kullanilmistir. 28 °C'de 14 giinliik inkiibasyonun ardindan iiretilen
metabolitlerin ekstraksiyonu i¢cin metanol kullanilmistir. Metanolik ekstrakti, diisiik
dozlar1 da dahil olmak iizere bes fungus tiiriine kars1 etkili olmustur. iki ekstraktin
kromatografik yontemlerle karakterizasyonu yapilmis ve antioksidan aktivitesi
Olciilmiistiir. DPPH testi ile iki ekstraktin ve askorbik asidin IC 50 degerleri 6l¢iilmiistiir.
Sonuglar askorbik asidin antioksidan aktivitesinin ekstraktlarin aktivitesinden daha
yiiksek oldugunu gostermistir (Belgacem vd., 2023). Calismamizda etil asetat
ekstraksiyonu yapilmis olup antimikrobiyal aktivite sergileyen Rhodoccoccus erytropolis
BP-2G-M, Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M ve Arthrobacter sp. BP-2F-M
ekstraktlarinin tiimiinde askorbik asit saptanmustir.

Mumtaz vd., (2023) tarafindan ¢alismada ¢esitli sicakliklarda (4 °C, 37 °C ve 50
°C) ve pH' da (3, 8 ve 11), farkli konsantrasyonlarda (5, 10 ve 20 mg/ml) C vitamininin
Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi antibakteriyel etkisinin aydinlatilmasi
amaclanmistir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde agar kuyu difiizyon yontemi
kullanilmistir. C vitamininin, Basillus licheniformis, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis Gram pozitif bakterileri ile ve Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli Gram negatif bakterilerine kars1 degisen
zon ¢aplarinda inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. C vitamininin stabilitesi, ¢esitli pH

ve sicaklik degerlerinde gézlemlenmistir. C vitamininin tiim test bakterilerine kars1 asidik
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pH’ ta (pH 3) en yiiksek zon ¢apina sahip inhibisyon bdlgesini gosterdigi, pH 11'de hi¢bir
inhibisyon zonu goriilmedigi kaydedilmistir. Gram negatif bakterilere karsi 20 mg/ml
konsantrasyonda daha yiiksek zon ¢apinda aktivite goriilmiistiir. Cesitli sicakliklarda
(4°C, 37°C ve 50°C) yapilan denemelerde S. aureus ve K. pneumoniae digindaki tiim
bakteri suslarina kars1 4 °C'de en yiiksek inhibisyon bolgesi goriilmiistiir. En kiiciik
inhibisyon zonu tiim bakteri suslarina karsi 50 °C'de goriilmiistiir, bu sonuglar sicaklik
arttikca inhibisyon zon ¢apimin azaldigim1 gostermektedir. Calisma sonuglarina gore C
vitamininin gelecekte insanlarda enfeksiyonlarla miicadelede ek tedavi secenegi olarak
kullanilabilecek etkili ve giivenli bir antibakteriyel ajan oldugu sonucuna varilmistir.
Calismamizda aksorbik asit saptanan Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M, Streptomyces
rubiginosohelvolus BP-K9D-M ve Arthrobacter sp. BP-2F-M ekstraktlarin timii
Pseudomonas aeruginosa ve 1 fungal test mikroorganizmasina etkilidir.

Andrade vd., (2014) tarafindan yapilan ¢alismada alfa-tokoferoliin Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli'nin ¢oklu direngli suslarina karsi
etkisi degerlendirilmis, kolesterol ve ergosteroliin modiilatdr etki mekanizmasi ile
herhangi bir benzerlik olup olmadig belirlenmistir. Alfa-tokoferol soliisyonu
mikrodilisyon yontemi ile test edilmis ve minimum inhibitdér konsantrasyonu
belirlenmistir. MIC testi sonuglarina gore standart bakteri suslarina kars1 klinik olarak
anlamli antibakteriyel aktivite gbzlemlenmistir. Tiim sonuglar 1024 pg /ml olarak tespit
edilmistir. Calisma, c¢oklu direngli bakterilere kars1 alfa-tokoferol tarafindan
aminoglikozitlerin antibakteriyel aktivitesi ve gii¢clendirilmesine iliskin ilk rapordur ve
alfa-tokoferoliin diger ilaglarla birlikte antibiyotik modiilatorii olarak kullanildigina dair
bir rapor bulunmamaktadir.

2018’de yapilan bir ¢aligmada E vitamininin antimikrobiyal duyarlilik iizerine
etkisi arastirilmistir. Calismada kistik fibrozlu hastalarda ciddi solunum yolu
enfeksiyonlarina neden olan firsatgt Gram negatif bakteri Burkholderia cenocepacia
kullanilmistir. B. cenocepacia'min bakterisidal antibiyotiklerin 6ldiiriicli olmayan
konsantrasyonlarina maruz kalmasi lizerine hiicre dis1 bakteriyel lipokalin proteini BcnA
trettigi  kesfedilmistir. BcenA, bakteri hiicrelerinin digindaki bir dizi antibiyotigi
yakalayarak hiicre dis1 antimikrobiyal diren¢ mekanizmasi meydana getirmektedir.
Calismada, BenA tarafindan antibiyotik baglanmasi inhibitorleri olarak E vitamininin
suda ¢oziiniir ve yagda ¢6ziiniir formlar1 arastirilmistir. Sonuglar in vitro olarak, her iki E
vitamini formunun da BenA'ya giicli bir Sekilde baglandigini ve her ikisinin de

norfloksasin (florokinolon grubu antibiyotik) ve seftazidimin (B-laktam grubu
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antibiyotik) MIC degerlerini azaltma etkisi oldugunu gdstermistir (Naguib ve Valvano,
2018). Bizim c¢alismamizda antimikrobiyal ekstraktlarda E vitamini saptanmis olup
antimikrobiyal duyarlilik iizerine etkisi incelenmemistir.

Arthrobacter spp. BP-2F-M, Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M ve Streptomyces
rubiginosohelvolus BP-K9D-M suslarindan elde edilen ekstraktlarda saptanan organik
asitler biitirik asit, propiyonik asit ve asetik asit miktarlar1 Cizelge 4.22°de verilmistir.
biitirik asit, propiyonik asit ve asetik asit kalibrasyon grafikleri Sekil 4.32, 4.33 ve 4.34’te

verilmistir.

Cizelge 4.22. HPLC analizi sonucunda ekstraktlarda saptanan organik asit miktarlar

(ppm)
Suslar S. rubiginosohelvolus
Arthrobacter sp. R erytropolis BP-K9D-M
BP-2G-M BP-2F-M
Bilesikler
Butirik asit (mg/kg) 60,714 244,082 44,926
Propiyonik asit 37,749 55,903 14,386
(mg/kg)
Asetik Asit (mg/kg) 10,639 23, 089 9,738
Fenol (mg/kg) 54, 009 33,465 670,758
Benzoik asit (mg/kg) 11,84 7,79 32,58
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Sekil 4.32. Butirik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.33. Asetik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.34. Propiyonik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.35. Benzoik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.36. Fenol kalibrasyon grafigi

Du vd., (2023) tarafindan yapilan ¢alismada benzoik asit, biitirik asit, kaprilik asit
ve sorbik asidin tek basina ve kombinasyon halinde potansiyel antimikrobiyal ve
antiinflamatuar etkileri arastirilmistir. Calisma sonuclar1 organik asitlerin Campylobacter
Jejuni’ ye kars1 etkili oldugunu gostermistir.

Wali ve Abed (2019) tarafindan yapilan ¢alismada asetik asidin gidalardan izole
edilen patojenlere kars1 antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Calisma sonuglarina gore
asetik asidin patojen bakterilere kars1 antimikrobiyal etki gdsterdigi ve gida iirlinlerinin
raf Omriinii artirabilecegi sonucuna varilmstir.

Kvaliauskas vd., (2024) tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada yeni propiyonik asit tiirevi
3-((4-hydroxyphenyl)amino) propiyonik asidin ¢oklu ilaca direngli patojenlere karsi
etkisi incelenmistir. Yeni propiyonik asit tiirevinin ilaca direncli bakteriler ve Candida

spp. suslarma kars etkili oldugu belirlenmistir.
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Bizim calismamizda da antimikrobiyal aktivitesi bilinen ekstraktlarda butirik asit,

asetik asit ve propiyonik asit saptanmistir.

4.7.5.2. Antimikrobiyal Maddenin LC-Q-TOF MS Analizi ile Karakterizasyonu

LC- Q-TOF MS analizi sonucunda antimikrobiyal etkili ekstraktlarda bulunan

cesitli metabolitler belirlenmistir. Analiz sonucunda antimikrobiyal etkili ekstraktlarda

biyoaktif peptidler, antibiyotikler, sideroforlar, organik asitler saptanmaistir.

Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M susundan elde edilen ekstraktta

streptomisin, kanamisin, oleandomisin ve tetrasiklin antibiyotikleri saptanmistir. BP-2F-

M Arthrobacter sp. susundan elde edilen ekstraktta kinolon tiirevleri, streptomisin,

eritromisin, azitromisin, oleandomisin ve arthrobasilin A antibiyotikleri saptanmuistir.

Rhodoccus erythropolis BP-2G-M susundan elde edilen ekstraktta kinolon tlirevleri ve

Rodostreptomisin A antibiyotikleri ile birlikte Heterobaktin A2, Heterobaktin B,

Nocardia Heterobaktin, Rhodochelin sideroforlari saptanmistir. LC- Q-TOF MS analizi

ile ekstraktlarda tanimlanan antibiyotikler ve sideroforlar Cizelge 4.23’ te verilmistir.

Cizelge 4.23. LC- Q-TOF MS analizi ile ekstraktlarda tanimlanan antibiyotikler ve

sideroforlar

iZOLAT

BILESIK

FORMUL

KUTLE

ETKIi

Streptomyces

BP-K9D-M

rubiginosohelvolus

Streptomisin

C21H39N7012

582

Genis spektrum bakterisidal aktivite
(Webster ve Shepherd, 2023)

Kanamisin

Ci3H3sN4O1

484

Bakteriyel ribozomal 30S alt birimi
ve protein sentezini inhibe edici (X.
Zhang vd., 2019)

Oleandomisin

C3sHaiNO12

687

Ribozomlarin 508 alt birimine
baglanarak protein sentezini inhibe
etme (Polishchuk ve Bambura,
2022)

Tetrasiklin

C2H24N>04

444

Ribozomlarin 30S alt birimi,
tRNA'nin mRNA-ribozom
kompleksine baglanmasini bloke
edici (Polishchuk ve Bambura,
2022)

BP-2F-M

Arthrobacter sp.

