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OZET

Yeni izolat Streptomyces Tiirlerinden Sekonder Metabolit Uretimi Ve Biyolojik

Aktivitelerinin Incelenmesi

Melike SAYIN

Yiiksek Lisans, Biyoloji Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Niliifer CTHANGIR

Ocak 2021, 90 Sayfa

Streptomyces cinsi, son derece yliksek sekonder metabolit liretebilme yetenekleri ile
mikroorganizmalar arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Simdiye kadar tanimlanan en biiyiik
antibiyotik iireticisi olan bu cinsten elde edilen antimikrobiyal maddelerin sayis1 giin
gectikce artmaktadir. Var olan antimikrobiyal maddelerin yanls sekilde ve gereksiz
kullanimindan dolay1 gelisen direng sebebiyle, yeni antimikrobiyal maddelerin aranmasi
zorunlu hale gelmistir. Son yillarda sekonder metabolit kesfinin azalmasi, yeni metabolit
arayiglarin1 farkli alanlara yonlendirmektedir. Antibiyofilm ve anti-quorum sensing
maddelerinin arastirilmasi  gittikce artan antibiyotik direngliligine karst umut
vadetmektedir. Bu baglamda sunulan tez caligmasinin amaci, yeni izole edilen
Streptomyces tirlerinden elde edilen sekonder metabolitlerin, diger mikroorganizmalar
iizerindeki biyolojik aktivitelerinin arastirilmasidir. Cesitli bolgelerin topraklarindan elde
edilen 135 adet izolatin antimikrobiyal, anti-quorum sensing ve antibiyofilm aktiviteleri
incelenmistir. On incelemeler sonucu 43 adet izolat antimikrobiyal, 10 adet izolat anti-
quorum sensing, 25 adet izolat ise antibiyofilm etkili bulunmustur. Etkili bulunan

izolatlarin sekonder metabolitleri ekstrakte edilip, minimum inhibisyon konsantrasyon



(MIK) degerleri belirlenmistir. izolatlarm biyolojik aktiviteleri karsilastirilarak en etkili
ve farkli 9 adet izolat belirlenmis, cesitli aktivitilere sahip sekonder metabolitler
ekstraktlarinin kimyasal bilesimi Gaz kromatografisi - kiitle spektrometresi (GC-MS)
analizi ile incelenmistir. GC-MS analizi, ekstrakt bilesimlerinin toplamda 94 adet farkli
kimyasal bilesenden olustugunu gostermistir. Literatiir taramalart sonucu 94 bilesen
arasindan 24 adet bilesenin antimikrobiyal; 4 adet bilesenin anti-quorum sensing; 3 adet

bilesenin ise antibiyofilm aktivitelerine sahip oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Streptomyces, sekonder metabolit, antimikrobiyal, antibiyotik, anti-

quorum sensing, antibiyofilm.
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ABSTRACT

Production of Secondary Metabolites By Newly Isolated Streptomyces Species and

Investigation of Their Biological Activities

Melike SAYIN

Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Niliifer CTHANGIR

January 2021, 90 pages

The great importance given to Streptomyces among microorganisms with its ability to
produce extremely high secondary metabolites. The number of antimicrobial products
obtained from this genus, which is the largest antibiotic producer ever identified, has been
increasing day by day. The investigation of new antimicrobial molecules has become
imperative due to the resistance caused by the wrong and unnecessary use of existing
antimicrobial agents. The decrease in secondary metabolite discovery in recent years has
led the search for new metabolites in different areas. The examinations of antibiofilm and
anti-quorum sensing agents show promise against the gradually increasing antibiotic
resistance. The aim of this thesis study is to investigate the biological activities of
secondary metabolites obtained from newly isolated Streptomyces species on other
microorganisms. Antimicrobial, anti-quorum sensing and antibiofilm activities of 135
Streptomyces spp.’s isolated from the soils of various regions were investigated. As a
result of the initial examinations, 43, 10 and 25 isolates were found to have antimicrobial,
anti-quorum sensing and antibiofilm effects, respectively.. Secondary metabolites of the

effective isolates were extracted and minimum inhibition concentration (MIC) values

il



were determined. The most effective and different 9 isolates were determined by
comparing the biological activities of the isolates, and the chemical composition of the
secondary metabolite extracts with various activities were examined by gas
chromatography - mass spectrometry (GC-MS) analysis. GC-MS analysis showed that
the extract compositions consisted of 94 different chemical components in total. As a
result of the literature reviews, among 94 components, 24 components are antimicrobial,
Anti-quorum sensing of 4 components; 3 components were found to have antibiofilm

activities.