Kinolon
Turevleri

C31H23CIFNg
O4

603

Genis spektrum antibakteriyel
aktivite (Pham vd., 2019)

Streptomisin

C21H39N7012

582

Genis spektrum bakterisidal aktivite
(Webster ve Shepherd, 2023)

Eritromisin

C37Hs7NO 13

734

Genis spektrum antibakteriyel etki,
anti-inflamatuar etki (Platon vd.,
2022)

Azitromisin

C3sH72N2012

748

Antimikrobiyal, anti inflamatuar ve
anti viral etki (Kournoutou ve
Dinos, 2022)

Oleandomisin

C3sHaiNO12

687

Ribozomlarin 508 alt birimine
baglanarak protein sentezini inhibe
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etme (Polishchuk ve Bambura,
2022)
Arthrobasilin Cs4Hos021 1080 Antibakteriyel aktivite (Wietz vd.,
A 2012)
Rhodoccus Kinolon C31H23CIFNg | 603 Genis spektrum antibakteriyel
erythropolis Tiirevleri Oy aktivite (Pham vd., 2019)
BP-2G-M Rodostreptomi | CoyH4oNsO13 | 624,27 Gram-negatif ve Gram-pozitif
sin A bakterilere karsi etki (Cappelletti
vd., 2020)
Heterobaktin CxH31NsO13 | 653 Siderofor (Cappelletti vd., 2020)
A2 S
Heterobaktin Ci9H2NsO7 | 537
B
Nocardia Ca6H31Ns5010 | 573
Heterobaktin
Rhodochelin C23H33N5 571
012

Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M susundan elde edilen ekstraktlarda

belirlenen ¢esitli metabolitler Cizelge 4.24 ‘te verilmistir.

Cizelge 4.24. Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M ekstraktinda saptanan

metabolitler
BIiLESIK BILESIK | FORMUL | KUTLE | M/Z RT ETKI
ismi ETIKETI
Betain Cpd 32: CsH;2NO> | 118.0873 | 118.0867 | 0.704 Bakterisidal
Betaine (Lindstedt vd., 1990)
Betain Cpd 47: CsH2NO> | 118.0873 | 118.0867 | 0.985 Antioksidan,
Betaine antiinflamatuar,
antikanser (Salzano
vd., 2022)
DL-pipecolic | Cpd 49: CeH11NO, | 129.0803 | 130.0875 | 1.03 Aktinomisin analogu
asit DL- (Formica vd., 1968)
pipecolic
acid
L-Lysine Cpd 50: L- | CeHiaN2O2 | 146.1069 | 147.1142 | 1.041 Antiviral etki
Lysine (Leonetti vd., 1990)
Guanin Cpd 64: CsH5NsO 151.0509 | 152.0582 | 1.322 Antiviral ve
Guanine antikanser ilag
onciilii (Sherin ve
Manojkumar, 2021)
5'-AMP / Cpd 66: 5'- | CioH1sNsO | 347.0644 | 348.0717 | 1.367
Adenoszin 5'- | AMP / 7P
monofosfat Adenosine
3.
monophosp
hate
Nikotinik asit | Cpd 73: C6H5NO2 | 123.0318 | 124.0391 | 1.472 Mycobacterium
Nicotinic tuberculosis’ e karsi
acid antibakteriyel
aktivite (Asif, 2014)
Val Glu Cpd 86: Val | CIOHI8N | 246.123 | 247.1303 | 1.782 Antioksidan etki
Glu 205 (Sabrina vd., 2022)
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3- Cpd 94: 3- | CoHsN» 144.0693 | 145.0766 | 1.888 Antibakteriyel,
Aminokinolin | Aminokinol antifungal,
in antikanser,
antiinflamatuar ve
analjezik etki
(Zengin vd., 2016)
DL- Cpd 90: CoH1NO> 165.0804 | 166.0877 | 1.883 S.aureus, E.coli ve
Phenylalanine | DL- C. albicans’ a kars1
Phenylalani biyosidal aktivite
ne (Lukac vd., 2010)
D-Pantotenik | Cpd 98: D- | CoHi7NOs | 219.112 | 220.1193 | 2.04 Antiparazitik etki
asit (Vitamin | Pantothenic (Saliba vd., 2005)
BS) acid
Pro Leu Cpd 120: CiiH20N, | 228.1488 | 229.156 | 2.444 Bakterisidal etki
Pro Leu 0O; (Mukherjee vd.,
2018)
Ile Asp Cpd 134: CioH1sN2O | 246.123 | 247.1303 | 2.714 Antimikrobiyal
Ile Asp 5 (Decker vd., 2022)
Val Glu Val Cpd 138: CisHo7N3O | 345.1913 | 346.1986 | 2.781 Antimikrobiyal
Val Glu Val | ¢ (Decker vd., 2022)
L-Triptofan Cpd 143: L- | C;1H12N20 | 204.0913 | 205.0986 | 2.882 Antimikrobiyal, anti
Tryptophan | » inflamatuar ve
antiviral etki
(Friedman, 2018)
Indol Cpd 144: CsH/N 117.0585 | 118.0658 | 2.894 Antifungal(Bohlendo
Indole rf vd., 2006)
4-Formil Cpd 147: 4- | CoH;NO 145.0535 | 146.0608 | 2.894 Antitiiberkiiloz etki
Indol Formyl (Reddy ve Pal, 2021)
Indole
Phe Asp Cpd 161: Ci3HieN,O | 280.1072 | 281.1144 | 3.219 Antioksidan
Phe Asp 5 (Danquah ve Agyei,
2012)
Ile Asp Val Cpd 184: CisHo7N3O | 280.1072 | 346.1986 | 3.219 Antimikrobiyal
Ile Asp Val | ¢ (Decker vd., 2022)
Antitiim6r (Han vd.,
2023)
Oksikinolin Cpd 185: CoH7;NO 145.0535 | 146.0608 | 3.668 Antiprotozoal,
Oxyquinoli antiinflamatuar,
ne antimalaryal,
antikanser,
antibakteriyel ve
anti-HIV aktivite
(Movassaghi, 2018)
Val Pro Ile Cpd 189: CisH2oN3O | 327.2169 | 328.2242 | 3.736 Antioksidan
ValProlle |4 (Nadalian vd.,
2019)Antitimor
(Han vd., 2023)
Phenacylamin | Cpd 275: CsHoNO 135.0689 | 136.0762 | 5.363 Antimikrobiyal
e Phenacylam (Sirikci vd., 2014)
ine
Enantio-PAF | Cpd 277: CysHssNO7 | 524.3726 | 524.372 | 5.409 Trombosit aktive
C-16 Enantio- P edici faktor (PAF)
PAF C-16 analogu (Gomez-
Cambronero vd.,
1991)
N-tert-Butyl- | Cpd 354: CiiHisNO | 177.1164 | 178.1237 | 6.834 Antioksidan
o- N-tert- (Butterfield vd.,
phenylnitrone | Butyl-a- 1998)
phenylnitro
ne

119




Pro Ala Gly Cpd 202: CioHi7N3O | 243.1234 | 244.1307 | 3.971 Antimikrobiyal
Pro AlaGly | 4 (Decker vd., 2022)
Pro Pro Ile Cpd 220: CiH27N30 | 325.2011 | 326.2084 | 4.308 Antimikrobiyal
ProProlle | 4 (Decker vd., 2022)
Pro Glu Val Cpd 243: CisHasN3O | 343.1765 | 344.1838 | 4.757 Antioksidan
Pro Glu Val | ¢ (Nadalian vd., 2019)
Antitiimor (Han vd.,
2023)
Pro Leu Cpd 257: CisH2N3O | 325.2011 | 326.2084 | 5.027 Antimikrobiyal
ProPro Leu | 4 (Decker vd., 2022)

Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M susundan elde edilen ekstrakttan LC-
Q- TOF MS analizi ile oleandamisin, tetrasiklin, streptomisin, kanamisin antibiyotikleri
saptanmistir.

Cevresel oOrneklerden elde edilen aktinomisetlerin, alkaloidler, flavanoidler,
terpernoidler gibi kimyasal olarak cesitli sekonder metabolitlerin genis diizeyde tiretimi
ve g¢esitli ortamlarda organik atiklarin geri donistiirilmesiyle iligkili olduklart
bilinmektedir. Aktinobakteriler nemli antibiyotik iireticileri olarak dikkat cekmektedir
ve piyasada bilinen tiim antibiyotiklerin dortte {i¢iinii olustururlar. Bir¢ok antibiyotigin,
antitimor ajanin, immiin baskilayici ajanin ve gesitli enzimlerin iiretiminden sorumlu
olduklar1 bilinmektedir. Bu organizmalar antifungal, antibakteriyel, antiparaziter,
antiviral, immiinosiipresif, insektisidal, antitimor, antioksidan, antiinflamatuar,
diyabetojenik ve enzim inhibisyonu gibi genis spektrumlu biyolojik aktivitelere sahiptir.
Aktinomisetler beta-laktamlar, poliketitler, glikopeptitler, makrolidler, tetrasiklin,
aminoglikozitler, polienler ve aktinomisinler gibi antimikrobiyal metabolitleri
sentezleme potansiyeline sahiptir (Al-ansari vd., 2019).

Tetrasiklin antibiyotikler, insan ve hayvan tedavisinde ve tarimsal amaglarla
kullanilan baslica antibiyotik gruplarindan biridir. Tetrasiklinler genis spektrumlu
antibiyotiklerdir ve hem Gram pozitif hem de Gram negatif mikroorganizmalarin yan
sira mikoplazma, klamidya, riketsiya ve protozoa parazitlerinin neden oldugu
enfeksiyonlara karsi aktivite gosterirler (Samanidou vd., 2007; Onal, 2011; Ding ve Mou,
2000). Calismamizda tetrasiklin {irettigi saptanan Streptomyces rubiginosohelvolus BP-
K9D-M susunun antimikrobiyal aktivite testlerinde hem Gram pozitif hem de Gram
negatif bakterilere karsi etkili oldugu goriilmiistiir.

Streptomisin, Streptomyces griseus bakterisinden izole edilen bir aminoglikozit
antibiyotiktir. Kesfedilen ilk aminoglikozit antibiyotik olarak bilinmektedir. Tiim
ribozomal

aminoglikozitlerde oldugu gibi streptomisin de bakterisidaldir ve

peptit/protein sentezine miidahale eder. Bakteriyel ribozomun 30S biriminde yer alan 16S
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rRNA'ya baglanarak islevselligini engeller ve peptid bag olusumunun inhibisyonu
yoluyla protein sentezini durdurmaktadir (Dagur vd., 2023).

Oleandomisin, Streptomyces antibioticus tarafindan {iretilen makrolid grubu
antibakteriyel maddedir. Oleandomisin genellikle iist solunum yollarinda enfeksiyonlara
neden olan Staphylococcus ve Enterococcus cinsi bakterilere karsi kullanilmaktadir.
Diger makrolidlerden farkli olarak oleandomisin, 50S alt birimine baglanan, bakterinin
hayatta kalmasi i¢in 6nemli olan proteinlerin tamamlanmasini engelleyen bakteriyostatik
bir maddedir (Hahn, 1967).

Aminoglikozidler aktinomisetlerden tiiretilen dogal veya yar1 sentetik
antibiyotiklerdir. Bu grup klinik kullanima sunulan ilk antibiyotikler arasindadir ve
bircok 1iiyesi insanlarda kullanilmaktadir. Aminoglikozitler, protein sentezinin
inhibisyonu yoluyla etki eden gii¢lii, genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Kanamisin S.
kanamyceticus’tan izole edilmistir. Aminoglikozidler ¢esitli Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakterilere karsi aktiftir. Aminoglikozidlerin Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ve K. oxytoca, Enterobacter cloacae ve E. aerogenes, Providencia spp.,
Proteus spp., Morganella spp. ve Serratia spp. dahil olmak ilizere Enterobacteriaceae
familyas1 iiyelerine karsi ozellikle etkili oldugu bilinmektedir. Sinif ayni zamanda
metisiline direngli ve vankomisine orta-direngli izolatlar, P. aeruginosa, Staphylococcus
aureus ve daha az 6lciide Acinetobacter baumannii’ye karst da iyi aktiviteye sahiptir
(Krause vd., 2016). Caligmamizda da aminoglikozit iirettigi saptanan Streptomyces
rubiginosohelvolus BP-K9D-M susunun antimikrobiyal aktivite testlerinde hem Gram
pozitif hem de Gram negatif bakterilere karsi etkili oldugunu tespit ettik.

Onceki ¢alismalarda S. rubiginosohelvolus ‘un bir anti-timér ajan1 olan rubomisin
(Lapchinskaia vd. 1975) ve antrasiklin tiirevi antibiyotik daunomisin bilesiklerini tirettigi
rapor edilmistir (Huk ve Blumauerova, 1989).

Lee vd., (2023) tarafindan yapilan ¢aligmada topraktan izole edilen Streptomyces
sp. W2061 susu ekstraktlarinin kromatografik ve yapisal karakterizasyonunun yapilmasi
amaglanmistir. Orta basingli kromatografi (MPLC) sistemi kullanilarak fraksiyonlama
yapilmustir. Etil asetat ekstraktlarinin LC-MS analizi ile karakterizasyonu yapilmistir.
Analiz sonucunda kidamisin kollismisin, fotokidamisin ve bilinmeyen riboflavin
bilesikleri saptanmistir. Bilesiklerin yapilar1 niikleer manyetik rezonans (NMR) analizi
ile aydinlatilmis ve biyoaktiviteleri arastirilmistir. Rubiflavin G, fotorubiflavin G ve
fotorubiflavin E olmak iizere {i¢ yeni pluramisin tiirevi kaydedilmistir. Calisma

sonucunda pluramisin bilesiklerinin meme kanseri hiicrelerine karsi sitotoksik etki
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gosterdigi kaydedilmistir. Filogenetik analiz sonucunda Streptomyces spp. W2061 susu
Streptomyces rubiginosohelvolus olarak tanilanmistir. Bizim ¢alismamizda da
antimikrobiyal etki goOsteren suslardan biri Streptomyces rubiginosohelvolus olarak
tanilanmis ve elde edilen etil asetat ekstraktlarinin LC-MS analizi ile karakterizasyonu
yapilmistir.  Streptomyces  rubiginosohelvolus BP-K9D-M  ekstraktinda  ¢esitli
antibiyotiklerin yani sira antikanser etkisi bilinen 3- aminokinolin ve oksikinolin
bilesikleri ile antikanser ilag Onciilii guanin saptanmistir.

Rhodococcus erythropolis BP-2G-M susundan elde edilen ekstraktta saptanan

cesitli metabolitler Cizelge 4.25°te verilmistir.
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Cizelge 4.25. Rhodococcus erythropolis BP-2G-M ekstraktinda saptanan g¢esitli

metabolitler
BILESIK | BILESIK | FORMUL | KUTLE M/Z RT ETKIi
ismi ETIKETI
DL- Cpd 48: CsHiINO; 129.0798 130.0871 1.027 | Aktinomisin
pipecolic DL- analogu (Formica
asit pipecolic vd., 1968)
acid
Betain Cpd 62: CsHioNO» 118.0869 118.0863 1.259 | Bakterisidal
Betaine (Lindstedt vd.,
1990)
Antioksidan,
antiinflamatuar,
antikanser
(Salzano vd.,
2022)
5'-AMP / Cpd 68:5'- | CioH1sNsO7 | 347.0637 348.071 1.385
Adenozin AMP / P
5'- Adenosine
monofosfat | 5'-
monophosp
hate
Adenozin Cpd 72: CioH13NsO4 | 267.0979 268.1052 1.475 | Staphylococcus
Adenosine aureus,
Staphylococcus
epidermidis,
Streptococcus
pneumoniae,
Escherichia coli
and
Pseudomonas
aeruginosa’ a
kars1
antibakteriyel
aktivite (Vitali
vd., 2012)
3- Cpd 94: 3- CoHsN» 144.0693 145.0766 1.888 | Antibakteriyel,
Aminokinol | Aminoquin antifungal,
in oline antikanser,
antiinflamatuar
ve analjezik etki
(Zengin vd.,
2016)
D- Cpd 101: C9H;7NOs 219.1115 220.1188 2.034 | Antiparazitik etki
Pantotenik D- (Saliba vd.,
asit Pantothenic 2005)
(Vitamin acid
BS5)
Indol Cpd 144: CsH/N 117.0582 118.0654 2.839 | Antifungal
Indole Antitliberkiiloz
4-Formil Cpd 150: 4- | CoH;NO 145.0532 146.0605 2.951 (Bohlendorf vd.,
Indol Formyl 2006)
Indole (Reddy ve Pal,
2021)
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Anthranilic | Cpd 239: C7H7NO, 137.0479 4.63 Antimikrobiyal,
asit Anthranilic antiviral,
acid antikanser ve
insektisidal
aktivite (Prasher
ve Sharma, 2021)
Denatonium | Cpd 274: C21H2N,0 325.2291 325.2285 5.276 | Bitki
Denatonium patojenlerine
kars1 bakterisidal
etki (Compant
vd., 2005)
Benzododec | Cpd 398: CoHN 304.301 304.3005 7.595 | S. aureus'ta
inium Benzododec biyofilm formuna
(Ajatin) inium kars1 aktivite,
(Ajatin) hiicre lizisi (Cabo
vd., 2009)
Dodecyl Cpd 447: Ci3H3606 348.2517 371.2409 8.524 | Biyosiirfaktan
glucoside Dodecyl (Recke vd.,
glucoside 2013)
Acetyl Cpd 465: C2oH3403 402.2261 403.2334 8.859 | Klebsiella
tributyl Acetyl pneumoniae,
citrate tributyl Pseudomonas
citrate aeruginosa, ve
Staphylococcus
aureus’ a karsi
antibakteriyel
aktivite (Tan vd.,
2020)
Asp Leu Cpd 108: CioHisN2Os | 246.1228 247.1301 2.157
Asp Leu Antihipertansif
Asp Gly Ile | Cpd 132: Ci2H21N30s | 303.1438 304.1511 2.616 | (Zaky vd., 2022)
Asp Gly Ile
Gly Val Cpd 139: Ci3H2sN304 | 287.185 288.1922 2.761 | Antimikrobiyal
Leu Gly Val ve biyofilm
Leu olusumunu
inhibe edici
(Rewak-
Soroczynska vd.,
2019)
Glu Arg Cpd 140: Ci7HNeOs | 416.238 417.2453 2.772 | Antiinflamatuvar
Leu Glu Arg (Lu vd., 2021)
Leu

BP-2G-M (Rhodococcus erythropolis) ekstraktinda Cizelge 4.23° te verilen

metabolitler ile birlikte kinolon tiirevleri ve rodostreptomisin antibiyotikleri; rhodochelin

ve cesitli heterobaktin sideroforlar1 da saptanmaistir.

Rhodococcus cinsine ait bakteriler, metabolik cesitlilikleri, organik bilesikleri

parcalama yetenekleri ve metal toksisitesi, kuraklik ve yiiksek organik ¢oziicii

konsantrasyonu gibi cesitli stres kosullarina karsi direngleri nedeniyle mikrobiyal

biyoteknoloji uygulamalari i¢in ideal mikroorganizmalardir. Rhodococcus suglar1 ayni

zamanda zorlu ve kirli ortamlarda giiclii dayanikliliklarina katkida bulunan ve onlara
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diger mikroorganizmalara karsi rekabet avantaji saglayan kendine 6zgii biyosentetik
aktivitelere de sahiptir.

Rhodococcus suslariin, rhodochelin, rhodobactin, heterobactin A, rhequichelin ve
rhequibactin gibi kimyasal olarak c¢esitli sideroforlar {iretebildikleri agiklanmistir.
Carrano vd., (2001), R. erythropolis IGTSS8 kiiltiiriinden heterobaktinler ad1 verilen yeni
bir siderofor sinifin1 izole eden ilk aragtirmacilar arasindadir. IGTSS8 susu tarafindan
iiretilen {ic heterobaktin arasinda en ¢ok bulunan ikisi, heterobaktin A ve B olarak
adlandirilmistir. Heterobaktinler ayrica Bosello vd., (2013) tarafindan R. erythropolis
PR4'ten izole edilmistir, bakteri genomunun biyoinformatik analizi yoluyla, heterobaktin
A'nin biyosentezinden sorumlu gen kiimesini tanimlamistir. Bizim calismamizda R.
erythropolis BP-2G-M susu ekstraktinda heterobaktin A2, heterobaktin B ve Nocardia
heterobaktin saptanmustir.