Keywords: Streptomyces, secondary metabolite, antimicrobial, antibiotic, anti-quorum

sensing, antibiofilm.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C Santigrat Derece

mL Mililitre

pL Mikrolitre

mg Miligram

ug Mikrogram

nm Nanometre

mm Milimetre

Kisaltmalar

CFU Koloni Olusturan Birimler
MIK Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
PBP Penisilin Baglayic1 Peptit
NRP Non-ribozomal Peptit

NRPS Non-ribozomal Peptit Sentaz
PKS Poliketid Sentaz

EPS Ekstraseliiller Polimer Fibriller
QS Quorum Sensing
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1. GIRIS

Antibiyotiklerin gereksiz ve yanlis kullanimi ile gelisen antibiyotik direngliligi, tiim
canlilar1 patojen bakterilere karsi savunmasiz kilmaktadir. Ne yazik ki, son yillarda yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi ciddi 6lciide azalmistir. Ustelik basarili bir sekilde
gelistirilen yeni ilaglar mikrobiyal direncin gelismemesi i¢in yalnizca son derece ciddi
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir [1]. Bu durum aragtirmacilart yeni
antimikrobiyal maddelerin kesfine yoneltmistir. Aktinomisetler tarih boyunca cesitli
biyoaktif molekiiller i¢in Onemli bir kaynak olmustur. Aktinomiset tiirlerinden
tanimlanan biyoaktif mikrobiyal metabolitlerin %34l Streptomyces tiirlerinden izole
edilmigtir.  Streptomyces cinsi, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitiimor,
antiparazitik, insektisit ve herbisit gibi bir¢ok maddenin kaynagidir [2]. Bu durum
dolayisiyla yeni antimikrobiyal bilesiklerin taranmasi Streptomyces tiirleri tizerinde

yogunlagmustir.

Antibiyotiklere kars1 gelisen dirence karsi tek ¢oziim yeni antibiyotiklerin kesfi degildir.
Tanimlanan antimikrobiyal maddeler ¢esitli yollarla modifiye edilip kullanilabilmektedir.
Ancak bu maddelerin hatali sekilde kullanim1 devam ettigi siirece, yeni antibiyotiklerin
kesfi ya da yeniden diizenlenmeleri sadece zaman kazanmaktan ibaret olacaktir. Bu
nedenle patojenik bakterilere kars1 siirdiiriilebilir ve uzun vadeli etki saglayacak yeni

yontemler gelistirmek her zamankinden daha 6nemlidir [1].

Farkl bir strateji ise, antimikrobiyal maddelerin arastirilmasina ek olarak antipatojenik
maddelerin tanimlanmas1 ve kullanilmasidir. Bakteriler arasinda “Quorum Sensing”
olarak isimlendirilen bir iletisim sistemi mevcuttur. Cevreyi algilama ya da ¢cogunlugu
algilama olarak da bahsedilen bu sistemde bakteri popiilasyonu, sinyal molekiilleri
salgilayarak koordineli yanitlar baslatmaktadir [3]. Biyofilm olusumu da dahil olmak
iizere patojeniteyi etkileyen bir¢ok mekanizma quorum sensing tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu sistemin engellenmesiyle bakteriyel patojenitenin giderilmesi ya da
hafifletilmesi yeni bir secenek olabilir. Anti-quorum sensing ad1 verilen bu yeni segcenek
ile, bakteri hiicrelerini Oldiiriilmedigi ya da iiremelerini engellenmedigi icin direng
olusumu daha az beklenmektedir [4]. Fakat ne yazik ki su ana dek tanimlanan anti-
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quorum sensing bilesiklerin bir¢ogu insan kullanimi i¢in uygun bulunmamistir. Bu
sebeple yeni antimikrobiyal maddelerin kesfine olan ihtiya¢ gibi, yeni anti-quorum

sensing bilesiklerine ihtiyac gilin gectik¢e artmaktadir [5].