Sideroforlar, bazi bakteriler tarafindan hiicre dis1 demiri selatlamak ve hiicre i¢inde
tagimak i¢in salinan diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Sideroforlarin tiretimi ve
salinmasi, bakterilerin hiicre i¢i demir havuzu biriktirmesine ve metal sinirlayici kosullar
altinda da besinsel demir ihtiyacini karsilamasina olanak tanir (Kraemer, 2004).
Sideroforlarin ayrica ¢inko, manganez, molibden ve vanadyum gibi diger temel metalleri
almak icin bagladiklart ve ayrica hiicresel girislerini dnlemek i¢in agir metallerle
etkilesime girdikleri de rapor edilmistir. Diger siderofor fonksiyonlar1 arasinda oksidatif
strese karst koruma ve antibiyotik hedefleme yer almaktadir. Sideroforlar kimyasal
yapilarina gore fenolat, hidroksamat, katekolat, (hidroksi-) karboksilat ve karisik tipler
olarak siniflandirilir ve biyosentezleri farklt mekanizmalar aracilifiyla gerceklesir.
Sideroforlarin uygulama alanlar1 arasinda tarim, tip, farmakoloji, biyoremediasyon,
biyolojik bozunma ve gida endiistrisi bulunmaktadir (Miethke ve Marahiel, 2007).

Kitagawa ve Tamura (2018) tarafindan yapilan c¢alismada Rhodococcus
erythropolis JCM 6824 kiiltiir sivisindan yeni bir kinolin antibiyotigi olan aurachin RE,
izole edilmis ve tanimlanmistir. Aurachin RE’ nin yapisi, NMR ve kiitle spektrometrik
analizleri ile belirlenmistir. Calisma sonuglart Aurachin RE’ nin Gram pozitif bakterilere
kars1 etkili oldugunu gostermistir. Calismamizda da R. erythropolis BP-2G-M susu
ekstraktinda  kinolon tiirevleri saptanmis, Gram pozitif bakterilere etkisi
kaydedilmemistir.

Kurosawa vd., (2018) tarafindan Rhodococcus fascians 307CO kiiltiir sivilarindan
rodostreptomisin A ve B antibiyotikleri izole edilmistir. Rodostreptomisinler, yap1 olarak

Streptomyces tarafindan iretilen aktinomisinlerden biiyiik 6l¢iide farkli olan yeni bir
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aminoglikozit sinifinin iki izomeri olarak tanimlanmistir. Rodostreptomisinler;
Streptomyces padanus, E. coli, S. aureus, B. subtilis ve H. pylori gibi ¢ok ¢esitli Gram
negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi giiclii antimikrobiyal aktivite gostermistir.
Bununla birlikte Rodostreptomisin B'nin, rodostreptomisin A'dan daha gii¢lii oldugu
kaydedilmistir.

Arthrobacter spp. BP-2F-M susundan elde edilen ekstraktta LC-Q-TOF MS analizi

ile saptanan ¢esitli metabolitler Cizelge 4.26° da verilmistir.

Cizelge 4.26. Arthrobacter spp. BP-2F-M susundan elde edilen ekstraktta saptanan

metabolitler
BILESIK BILESIK FORMUL KUTLE | M/Z RT ETKI
ISMI ETIKETI
Streptomisin | Cpd 50: Co1H30N7012 | 581.2668 | 582.274 1.035 | Bakterisidal
Streptomycin
(Jones-Lopez ve
Ellner, 2011)
Betain Cpd 62: CsH12NO» 118.0869 | 118.0863 | 1.259 | Bakterisidal
Betaine (Lindstedt vd.,
1990)
Trimazosin Cpd 123: CooH2oNsOs | 435.21 436.2173 | 2.389 | Antihipertansif
Trimazosin (Taylor vd., 1983)
Lappaconitine | Cpd 189: C»HuN,Os | 584.3172 | 585.3245 | 3.653 | Antitimor,
Lappaconitine antiinflamatuar,
analjezik etki (Pang
vd., 2019)
His Ile Gln Cpd 63: His Ci7H2sNeOs | 396.2123 | 397.2196 | 1.27 | Antioksidan (Zaky
Ile Gln vd., 2022)
Nikotinik asit | Cpd 73: CsHs5NO- 123.0318 | 124.0391 | 1.472 | Mycobacterium
Nicotinic acid tuberculosis’ e karst
antibakteriyel
aktivite (Asif,
2014)
Val Pro Gln Cpd 74: Val CisHasN4sOs | 342.191 343.1983 Ilaca kars1 direncli
Pro Gln mikroorganizmalara
1.483 kars1 antimikrobiyal
Gly Pro Val Cpd 83: Gly CioHoiN3O4 | 271.1536 | 272.1609 | 1.65 aktivite
Pro Val
Pro Val Cpd 86: Pro CioHisN20s | 214.1322 | 215.1395 | 1.706 | (Li vd., 2020)
Val
Leu Pro GIn Cpd 89: Leu CieH2sN4sOs | 356.2062 | 357.2135 | 1.762 | Vankomisine
Pro GIn direngli suslari
inhibe etme (Li vd.,
2020)
Tyr Pro Glu Cpd 92: Tyr CioH25sN307 | 407.17 408.1772 | 1.818 | Bakteri, fungus ve
Pro Glu Leishmania
parazitine kars1
sitotoksik etki,
antioksidan aktivite
(Teran vd., 2019)
DL- Cpd 99: DL- | CoH1NO, 165.0796 | 166.0869 | 1.941 | S. aureus, E.coli ve
Phenylalanine | Phenylalanine C. albicans’ a kars1
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biyosidal aktivite
(Lukac vd., 2010)

Glu Val Val Cpd 118: Glu | CisH27N3Og | 345.1907 | 346.1979 | 2.311 | Kanser Hiicrelerine
Val Val kars1 sitotoksik etki
Asp Leu Cpd 120: Asp | CioHisN2Os | 246.1226 | 247.1299 | 2.333 | (Zhong vd., 2009)
Leu
Phe Val Gly Cpd 164: Phe | CisgH»N3O04 | 321.169 | 322.1763 | 3.172 | Antibakteriyel ve
Val Gly sitotoksik etki (E.
Leu Gly Val Cpd 182: Leu | Ci3HpsN304 | 287.1853 | 288.1926 | 3.508 | Lee vd., 2014)
Gly Val
Val Pro Ile Cpd 195: Val | CisHoN304 | 327.2167 | 328.224 | 3.765 | Antioksidan
ProIle (Nadalian vd.,
2019)
Met Pro Leu | Cpd 201: Met | CisH20N304S | 359.188 | 360.1953 | 3.877 | Antioksidan
Pro Leu (Danquah ve Agyei,
2012)
Ile Pro Ile Cpd 208: Ile Ci7H31N3O4 | 341.2317 | 342239 | 4 Antifungal (Mishra
Pro Ile vd., 2017)
Phe Pro Ile Cpd 226: Phe | CyH2oN3O4 | 375.2162 | 376.2235 | 4.347
Pro Ile
IAA /3-Indol | Cpd 269: Ci0HoNO2 175.0641 | 176.0714 | 5.175 | Endofitik
asetik asit IAA/3- funguslara kars1
Indoleacetic kars1 antimikrobiyal
acid aktivite (Eze vd.,
2018)
Denatonium Cpd 274: C21H2N>0 325.2291 | 325.2285 | 5.276 | Bitki patojenlerine
Denatonium kars1 bakterisidal
etki (Compant vd.,
2005)
Palmitik amid | Cpd 323: Ci6H33NO 255.2565 | 256.2638 | 6.227 | Listeria
Palmitic monocytogenes’ €
amide kars1 antimikrobiyal
aktivite (Yosief vd.,
2020)
N-tert-Butyl- | Cpd 356: N- | C;1HisNO 177.116 | 178.1233 | 6.853 | Antioksidan
o- tert-Butyl-a- (Biazus Soares vd.,
phenylnitrone | phenylnitrone 2023)

127




Arthrobacter spp. toprak, tath su, petrol, hava, kanalizasyon, deniz suyu ve 220
m'ye kadar olan karasal yeralt1 ¢cokeltileri dahil olmak iizere bir¢ok farkli ortamda bulunan
Gram pozitif bakteri cinsidir. Sekonder metabolit iireticileri olduklar1 bilinmektedir ve
farkli Arthrobacter suslarinin, farkl biiyiime kosullar1 altinda artrobasilin antibiyotiginin
farkli varyantlarini tirettigi kaydedilmistir (Ohtsuka vd., 1992).

Arthrobacter tlrlerinin herbisitler, pestisitler ve c¢esitli sentetik molekiillerin
degredasyonunda rol oynadiklari bilinmektedir. Baz1 Arthrobacter tiirleri bitki hormonu
iiretimi ve dinitrojen fiksasyonunda rol oynamaktadir (Jones ve Keddie, 2006).

Kamigiri vd., (1996) tarafindan yapilan calismada Endonezya’ da toprak
orneklerinden Arthrobacter sp. izole edilmistir. Arthrobacter sp. susunun fermentasyon
stvist etil asetat ile ekstrakte edilmistir. Ham ekstrakt silika jel kolonuna tabi tutulmus ve
antibakteriyel aktivite sergileyen fraksiyonlar toplanmistir. Aktif fraksiyonlar i¢in HPLC
analizi yapilmistir. 'H ve '>*C NMR analizleri ile kimyasal yap1 ortaya koyulmustur.
Calisma sonucunda yeni bir kinolon antibiyotigi olan YM-30059 tanimlanmistir. YM-
30059, coklu ilaca direngli Staphylococcus aureus ve S. epidermidis dahil olmak tizere
Gram pozitif bakterilere kars1 yiiksek antibakteriyel aktivite sergilemistir.

Calismamizda da ekstraksiyon yoOntemi olarak etil asetat kullanilmis ve
ekstraktlarin HPLC yontemi ile karakterizasyonu yapilmistir. HPLC analizi sonucunda
ekstraktlarda organik bilesikler tespit edilmistir.

Lokesha vd., (2019) tarafindan yapilan calismada Hindistan''n Haydarabad
kentindeki endiistriyel olarak kirlenmis toprak orneklerinden izole edilen Arthrobacter
sp. suslarinin  molekiiler karakterizasyonu amaclanmistir. Bulgular, izole edilen
Arthrobacter globiformis HYJE0O3 susunun Arthrobacter phenanthrenivorans HYJE00S
susuna gore kolin kloriiriin betaine doniisiim oraninin dort kat daha yiliksek oldugunu
ortaya koymustur. Betain hiperosmotik ortamlarda dehidrasyonu ve plazmolizi 6nlemek
icin osmoregiilator gorevi gormektedir. Arthrobacter spp.'de kolin oksidaz geni kolinin
betaine iki asamali oksidasyon reaksiyonunu ve ardindan hiicrelerde betain birikimini
kataliz etmektedir. Bu durum mikroorganizmanin zorlu g¢evre kosullarinda hayatta
kalmasina ve gelismesine yardimci olmaktadir. Calismamizda karakterizasyonu yapilan
suslar da magaralardan izole edilmis olup magaralar yiiksek nem, diisiik sicaklik igeren
ve besin maddelerinin sinirli oldugu ortamlardir. Magaralar gibi ekstrem habitatlarda
yasayan mikroorganizmalarin antimikrobiyal bilesikler ve ¢esitli sekonder metabolitleri
iretebilme yetenegi mikroorganizmanin zorlu kosullarda hayatta kalmasini saglayan bir

savunma mekanizmasi olarak goriilmektedir (Tiifekei vd., 2023).
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Wang vd., (2025) tarafindan yapilan calismada Arthrobacter spp. kiiltiiriinde
hidroksil radikal iiretiminin artirtlmasi amaglanmistir. Bulgular demir baglayici
ligandlarin Arthrobacter tiirleri ve diger toprak bakterileri i¢in siiperoksit iiretimini
onemli Ol¢lide artirdigim1 ortaya koymustur. Calisma sonucglar g¢evresel kirlenme
sorunlarina yonelik bir ¢ézlim alternatifi olarak mikrobiyal reaktif oksijen tiirlerinin
biyoremediasyonda kullanilabilecegini gostermektedir. Biyoremediasyon ¢aligmalarinda
glutamik asit gibi ¢esitli peptidlerin de etkili oldugu bilinmektedir (Luo vd., 2024).
Calismamizda Arthrobacter spp. BP-2F-M susunun glutamik asit iceren peptidleri
tirettigi kaydedilmistir.

Cesitli peptidlerin antimikrobiyal &zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.
Antimikrobiyal aktiviteye sahip dogal bilesikler cesitli mekanizmalarla hareket
etmektedir. Antimikrobiyal biyoaktif peptitlerin ¢ogu mikrobiyal membran biitlinliigiinii
bozarak ya da membran boyunca yer degistirerek i¢c hedeflere etki ederek hareket
etmektedir. Antimikrobiyal peptitler, Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler, mantarlar,
viriisler ve parazitler dahil olmak iizere ¢ok cesitli mikrobiyal konakcilara kars etkilidir.
Bu nedenle peptidler potansiyel dogal biyokoruyucular olmakla birlikte ayn1 zamanda
bakteriyel enfeksiyonlarin kontroliinde geleneksel antibiyotiklerin yerini alacak alternatif
stratejiler olarak hareket ederken, hizla artan coklu ilaca direngli enfeksiyonlarla
miicadelede de etkilidirler (Hancock ve Sahl, 2006; Steinstraesser vd., 2011).
Calismamizda antimikrobiyal aktivitesi bilinen ekstraktlarda cesitli peptidler
saptanmistir.

Prolin bakimindan zengin antimikrobiyal peptidler digerlerinden farkli olarak
membrani yok ederek bakterileri 6ldiirmek yerine bakteriyel sitoplazmaya i¢ membran
tasiyicist yoluyla girerler. Sitoplazmaya girdikten sonra, ribozomlar1 hedefleyerek
aminoagil-tRNA'nin peptidiltransferaz merkezine baglanmasini bloke eder veya protein
sentezine miidahale ederler (Seefeldt vd., 2015).

Histidin bazik bir amino asittir ve histidin agisindan zengin antimikrobiyal peptidler
1yl membran gegirgenlik aktivitesi gosterir. Histidin ac¢isindan zengin peptidlerin bakteri
hiicre zarlarinin gegirgenligini artirarak hiicre zar1 yirtilmasina ve 6liimiine neden oldugu
bildirilmistir (Dong vd., 2019).

Polar olmayan bir amino asit olarak triptofan (Trp), bakteri hiicre duvarimin lipit ¢ift
katmaninin arayiiz bdlgesi lizerinde etkiye sahipken, bazik bir amino asit olarak arjinin
(Arg) peptit yiikii ve hidrojen bag: etkilesimlerini saglar. Gram negatif E. coli ve P.

aeruginosa ve Gram pozitif S. aureus'u inhibe eden Trp ve Arg bakimindan zengin
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antimikrobiyal peptidler bildirilmistir. Trp ve Arg bakimindan zengin antimikrobiyal
peptitler bakterilere kars1 giiclii inhibitor etki gostermektedir (Bacalum vd., 2017; Strem
vd., 2002).

Glisin bakimindan zengin antimikrobiyal peptidler dogada yaygin olarak
bulunmaktadir. (Kwon vd., 2008; Lee vd., 2011). Glisin agisindan zengin bir
antimikrobiyal peptidin, fagosit aracili mikrobisidal mekanizmalar1 aktive ettigi
bildirilmistir (D’Este vd., 2016). Ayrica glisin acisindan zengin, Gram negatif bakterilere
kars1 ideal ila¢ adaylar1 da rapor edilmistir (Wang vd., 2015). Calismamizda
Rhodoccoccus erytropolis BP-2G-M, Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M ve
Arthrobacter sp. BP-2F-M suslarinin  timii Gram-negatif bakteri Pseudomonas
aeruginosa’ ya karsi etkili olup ekstraktlarinda glisin iceren peptidler saptanmustir.

Calismamizda da antimikrobiyal ekstraktlarda glisin, metionin, sistein, tirozin
fenilalanin, valanin gibi antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser etkisi bilinen peptidler
saptanmistir.

Cesitli calismalar, farkli protein kaynaklarindan tiiretilen bazi1 peptidlerin
antioksidan Ozelliklerini ortaya koymustur. Metionin, sistein, tirozin ve fenilalanin
peptitlerinin hidroksil radikallerini temizleme ve Fe** selatlama yoluyla DNA hasarma
kars1 koruyucu etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Zhang vd., 2012).

Antikanser 0zellik gosteren peptidler tiimor hiicrelerini 6ldiirmek i¢in bagisiklik
hiicrelerini ¢alistirarak, kanser hiicrelerinin nekrozunu veya apoptozunu indiikleyerek,
tiimor beslenmesini ortadan kaldirmak ve metastazi 6nlemek i¢in anjiyogenezi inhibe
ederek, gen transkripsiyonuna miidahale etmek i¢in bazi diizenleyici fonksiyonel
proteinleri aktive ederek antikanser mekanizmalarin1 gostermektedir (Ma vd., 2020; Wu
vd., 2014).

Caligmamizda karakterizasyonu yapilan tiim ekstraktlarda saptanan metabolitler
arasindan betain, ila¢ Onciilii olarak kullanilmaktadir. Trimetilglisin olarak da bilinen
betain hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunan stabil, toksik olmayan
dogal bir maddedir. Betainin karaciger dokusundaki dejeneratif degisiklikleri 6nemli
Ol¢iide azalttigi, anti kanser etkisi oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte antioksidan
kapasitesine de sahiptir (Arumugam vd., 2021).

BP-2F-M (Arthrobacter sp.) ekstraktinda saptanan trimazosin ve lappakonitin
metabolitleri ila¢ onciilleridir. Trimazosin kan basincini diisiiriicii etkisinden dolay1 anti
hipertansif 6zellik gostermektedir (Taylor vd., 1983). Alkaloid tiirevi olan lappaconitine
(LA), Cin'de analjezik olarak kullanilmaktadir (Li vd., 2022). Lappakonitin agr1 kesici
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ozellikler gosterir. Bununla birlikte, lappakonitinin modifikasyonu ile elde edilen
lappakonitin siilfat, suda az c¢oziinen lappakonitinden daha belirgin analjezik etki
gostermektedir (Thawabteh vd., 2021).

Streptomyces rubiginosohelvolus (BP-K9D-M) ekstraktinda saptanan harman ve
norharman bilesikleri alkoloidlerdir. Bu alkoloidler antioksidan, ndrokoruyucu ve
antiinflamatuar etkiler gibi genis bir biyolojik ve farmakolojik etki sergilemektedir
(Piechowska vd., 2019).

3- Aminokinolin ve oksikinolin metabolitleri kinolin tiirevleridir. Kinolin tiirevleri
antikanser, antiinflamatuar, antibakteriyel, antiviral ila¢ kesfinde farmakolojik
potansiyele sahiptir. Kinolon tiirevleri hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptoz,
anjiyogenez, hiicre goclinlin ve modiilasyonunun bozulmas1 gibi farkli etki
mekanizmalari ile hareket etmektedir. Kinolin halkalari tasiyan antimalaryal ilaglar kinin,
kinidin, klorokin, meflokin, amodiakin, primakin ve siprofloksasin, sparfloksasin,
gatifloksasin gibi antibakteriyel ilaglar kinolin tiirevleridir (Yadav ve Shah, 2021).
Nepali vd., (2019) tarafindan 3- Aminokinolin bilesiginin timér olusumu ile iliskili 1s1
sok proteinine kars1 antikanser etki gosterdigi bildirilmistir. Oksikinolinin de antikanser
aktivite sergiledigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (Yadav ve Shah, 2021). Calismamizda
Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M ekstraktinda 3- Aminokinolin ve
oksikinolin saptanmuistir.

Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M ve Rhodococcus erythropolis BP-
2G-M ekstraktinda saptanan DL- pipekolik asitin ise aktinomisin igeriginde
bulundugunda Gram pozitif bakterileri inhibe edici etki gosterdigi bildirilmistir (Formica
vd., 1968). Calismamizda DL- pipekolik asit lireten Streptomyces rubiginosohelvolus BP-
K9D-M susu Gram pozitif bakteri L. monocytogenes’e kars1 inhibe edici etki gosterirken
Rhodococcus erythropolis BP-2G-M susunun Gram pozitif bakterilere karsi etkisi
kaydedilmemistir.

D- Pantotenik asit (Vitamin BS), Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M ve
Rhodococcus erythropolis BP-2G-M ekstraktinda saptanmigtir. Pantotenat veya BS
vitamini olarak da bilinen pantotenik asit, suda ¢6ziinebilen bir B kompleksi vitaminidir.
Pantotenik asit, koenzim A (CoA) ve asil tasiyic1 proteine (ACP) dahil olmasi nedeniyle
biyolojik dneme sahiptir. Pantotenil alkol, farmasdtik vitamin iriinleri i¢in pantotenat
aktivitesinin kaynagi olarak kullanilmaktadir. Panteteinin disiilfiirii olan Pantetin ve CoA

da bir¢ok iilkede farmasotik triinler olarak kullanilmaktadir. Kolesterol seviyelerini
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diistirmede, karaciger yaglanmasini iyilestirmede ve ilgili hastaliklarin tedavisinde etkili
olduklar1 6ne stirtilmiistiir (Gonzalez- Lopez vd., 2016).