Bu ¢alismada, var olan antibiyotik krizine yeni antibiyotikler eklenmesi veya yeni
alternatif yontemler gelistirilmesi umuduyla farkli bolgelerin topraklarindan izole edilen
Streptomyces izolatlarinin antimikrobiyal, anti-quorum sensing ve antibiyofilm gibi
biyolojik aktiviteleri incelenmistir. Etkili izolatlar belirlenerek sekonder metabolitleri
iiretilmis ve bu metabolitlerin tanimlanmasi, karsilastirilmast ve literatiire kazandirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aktinomisetler

Aktinomisetler, filament6z ve hifa iceren yapilar1 nedeniyle morfolojik olarak funguslara
benzemektedir. Ancak Gram pozitif, filamentdz bakteriler olarak siniflandirilir. Birgogu
dogada oldukca yaygin bulunan ve serbest yasayan mikroorganizmalardir. En fazla
toprakta bulunmakla birlikte, hem karasal hem de sucul yasam alanlarinda bulunurlar [6].
Bir gram topragin 10° CFU (koloni olusturan birimler) igerdigi ve bunun 10”'sinin
Aktinobakteriler oldugu diisiiniilmektedir [7]. Topraktaki bir¢ok substrati, 6zellikle de
daha az parcalanabilir olan kitin, seliiloz ve hemiseliiloz gibi bocek ve bitki polimerlerini
kullanabilirler [8]. Aktinomisetler ekonomik ve biyoteknolojik olarak en degerli
mikroorganizmalar icinde gosterilir. Bu bakteriler ¢esitli antibiyotikler, antitiimor
ajanlari, bagisiklik sistemi baskilayici ajanlar ve enzimler gibi birgok biyoaktif sekonder
metabolitleri {iretebilme 06zelligine sahiptir [9]. Actinomycetales takimina ait
Aktinomisetler, 14 alt takim, 49 familya ve 140'tan fazla cins igermektedir [6].
Streptomisetler, Aktinomisetler arasinda en fazla iiye iceren ve biyoaktif sekonder

metabolitlerin en 6nemli grubudur [10].

2.2. Streptomisetler

Streptomyces cinsi, genellikle toprakta bulunan, Gram-pozitif 6zellik gdsteren, aerob ve
filament6z bakterileri icermektedir. Bu cinsin bakterileri, karasal ve sucul ortamlarda
yaygin olarak bulunmaktadir. Biiyiik bir kism1 saprofit olmasina ragmen, birkac tiir
insanlarda, hayvanlarda veya bitkilerde hastalik olusturabilmektedir [11]. Streptomyces
tiirleri aerob olmakla birlikte kemoorganotrofdur. Genomlar1 tipik olarak biiyiiktiir (8-10
Mb) [12]. Spesifik olarak %69—73 Guanin + Sitozin araliginda degisen bir DNA baz
kompozisyonuna sahiptir [13]. Hiicre duvari peptidoglikan yapidadir ve yliksek miktarda
L-Diaminopimelik asit (L-DAP) icerir. Optimum iireme 1silar1 25°C ile 35 °C arasindadir
ancak psikrofilik veya termofilik tiirler de bulunmaktadir [14]. Optimal pH ise 6.5 ila 8.0
araliginda degiskenlik gostermektedir [15].

Spor tasiyan hifleri igeren havasal miselyum ve substrat (vejetatif) miselyum olmak {izere
iki ¢esit miselyum meydana getirmektedirler. Koloniler basta diiz ve yumusak, bir siire

gectikten sonra ise sert, mat ve kadifemsi olabilir [16]. Tiire 6zgii olarak kahverengi,



kirmizi, turuncu, gri, beyaz, sari, yesil ve mavi gibi cesitli renklerde koloniler olusabilir

[17].

Sekil 2.1. Streptomyces sp.’nin kat1 besiyeri iizerinde goriintiisii.

Streptomyces cinsi bir¢ok organik bilesigi karbon kaynagi olarak kullanabilir. Seliiloz,
nisasta, kitin gibi bilesikleri parcalayan enzimleri iirettiginden, topraktaki madde
dongiisiinde de onemli bir yere sahiptir [18]. Besin ve pH gibi faktorler topraktaki
dagilimlarini, gelisimini ve aktivitesini belirler [19]. Toprak igerisindeki diigiik
miktardaki oksijen konsantrasyonunda da gelisebilmektedirler. Ancak {ireme
ortamlarindaki karbondioksit oram1 %10'u gectigi zaman gelisimleri inhibe edilir.
Streptomyces sporlar1 kuraklik gibi faktorlere dayanikli oldugundan dolayi, diger

mikroorganizmalarin vejetatif formdaki tiirlerine oranla sayis1 toprakta ¢ok daha fazladir
[3].

Bu cinsin bakterileri normal kosullarda spor formundadir ancak uygun sartlar
saglandiginda sporlar ¢imlenerek substrat miselyumunu olusturur [2].  Substrat
miselyumunun, birka¢ niikleotite sahip boliimler iceren genis araliklt septalar
bulundurdugu diistiniilmektedir. Substrat miselyumunun basit dallanmalar1 sonucunda
havasal hifler olugsmaya baslamaktadir. Son olarak ise, havasal miselyumun uglari

hidrofobik spor zincirlerine farklilasmaktadir [20].

Streptomisetlerin yasam dongiisii, sporun i¢ine su girmesiye ortaya ¢ikan germ tiipleri ile

baglar [21,22]. Germ tiipleri, yanal duvarlardan rastgele araliklarla ortaya cikan ek



dallarla birlikte, hifal u¢larda polar biliylime ile uzar. Devam eden polar biiylime ve
dallanma dongiileri sonucunda yogun bir filament ag1 olan vejetatif miselyum (batik
miselyum) olusur. Bu dallanmis miselyum, koloniyi, bitkinin topraga tutunmasin
saglayan bir bitki kok sistemine benzer sekilde, biiyliime substratina baglar. Daha sonra
ikinci farklilagmig biiyiime asamalar1 baglar. Dallanmayan hava hifalari, vejetatif
miselyumdan havaya yikselir. Havasal miselyumun biiyiimesi sona erdiginde

sporiilasyona gecis baslar [23].

Streptomyces griseus ve Streptomyces coelicolor iyi ¢alisilan iki Streptomyces tiirleridir.
S. griseus, streptomisin antibiyotiginin endiistriyel tiretimi i¢in kullanilan ilk tiirdiir. S.

coelicolor ise genetik ¢aligmalarda en yaygin olarak kullanilan tiirdiir[24].

2.3. Sekonder Metabolitler

Streptomyces cinsinin en dikkat g¢ekici Ozelliklerinden biri de sekonder metabolit
iiretebilme yetenekleridir [2]. Sekonder metabolitler; organizmaya avantaj saglayan,
bulundugu ortama adapte olmasini kolaylagtiran molekiillerdir. Sekonder metabolitler,
primer metabolizma sonucunda agiga c¢ikan ara {lriinlerden sentezlenmektedirler.
Hiicrenin yasam siirecleri icin gerekli olan birincil metabolitlerin aksine, ikincil
metabolitler bir anlamda “fazla” tirlinlerdir, varligi ve miktarlar1 dig ortamdan etkilenir

[25].