Indol ve 4- formil indol Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M ve
Rhodococcus erythropolis BP-2G-M ekstraktlarinda saptamistir. Indol tiirevleri anti-
tiiberkiiloz 6zellikleri agisindan uzun siiredir aragtirilmakta ve iizerinde ¢alisilmaktadir.
Birgok indol tiirevi i¢in antitiiberkiiloz aktivitelere yonelik hedef veya etki mekanizmasi
(MOA) rapor edilmistir (Reddy ve Pal, 2021). Cesitli indol tiirevlerinin antikanser,
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite gdsterdikleri bilinmektedir. Indol tiirevlerinin hem
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere hem de funguslara karsi inhibe edici 6zellik
gosterdigi bilinmektedir (Kumar ve Ritika). Calismamizda da indol tiirevleri iiretici
Streptomyces rubiginosohelvolus BP-K9D-M susunun hem Gram pozitif ve Gram negatif

bakteri hem de fungus test organizmalarina karsi etkili oldugu goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalari 6ldiiren ya da gelisimini engelleyen,
biyolojik kdkenli sekonder metabolitlerdir. Antibiyotiklerin, diinyadaki yaygin kullanimi
antibiyotiklere direncli mikroorganizma enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Antimikrobiyal direng, halk sagligina yonelik en biiyiik tehditlerden biri
haline gelmistir. Patojenik bakterilerin antibiyotik direnci son 20-30 yilda insan sagligina
yonelik en biiyiik sorunlardan biri olarak kabul edilmektedir. Coklu ilaca direngli
bakterilerle iligkili artan morbidite ve mortalite, yeni ve daha etkili ilaglarin
kesfedilmesini gerektirdigi i¢in etki alan1 daha genis ve daha gii¢lii antimikrobiyal madde
iireten yeni mikroorganizma suslarinin  arastirilmast  6nem  kazanmaktadir.
Mikroorganizmalarin i¢inde bulundugu habitat kosullar1 antimikrobiyal etkinlik
acisindan 6dnemlidir. Asir1 yasam ortamlari biyoteknolojik agidan 6nemli yeni bilesiklerin
kesfi icin 6nemli firsatlar sunmaktadir. Yeni antimikrobiyal ajanlarin kesfi i¢in kitasal
topraklar, magaralar, ¢6l topraklari, derin denizler gibi bir¢ok habitat arastirilmistir.
Magaralar yiiksek nem, diisiik sicaklik igeren, enerji girisi ve besin maddelerinin sinirh
oldugu karanlik ortamlar olmalar1 nedeniyle ekstrem ortamlar olarak kabul edilmektedir.
Magaralar son 20 yilda mikrobiyal cesitlilik arastirmalar1 agisindan ilgi ¢eken ortamlar
olmakla birlikte magara mikroorganizmalarinin patojenik bakterilere kars1 antimikrobiyal
aktivitesini bildiren g¢aligmalar mevcuttur. Calismamizin kapsamini magaralar gibi
biyoteknolojik agidan oOnemli habitatlarin ve burada yerlesik olarak bulunan
mikroorganizmalarin biyolojik aktivitelerinin olusturmasi literatiire katki saglamasi
agisindan énemlidir.

Bu tez caligmasinda dnceki calismalarimizda magaralardan izole edilen yaklasik
350 mikroorganizma arasindan Gram pozitif bakteri izolatlar1 kullanilmigtir.
Antimikrobiyal madde iiretici mikroorganizmalarin g¢ogunlugunu Gram pozitif
bakterilerin olusturmasi nedeniyle Gram boyama yontemi kullanilarak Gram pozitif
bakteri izolatlar1 belirlenmistir. Bunun i¢in stok muhafaza edilen izolatlar uygun
besiyerlerinde aktiflestirilmis ve saf kiiltiirler kullanilarak Gram boyama yapilmistir.
Gram pozitif olarak belirlenen 170 bakteri izolat1 antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
i¢in kullamlmistir. izolatlarin antimikrobiyal aktivite taramasinda agar disk difiizyon
yontemi kullanilmastir. Izolatlarin L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa,

C. albicans suslarina kars1 antibakteriyel; A. niger ve Penicillium spp. suslarina karsi
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antifungal etkisi degerlendirilmistir. Disk difiizyon testi sonuglarina gore izolatlarin
yaklasik %25°1 en az 1 test organizmasina kars1 aktivite gostermistir. Aktivite goriilen 41
izolatin yaklasik %511 birden fazla test organizmasina karsi etkili bulunmustur.
Calismamizda izolatlarin tibbi agidan 6nemli patojenlere karsi test edilmesinin klinik
acidan da onem tasidig1 diisiiniilmektedir.

izolatlarin test mikroorganizmalar1 arasindan Gram pozitif bakteri suslarmna karsi
aktivitesi %41, Gram negatif bakteri suslarina kars1 aktivitesi %65, fungal test
organizmalarina kars1 aktivitesi %29 olarak belirlenmistir. Bakteriyel ve fungal izolatlara
kars1 birlikte aktivite gosteren BP-2F-M, BP-2G-M ve BP-K9D-M izolatlar segilerek
filogenetik tanilama, kiiltiir biiylime parametrelerinin optimizasyonu, antimikrobiyal
bilesenlerin saflastirilmas1 ve karakterizasyonu caligmalar1 i¢in sec¢ilmistir. Secilen
izolatlardan BP-2F-M ve BP-K9D-M izolati L. monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa ve Penicillium sp. suslarina karsi etkilidir. BP-2G-M izolat1 ise Pseudomonas
aeruginosa ve Penicillium sp. suslarina karst etkili bulunmustur. 3 izolatin da
antimikrobiyal etki gosterdigi P. aeruginosa’ nin énemli bir hastane enfeksiyonu etkeni
oldugu bilinmektedir bununla birlikte DSO tarafindan yayimlanan 6ncelikli patojenler
listesinde yer almaktadir. Bu nedenle elde edilen bulgularin klinik agidan da 6nem tasidigi
distiniilmektedir.

Antimikrobiyal aktivite testleri sonucunda en az 1 test mikroorganizmasina karsi
etkili 41 izolatin ekstraselliiler enzim iiretimi ve EPS {iretimi incelenmistir. Ekstraselliiler
enzim testi sonuglaria gore izolatlarin %58’ inin proteaz, %73 iiniin katalaz, %39’unun
amilaz, %7’ sinin jelatinaz enzimi aktivitesi sergiledikleri goriilmiistiir. EPS iiretimi ise
izolatlarin %24’iinde saptanmuistir.

Tanilama, optimizasyon, saflastirma ve karakterizasyon ¢alismalar1 i¢in secilen 3
izolatin 16S rRNA gen bdlgesi i¢in PZR amplifikasyonu gerceklestirilerek elde edilen
PZR iirlinlerinden ¢ift yonlii dizi analizi yaptirilmistir. Dizi analizi sonuglarina gore
izolatlar Arthrobacter sp., Rhodoccoccus erytropolis ve Streptomyces rubiginosohelvolus
olarak tanilanmistir. Tanilama sonucunda belirlenen tiirlerin tamami Actinobacteria
filumuna aittir. Aktinobakteriler dogal biyoaktif iiriinler agisindan 6nemli bir gruptur.
Biyoaktif metabolit {iretme yetenegi aktinobakterilerin cinsine bagli olarak
degismektedir. Actinobacteria filumu iiyeleri 6nemli antibiyotik iireticileri olmakla
birlikte herbisit, antifungal, antitimor veya immiin baskilayicit ajanlar olarak da
kullanilabilir. Biyoteknoloji alaninda potansiyel uygulamalara sahip olan Actinobacteria

grubundan lignin peroksidaz, lakkaz, tirozinaz gibi bir¢ok farkli enzim rapor edilmistir.
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Calismamizda da tanilanan suslarin antimikrobiyal aktiviteleri ile birlikte Arthrobacter
sp. i¢in proteaz ve katalaz, Rhodoccoccus erytropolis icin katalaz, Streptomyces
rubiginosohelvolus i¢in katalaz, proteaz ve amilaz tiretimi kaydedilmistir.

Son 20 yilda Rhodococcus spp. tiirleri biyoyakit liretimi, metal biyo geri kazanimi
ve yeni ila¢ kesfi dahil olmak iizere endiistriyel, ¢cevresel ve tibbi alanlarda uygulama
bulmaktadir. Streptomyces tiirleri tipta, ¢cevre endiistrisinde, gida endiistrilerinde ve tarim
sektoriinde onemli biyolojik aktivitelere sahip, cesitli ve degerli dogal {iriinler {iretme
kapasitesi bulunan bakteri tiirleridir. Streptomyces tiirlerini 100.000” den fazla antibiyotik
bilesigi iirettigi ve bunun farmakolojik veya zirai kimyasal uygulamalara sahip tiim dogal
biyoaktif tiriinlerin %70-80'ini olusturdugu bilinmektedir. Arthrobacter tiirleri ise tibbi
acidan Onemli enzimlerin verimli kaynaklaridir. Ayrica pestisitler ve herbisitlerle
kirlenmis yeralt1 suyunun biyolojik olarak antilmasinda da kullanilmaktadir.
Arthrobacter sp. tiirleri kirlenmis habitatlarin biyoindikatdrleri olarak kullaniimaktadir.
Calisgmamizda filogenetik tanilamasi1 ve karakterizasyonu yapilan tiirler onemli
biyoteknolojik uygulama alanlarina sahiptir.

Antimikrobiyal etkili maddenin karakterizasyonu HPLC analizleri ve LC-Q-TOF
MS analizi ve kiitiiphane taramasi ile ger¢eklestirilmistir. HPLC analizleri ile
antimikrobiyal etkili ekstrakt ve hiicre pelleti igeriginde bulunan gesitli fenolik bilesikler,
organik asitler, vitaminler saptanmistir. Fenolikler antioksidanlar olarak kabul
edilmektedir. Mikrobiyal kokenli fenolik asitlerin tiimor hiicrelerine karsi etki ve
patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitesini bildiren ¢alismalar da mevcuttur. Organik
asitler hiicre zarim1 geg¢me, sitoplazmadaki protonu ve anyon konsantrasyonlarini
degistirme yeteneklerine bagli olarak antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir. C vitamininin
giiclii antioksidan, immiin sistemi diizenleyici ve antienfeksiyoz etkileri bilinmektedir. E
vitamininin de antioksidan ve antimikrobiyal 6zellik gosterdigi bilinmektedir. HPLC
analizleri ile mikrobiyal ekstrakt ve hiicre pelleti igeriginde tanimlanan bilesikler
antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir.