Belirli sekonder metabolizma yolaklarinin yatay gen transferiyle yayildig: diisiiniilen bir
ozellik olan kiimelenme egilimindedir [12]. Bu biyoaktif molekiiller, ikincil
metabolizmalarinin bir pargasi olarak, bakterileri kromozomunda kodlanan biyosentetik
gen kiimelerinden (BGC) iiretilir [26]. Bu gen kiimeleri uygun kosullar saglanana kadar
genellikle sessiz kalir [27]. Genellikle 6zel biyosentetik yolaklarda sentezlenir, ancak
spesifik onciiler ve ¢esitli kofaktorler kullanilarak birincil metabolizmaya baglanir [28].
Hem morfolojik farklilagsmay1 hem de ikincil metabolit iiretimini kontrol eden pleiotropik
regiilatorlerden gelen sinyaller, nihayetinde biyosenteze bagli genlerin transkripsiyonunu

acan yola 6zgii regiilatorlere iletilir [29].

Ikincil metabolizmanin sentezlenme dogasi aslinda genetiktir, ancak ekspresyon gevresel
degisimlerden biiyiik Ol¢iide etkilenebilir [30]. Biyosentezin, besin tiikkenmesi gibi dig

uyaranlara yanit olarak, bliylime hizinin azalmasiyla ya da rekabet s6z konusu oldugunda



kendi kendini koruma araci olarak hiicrenin hayatta kalmasi icin biiyiilk dnem tasidigi

diistintilmektedir [26,30].
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Sekil 2.2. Mikroorganizma sayisina bagli olarak metabolitlerin iiretim zamani.

Bir¢ok sekonder metabolitin {liretimi morfolojik farklilagsma ile birlikte olur. Vejetatif
biliylimeden, havasal biiylimeye gecis sirasinda sekonder metabolitlerin {iretiminde artig
meydana gelir. Biiylime tipindeki degisiklik sirasinda, vejetatif miselyumun kismi lizisi,
havasal miselyumu olusturmak icin gerekli besinleri saglamak icin gerceklesir; besinlerin
bu sekilde salinmasi rakipleri cezbedebilir. Sekonder metabolitlerin gelisme ve liretim
dongiisliniin  senkronize olmasi, bakterilerin besinleri saklamak igin istilacilari

uzaklastirmasi veya etraftaki bakterileri beslemek i¢in dldiirmesi i¢in bir yol olabilir [7].

Cesitli bitkilerin ve omurgasizlarin farkli Streptomyces suslarmi koruyup besledigi ve
simbiyontlarin konakeilarini patojenik mikroorganizmalardan korumak i¢in ¢esitli ikincil
metabolitler irettigi birka¢ etkilesim mevcuttur [12]. Streptomyces tiirlerinin temas
halinde oldugu, farkli veya ayni cins i¢inde olabilecek diger mikroorganizmalarla rekabet

edebilmesi i¢in de sekonder metabolitler olduk¢a dnemlidir [24].



Mikroorganizmalar, sekonder metabolitleri genel olarak iiremelerinin gecikme ve
duragan fazinda sentezler. Ancak, Aktinomisetler ve Streptomisetler bu biyoaktif

molekiilleri tistel, sabit ve 6liim evrelerinde tiretebilir [7].

Bugiine dek yaklasik 10.000 kadar mikrobiyal metabolit sentezlendigi tespit edilmis fakat
bu saymnin oldukga kii¢lik bir dilimi {izerinde arastirilma yapilma imkani bulunmustur
[31]. Glinlimiiz i¢in bilinen biyoaktif mikrobiyal metabolitlerin %45'i, ¢esitli Aktinomiset
tirlerinden, bunun %3414 Streptomyces tirlerinden ve %]11'1 nadir Aktinomiset

tiirlerinden izole edilmistir [2].

Streptomycesler, immiinomodiilatorler, vazoaktif maddeler ve norolojik ajanlar gibi
farmakolojik maddelere ek olarak antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitiimor,
antiparazitik, insektisit ve herbisit gibi maddelerin, proteazlar, lipazlar, seliilazlar,

amilazlar, pektinazlar ve ksilanazlar gibi enzimlerin kaynagidir [7].

2.4. Streptomisetlerin Bazi Biyolojik Ozellikleri
2.4.1. Antimikrobiyal Etki

Streptomyces tiirlerinin ¢esitli antibakteriyel, antifungal, antiviral ve antiparazitik
maddeler trettigi bilinmektedir. Bu maddeler i¢inde 6n planda olan molekiiller elbette

antibiyotiklerdir.
2.4.1.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler, diger mikroorganizmalar1 inhibe eden ya da 6ldiiren, gesitli fungus ve
bakteriler tarafindan diisiik konsantrasyonlarda iiretilen maddelerdir [7]. Bu ismin ilk
olarak kullaniligi, bir mikroorganizmanin tirettigi, diger mikroorganizmalarin {iremesini
engelleyen herhangi bir kii¢iik molekiil olarak, Selman Walksman tarafindan 1941 yilinda
gerceklesmistir [32].

1940 ve 1952 yillart arasinda, Waksman antimikrobiyal aktiviteye sahip 10'dan fazla
farkli madde izole etmistir. Ancak bu maddelerden en etkilisi 1943 yilinda Albert
Schatz'in  S. griseus tarafindan izole ettigi bir protein sentez inhibitorii olan
streptomisindir. Streptomisin Ornegi, bir aydan daha az gibi bir kisa siirede William
Feldman'in hayvan modellerinde toksikoloji c¢aligmalari yapmasi i¢in Mayo Clinic'e

gonderilmistir. Daha sonra, Feldman ve Hinshaw arasindaki igbirligiyle, tiiberkiiloz



hastalarinda denemelerin ardindan bir yildan az bir siirede ilk klinik g¢aligmalar

baslamistir [33].

Boylece, 1945-1955 yillart arasinda, Penicillium notatum tarafindan iiretilen penisilin,
Streptomyces tiirleri tarafindan iretilen streptomisin (S. griseus), kloramfenikol
(Streptomyces venezuelae) ve tetrasiklin (Streptomyces rimosus) ile birlikte antibiyotik
cag1 baglamistir. 1942'de ilk antibiyotik olan streptotirisinin, 2 y1l sonra ise streptomisinin
kesfi bu cinsten iiretilen antibiyotiklerin sistematik olarak taranmasini tetiklemistir [34].
1955 ve 1962 yillar1 arasinda, antibiyotiklerin yaklasik olarak %80'i Streptomyces
tarafindan saglanmis bdylece yeni antibiyotiklerin en biiylik tedarikgisi haline gelmistir.
Gilinlimiizde Streptomyces tiirleri tarafindan iretilen 60'dan fazla antibiyotik, tip alani

disinda, tarim ve sanayi alaninda da kullanilmaktadir [7,32].

2006 Platensimisin Streptomyces platensis
2003 Daptomisin Streptomyces roseosporus
2000 Linezolid (Sentetik)

5 z% Mupirosin Pseudomonas fluorescens

Ribostamisin Streptomyces ribosidificus

jzg Fosfomisin Streptomyces fradiae

1963 Trimetoprim (Sentetik)

1963 Gentamisin Micromonospora purpurea
1962 Fusidik Asit Fusidium coccineum

1959 Nalidiksik asit (Sentetik)

1957 Tinidazol (Sentetik)

1957 Kanamisin Streptomyces kanamyceticus
1956 Rifamisin Amycolatopsis rifamisinica
1956 Novobiosin Streptomyces niveus

1955 Vankomisin Amycolatopsis orientalis
1952 . .

1952 Sikloserin Streptomyces garyphalus

1952 Linkomisin Streptomyces lincolnensis
1951 Eritromisin Saccharopolyspora erythraea
1951 Virginamisin S.virginae, S.pristinaespiralis
1951 Izoniazid (Sentetik)

1951 Viomisin Streptomyces vinaceus, S. capreolus
1950 Nistatin Streptomyces noursei

1950 Tetrasiklin Streptomyces aureofaciens
1949 ~ Neomisin Streptomyces fradiae

1949 .