LC-Q-TOF MS analizi ve kiitliphane taramasi ile antimikrobiyal etkili ekstraktlarda
cesitli antibiyotikler ve diger metabolitler tespit edilmistir. BP-K9D-M (Streptomyces
rubiginosohelvolus) ekstraktinda streptomisin, kanamisin, oleandomisin ve tetrasiklin
antibiyotikleri tespit edilmistir. BP-2F-M (Arthrobacter sp.) ekstraktinda kinolon
tiirevleri, streptomisin, eritromisin, azitromisin, oleandomisin ve arthrobasilin A
antibiyotikleri tespit edilmistir. Ekstraktlarda tespit edilen antibiyotiklerin ¢cogunlugunun

genis spektrumda etki gosterdigi bilinmektedir. Calismamizda yapilan antimikrobiyal
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aktivite testleri sonuclar1 da bu ii¢ ekstraktin birden fazla test mikroorganizmasina etkili
oldugunu, hem antibakteriyel hem de antifungal aktivite sergiledigini gdstermistir.

Rhodoccus  erythropolis  BP-2G-M  ekstraktinda kinolon tilirevleri ve
rodostreptomisin A antibiyotikleri ile birlikte heterobaktin A2 heterobaktin B, nocardia
heterobaktin, rhodochelin sideroforlari tespit edilmistir. Rhodococcus cinsi bakterilerden
elde edilen biyoiiriinlerin ¢evresel, endiistriyel ve tibbi énemi vardir. Bununla birlikte
Rhodococcus cinsi iiyelerinin onemli siderefor iireticileri olduklar1 bilinmektedir.
Sideroforlar saglik, tarim ve kozmetik alanlarinda kullanilmakta, kanser ve malaria
tedavisinde demir tasiyicisi ve antibiyotik olarak kullanilmaktadir. Calismamizda R.
erythropolis ekstraktinda gesitli sidereforlarin saptanmasi biyoteknolojik agidan 6nem
tasimaktadir.

LC- Q-TOF MS analizleri ile tiim ekstraktlarda antibiyotiklerin yani sira ¢ok cesitli
peptidler saptanmistir. Mikrobiyal peptidler antimikrobiyal, antikanser, antiparazitik ve
antioksidan ozelliklere sahiptir. Prolin, triptofan ve arjinin, histidin, glisin peptidlerinin
antimikrobiyal etkide rol oynadigi bilinmektedir. Antimikrobiyal peptidler membran
hedefleme mekanizmasi, protein biyosentezinin inhibisyonu, niikleik asit biyosentezinin
inhibisyonu, hiicre boliinmesinin inhibisyonu gibi farklt mekanizmalarla etki
gostermektedir. Caligmamizda karakterizasyon analizlerinden 6nce antimikrobiyal etkili
ekstraktlara Proteinaz K eklendiginde aktivitede azalma ve kayip gozlemlenmis bununla
birlikte Bradford yontemi ile protein konsantrasyonu belirlenmistir. Proteinaz K
eklendiginde aktivitede azalma ve kayip gézlemlenmesi antimikrobiyal etkili maddenin
protein yapisinda oldugunu gostermektedir. LC- Q-TOF MS analizleri ile antimikrobiyal
etkili ekstraktlarda cesitli peptidlerin saptanmasi c¢alismanin Onceki sonuglari ile
paralellik gdstermektedir.

Calisma sonuglari magaralardan izole edilen mikroorganizmalarin enzim tiretimi,
EPS iiretimi, fenolik bilesikler, vitaminler, organik asitler, biyoaktif peptidler,
antibiyotikler ve ila¢ onciilleri gibi biyoteknolojik agidan onemli pek cok metaboliti
liretebildigini gostermektedir. Ozellikle iilkemizde yapilan ¢alismalarda magaralardan
izole edilen mikroorganizmalarin antimikrobiyal etki potansiyelleri ortaya koyulmakla
birlikte etkili maddelerin karakterizasyonu heniiz aydinlanmamistir. Calismamizin bu
acidan literatiire katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizin sonraki asamalarinda elde edilen antimikrobiyal etkiye sahip

metabolitlerin yapisinin aydinlatilmasi, antimikrobiyal aktivitenin yani sira antioksidan
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ve antikanser aktivitenin arastirilmasi gibi biyoaktivite calismalarinin yapilmasi

hedeflenmektedir.
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EK 1- Sekil 2.1. BP-2F-M ekstraktinda saptanan streptomisin Q-TOF-MS grafigi
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EK 2- Sekil 2.2. BP-2F-M ekstraktinda saptanan betain Q-TOF-MS grafigi
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EK 3- Sekil 2.3. BP-2F-M ekstraktinda saptanan His Ile Gln Q-TOF-MS grafigi
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EK 4 - Sekil 2.4. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Pyridoxine Q-TOF-MS grafigi
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EK 5 - Sekil 2.5. BP-2F-M ekstraktinda saptanan His Leu Q-TOF-MS grafigi
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EK 6 - Sekil 2.6. BP-2F-M ekstraktinda saptanan His Leu Q-TOF-MS grafigi
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EK 7 - Sekil 2.7. BP-2F-M ekstraktinda saptanan nikotinik asit Q-TOF-MS grafigi
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EK 8 - Sekil 2.8. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Pro Val Q-TOF-MS grafigi
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EK 9 - Sekil 2.9. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Val Pro Gln Q-TOF-MS grafigi
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EK 10 - Sekil 2.10. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Gly Pro Val Q-TOF-MS grafigi
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EK 11 - Sekil 2.11. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Leu Pro Gln Q-TOF-MS grafigi
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EK 12 - Sekil 2.12. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Tyr Pro Glu Q-TOF-MS grafigi
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EK 13 - Sekil 2.13. BP-2F-M ekstraktinda saptanan DL- phenylalanine Q-TOF-MS

grafigi
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EK 14 - Sekil 2.14. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Glu Val Val Q-TOF-MS grafigi
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EK 15 - Sekil 2.15. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Asp Leu Q-TOF-MS grafigi
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x10 5 |Cpd 123: Trimazosin: +ESI Scan (rt: 2.345 min) Frag=300.0V BP-2F-M-Pos.d
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EK 16 - Sekil 2.16. BP-2F-M ekstraktinda saptanan trimazosin Q-TOF-MS grafigi
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EK 17 - Sekil 2.17. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Phe Val Gly Q-TOF-MS grafigi
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EK 18 - Sekil 2.18. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Phe Leu Gly Val Q-TOF-MS
grafigi
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EK 19 - Sekil 2.19. BP-2F-M ekstraktinda saptanan lappaconitine Q-TOF-MS grafigi
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EK 20 - Sekil 2.20. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Val Pro Ile Q-TOF-MS grafigi
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EK 21 - Sekil 2.21. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Met Pro Leu Q-TOF-MS grafigi
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EK 22 - Sekil 2.22. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Ile Pro Ile Q-TOF-MS grafigi
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EK 23 - Sekil 2.23. BP-2F-M ekstraktinda saptanan Phe Pro Ile Q-TOF-MS grafigi
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EK 24 - Sekil 2.24. BP-2F-M ekstraktinda saptanan indolasetik asit Q-TOF-MS grafigi
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EK 25 - Sekil 2.25. BP-2F-M ekstraktinda saptanan denatonium Q-TOF-MS grafigi
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EK 26 - Sekil 2.26. BP-2F-M ekstraktinda saptanan palmitic amide Q-TOF-MS grafigi

Cpd 356: N-tert-Butyl-a-phenylinitrone: +ESI Scan (rt: 6.820 min) Frag=300.0V BP-2F-M-Pos.d
178.1230

xi0 &

0.8+
D64

0.4+
158.1541

150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK 27 - Sekil 2.27. BP-2F-M ekstraktinda saptanan N-tert- Butyl-a-phenylnitrone Q-
TOF-MS grafigi
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EK 28 - Sekil 2.28. BP-2F-M ekstraktinda saptanan artrobasilin A Q-TOF-MS grafigi
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EK 29 - Sekil 2.29. BP-2F-M ekstraktinda saptanan azitromisin A Q-TOF-MS grafigi
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EK 30 - Sekil 2.30. BP-2F-M ekstraktinda saptanan eritromisin A Q-TOF-MS grafigi

173



x108

45

35

254

15

05

+ES| Scan (rt: 4.470 min) Frag=300.0V BP-2F-M-Pos.d

5 75

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 505 550 5/5 600 625 650 6/5 700 725 750 7/5 800
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK 31 - Sekil 2.31. BP-2F-M ekstraktinda saptanan oleandamisin A Q-TOF-MS grafigi

X106
4

35

3

25
2

15

1

05

o T

+ES| Scan (rt: 3.352 min) Frag=300.0V BP-2F-M-Pos.d

603.3135

6252947
507.7715 ol
5713078
02,1608 .
113963 3826861 &7 947 7643642
it 1799907 231.1205 L S 4572473 l 01377 7643642
IJ)HAA . & flats L A I IO Y Jl bk " F A W)

b3

100125 150 175200 25 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 505 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 80
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK 32 - Sekil 2.32. BP-2F-M ekstraktinda saptanan kinolon tiirevleri Q-TOF-MS

grafigi
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EK 33 - Sekil 2.33. BP-2G-M ekstraktinda saptanan heterobaktin A Q-TOF-MS grafigi
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x10 8- [+ESI Scan (rt: 3.870 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
1 -

0.84
0.84
0.74
0.64
0.54
0.4
0.34
0.24
0.14
5075 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK 34 - Sekil 2.34. BP-2G-M ekstraktinda saptanan heterobaktin B Q-TOF-MS grafigi

x10 € |+ES| Scan (rt: 3.411 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 35 - Sekil 2.35. BP-2G-M ekstraktinda saptanan kinolon tiirevleri Q-TOF-MS
grafigi

x10 5_|+ES| Scan (rt: 5.033 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 36 - Sekil 2.36. BP-2G-M ekstraktinda saptanan Nocardia heterobaktin Q-TOF-MS
grafigi
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%105 |+ESI Scan (rt: 4.977 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 37 - Sekil 2.37. BP-2G-M ekstraktinda saptanan rodostreptomisin A2 Q-TOF-MS
grafigi

x108 [+ESI Scan (rt: 3.355 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 38 - Sekil 2.38. BP-2G-M ekstraktinda saptanan rhodochelin A2 Q-TOF-MS grafigi

x10 6 Cpd 48: DL-pipecolic acid: +ESI Scan (rt: 1.005 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d

*130.p866 OH
4
3
0
2-
11 4042520 5272519 681.2950 220098
0 N 81N J‘.MLH“A]I st Lokl J |

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK 39 - Sekil 2.39. BP-2G-M ekstraktinda saptanan DL-pipecolic asit Q-TOF-MS
grafigi
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x10 & Cpd 59: Betaine: +ESI Scan (rt: 1.173 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 40 - Sekil 2.40. BP-2G-M ekstraktinda saptanan betain Q-TOF-MS grafigi
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EK 41 - Sekil 2.41. BP-2G-M eckstraktinda saptanan 5'-AMP / Adenosine 5'-
monophosphate Q-TOF-MS grafigi
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EK 42 - Sekil 2.42. BP-2G-M ekstraktinda saptanan adenozin Q-TOF-MS grafigi
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x10 6 |Cpd 94: 3-Aminoquinoline: +ESI Scan (rt: 1.844 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 43 - Sekil 2.43. BP-2G-M ekstraktinda saptanan 3-aminokinolin Q-TOF-MS grafigi

Cpd 101: D-Pantothenic acid: +ESI Scan (rt: 2.012 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 44 - Sekil 2.44. BP-2G-M ekstraktinda saptanan D-Pantothenic asit Q-TOF-MS
grafigi
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EK 45 - Sekil 2.45. BP-2G-M ekstraktinda saptanan Asp Leu Q-TOF-MS grafigi
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x10 & |Cpd 132: Asp Gly lle: +ESI Scan (rt: 2.572 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 46 - Sekil 2.46. BP-2G-M ekstraktinda saptanan Asp Gly Ile Q-TOF-MS grafigi

x10 5 |Cpd 139: Gly Val Leu: +ESI Scan (rt: 2.739 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 47 - Sekil 2.47. BP-2G-M ekstraktinda saptanan Gly Val Leu Q-TOF-MS grafigi
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EK 48 - Sekil 2.48. BP-2G-M ekstraktinda saptanan Glu Arg Leu Q-TOF-MS grafigi
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x10 & Cpd 144: Indole: +ESI Scan (rt: 2.795 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 49 - Sekil 2.49. BP-2G-M ekstraktinda saptanan indol Q-TOF-MS grafigi

x10 & Cpd 150: 4-Formyl Indole: +ESI Scan (rt: 2.907 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 50 - Sekil 2.50. BP-2G-M ekstraktinda saptanan 4-Formil indol Q-TOF-MS grafigi

Cpd 160: Gamma-Glu-Leu: +ESI Scan (rt: 3.131 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 51 - Sekil 2.51. BP-2G-M ekstraktinda saptanan Gamma-Glu-Leu Q-TOF-MS

grafigi
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x10 6 |Cpd 164: 16.16-dimethyl Prostaglandin E2 p-(p-acetamidobenzamido) phenyl ester: +ESI Scan (rt
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EK 52 - Sekil 2.52. BP-2G-M ekstraktinda saptanan 16,16-dimethyl Prostaglandin E2
p- (pacetamidobenzamido) phenyl ester Q-TOF-MS grafigi
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EK 53 - Sekil 2.53. BP-2G-M ekstraktinda saptanan anthranilic asit Q-TOF-MS grafigi

x10 6 |Cpd 273: Denatonium: +ESI Scan (rt: 5.257 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 54 - Sekil 2.54. BP-2G-M ekstraktinda saptanan denatonium Q-TOF-MS grafigi
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x10 5 |Cpd 398: Benzododecinium (Ajatin): +ESI Scan (rt: 7.550 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d

74
B -
5
4_
34 oy
2

— 304.2996 =
9 88.72524 E.'.IE

0 -~ I — |‘| — . - li . |IJ. A L . T ik i

280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK 55 - Sekil 2.55. BP-2G-M ekstraktinda saptanan benzododecinium Q-TOF-MS
grafigi

x10 5 |Cpd 447: Dodecyl glucoside: +ESI Scan (rt: 8.501 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
8 -
74
6
5 -
44 g
3 371240 Yy
Lo 3 L il <
\ NS 393.2632
14 ) |
0 G A L3 |4 | e s gl
345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK 56 - Sekil 2.56. BP-2G-M ekstraktinda saptanan dodecyl glucoside Q-TOF-MS
grafigi

x10 5 |Cpd 465: Acetyl tributyl citrate: +ESI Scan (rt: 8.837 min) Frag=300.0V BP-2G-M-Pos.d
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EK 57 - Sekil 2.57. BP-2G-M ekstraktinda saptanan acetyl tributyl citrate Q-TOF-MS
grafigi
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MS Zoomed Spectrum

x10 5 Cpd 32: Betaine: +ESI Scan (rt: 0.671 min) Frag=300.0V BP-KSD-M.d
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EK 58 - Sekil 2.58. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan betain Q-TOF-MS grafigi

MS Zoomed Spectrum
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Cpd 49: DL-pipecolic acid: +ESI Scan (rt: 1.008 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
6 . {

5

44

105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK 59 - Sekil 2.59. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan DL- pipecolic asit Q-TOF-MS
grafigi

MS Zoomed Spectrum

x10 6 |Cpd 50: L-Lysine: +ESI Scan (rt: 1.008 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 60 - Sekil 2.60. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan L-Lysine Q-TOF-MS grafigi
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x10 6 |Cpd 64: Guanine: +ESI Scan (rt: 1.289 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 61 - Sekil 2.61. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan guanin Q-TOF-MS grafigi
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EK 62 - Sekil 2.62. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan 5’- AMP Q-TOF-MS grafigi

MS Zoomed Spectrum
x10 6 |Cpd 69: Nicotinic acid: +ESI Scan (rt: 1.401 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 63 - Sekil 2.63. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan nikotinik asit Q-TOF-MS grafigi
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MS Zoomed Spectrum
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EK 64 - Sekil 2.64. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Val Glu Q-TOF-MS grafigi
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EK 65 - Sekil 2.65. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan 3-aminokinolin Q-TOF-MS

grafigi
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EK 66 - Sekil 2.66. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan DL-Phenylalanine Q-TOF-MS

grafigi
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x10 7 |Cpd 98: D-Pantothenic acid: +ESI Scan (rt: 2.018 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 67 - Sekil 2.67. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan D-Pantothenic acid Q-TOF-MS
grafigi

MS Zoomed Spectrum
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EK 68 - Sekil 2.68. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Pro Leu Q-TOF-MS grafigi

MS Zoomed Spectrum
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EK 69 - Sekil 2.69. BP-K9D-M ekstraktinda saptan Pro Leu Q-TOF-MS grafigi
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x10 5 |Cpd 134: lle Asp: +ESI Scan (rt: 2.692 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 70 - Sekil 2.70. BP-K9D-M ekstraktinda saptan Ile Asp Q-TOF-MS grafigi

MS Zoomed Spectrum
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EK 71 - Sekil 2.71. BP-K9D-M ekstraktinda saptan Val Glu Val Q-TOF-MS grafigi

x10 © Cpd 143: L-Tryptophan: +ESI Scan (rt: 2.860 min) Frag=300.0V BP-KSD-M.d
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EK 72 - Sekil 2.72. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan L-Tryptophan Q-TOF-MS
grafigi
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x10 &

Cpd 144: Indole: +ESI Scan (rt: 2.860 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 73 - Sekil 2.73. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan indol Q-TOF-MS grafigi

Cpd 147: 4-Formyl Indole: +ESI Scan (rt: 2.917 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 74 - Sekil 2.74. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan 4-formil indol Q-TOF-MS

grafigi

x10 © Cpd 161: Phe Asp: +ESI Scan (rt: 3.197 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 75 - Sekil 2.75. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Phe Asp Q-TOF-MS grafigi
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x10 & Cpd 184: lle Asp Val: +ESI Scan (rt: 3.590 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 76 - Sekil 2.76. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Ile Asp Val Q-TOF-MS grafigi

x10 6 |Cpd 185: Oxyquinoline: +ESI Scan (rt: 3.646 min) Frag=300.0V BP-KSD-M.d
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EK 77 - Sekil 2.77. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan oksikinolin MS grafigi

x10 6 [Cpd 189: Val Pro lle: +ESI Scan (rt: 3.703 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 78 - Sekil 2.78. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Val Pro Ile Q-TOF-MS grafigi
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k10 & |Cpd 200: Norharman: +ESI Scan (rt: 3.927 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 79 - Sekil 2.79. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan norharman Q-TOF-MS grafigi

x10 6 |Cpd 202: Pro Ala Gly: +ESI Scan (rt: 3.927 min) Frag=300.0V BP-KSD-M.d
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EK 80 - Sekil 2.80. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Pro Ala Gly Q-TOF-MS grafigi

x10 & |Cpd 211: Harman: +ESI Scan (rt: 4.095 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 81 - Sekil 2.81. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan harman Q-TOF-MS grafigi
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x10 & |Cpd 220: Pro Pro lle: +ESI Scan (rt: 4.264 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 82 - Sekil 2.82. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Pro Pro Ile Q-TOF-MS grafigi

x10 6 Cpd 243: Pro Glu Val: +ESI Scan (rt: 4.713 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 83 - Sekil 2.83. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Pro Glu Val Q-TOF-MS grafigi

x10 6 |Cpd 257: Pro Pro Leu: +ESI Scan (rt: 4.994 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 84 - Sekil 2.84. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Pro Pro Leu Q-TOF-MS grafigi
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x10 3 |Cpd 275: Phenacylamine: (M+H)+: +ESI Product lon (rt: 5.363 min) Frag=300.0V CID@20.0 (136.
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EK 85 - Sekil 2.85. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan phenacyclamine Q-TOF-MS
grafigi

Cpd 277: Enantio-PAF C-16: +ESI Scan (rt: 5.387 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 86 - Sekil 2.86. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan Enantio-PAF Q-TOF-MS grafigi

x10 6 |Cpd 354: N-tert-Butyl-a-phenylnitrone: +ESI Scan (rt: 6.790 min) Frag=300.0V BP-K9D-M.d
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EK 87 - Sekil 2.87. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan N-tert-Butyl-a-phenylnitrone Q-
TOF-MS grafigi
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%10 & |+ESI Scan (rt: 8.306 min) Frag=300.0V BP-KSD-M.d
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EK 88 - Sekil 2.88. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan kanamisin Q-TOF-MS grafigi

x10'5 [+ESI Scan (rt: 4.937 min) Frag=300.0V BP-K3D-M.d
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EK 89 - Sekil 2.89. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan oleandamisin Q-TOF-MS grafigi

x10 & |+ESI Scan (rt: 1.738 min) Frag=300.0V BP-KSD-M.d
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EK 90 - Sekil 2.90. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan oleandamisin Q-TOF-MS grafigi
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x10 & |+ESI Scan (rt: 2.075 min) Frag=300.0v BP-KSD-M.d
7 1200815

166.0871

227.1032 4442454

L } 3602132 i 5452338 618.3254 7264148 9144213
* *
0 N A |,LLL[ L A ‘uH.nﬂ--—-L‘ A PR bl & RN

- - ; " : : e T T T i T T T T T T y
50 100150 200 250 300 | 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

EK 91 - Sekil 2.91. BP-K9D-M ekstraktinda saptanan tetrasiklin Q-TOF-MS grafigi

194