1947 Klqraxpfgnﬂcol Streptomyces venezuelae
1947 Polimiksin Bacillus polymyxa

1945 Nitrofurantoin (Sentetik)

1945 Sefalosporin Streptomyces clavuligerus
1945 Basitrasin Bacillus licheniformis

1944 Streptomisin Streptomyces griseus

1941 ~ Penisilin Penicillium chrysogenum

Sekil 2.3. Cesitli antibiyotiklerin bulunma tarihleri [24].



19. yiizyildan beri pnoémoni, tiiberkiilloz ve difteri gibi enfeksiyonlar baslica 6liim
nedenlerinden biri olmugstur. Ancak antimikrobiyal tedavi kavrami, 20. yiizyilin
baslarinda St. Mary Hastanesinde As1 Boliimiine katilan Alexander Fleming'in kesfi ile
baglamistir. Fleming, daha once bir petri kabina kendi burun mukozasini ekleyerek
kesfettigi lizozimin, antimikrobiyal etkilerini incelerken eski bir Staphylococcus aureus
kiiltirlinde olagandisi bir durum fark etti. Bu bakterilerin biiyiimesi, ¢esitli
mikroorganizmalarla kontamine olmus petri kabindaki mavi bir kiifiin varliiyla inhibe
edilmisti. Minimum inhibitdr konsantrasyonu (MiK) ve disk difiizyonu kavramina benzer
bir sekilde inhibitér miktarin1 ve inhibitdér sivisinin diliisyonlarini iki katina ¢ikarma
etkisini agiklamistir. Fakat bu yeni maddenin kararsizligi, ekstraksiyondaki zorluk gibi

nedenlerden dolay1 penisilinin terapdtik degerini gosterememistir [33].

Antibiyotikler birgok farkli sekilde siniflandirilmakta, ancak genel olarak etki sekillerine
ve mekanizmalarina gore gruplandirilmaktadir. Etki sekillerine gore; bakteriyostatik ve
bakteriyosidal olarak ayrilmaktadir. Tetrasiklin gibi bakteriyositatik antibiyotikler
mikroroganizmalarin gelisimini Onleyerek, penisilin gibi bakteriyosidal antibiyotikler

mikroorganizmalari dldiirerek etki gdstermektedir.
Antibiyotikler 5 temel mekanizma ile etki gostermektedir.
e Hiicre duvarinin sentezini engelleyerek etki gdsterenler:

Bakteriyel hiicreler, uzun polimerlerden olusan peptidoglikandan yapilmis bir hiicre
duvari ile kaplidir. Penisilin gibi B -laktam ajanlarinin hedefleri hiicre duvari sentezinde
gorev alan penisilin baglayan proteinler (PBP)’lerdir. PBP, B -laktam halkas1 ile
etkilesime girerek, peptidoglikanin sentezi i¢in uygun olmayan bir bilesik haline gelir.
Vankomisin gibi glikopeptit antibiyotikler ise peptidoglikan onciilleri olan D-alanil D-

alaninlere baglanarak peptidoglikan sentezini inhibe eder [24].
e Hiicre zarinin islevini bozarak etki gosterenler:

Hiicre zar1 suya, iyonlara ve besin maddelerine karsi bir diflizyon bariyeri gorevi
gormektedir. Polimiksinler, hiicre zarinin gegirgenligini arttirarak hiicrenin osmotik
dengesini bozmaktadir. Ancak bdbreklerde ve sinir sisteminde toksik etki gdsterdikleri
icin pek fazla kullanilmamaktadir. Platensimisin gibi son zamanlarda piyasaya siiriilen
antibiyotikler polimiksinlerden farkli olarak, hiicre zar1 i¢in gerekli yag asitlerinin

sentezini saglayan enzimleri inhibe ederek etki gdstermektedir [24].

e DNA sentezini inhibe ederek etki gdsterenler:



Kinolonlar, replikasyon catalinin ilerlemesinde oldukga biiyiik bir gorevi olan DNA

girazi inhibe ederek etki gostermektedir. Rifamisinler ise mRNA sentezini bozmaktadir.
e Antimetabolit etki gostererek etki edenler:

Siilfonamidler gibi antimetabolitler, bakteri metabolizmasi igin gerekli maddelerin

sentezlenmesini inhibe etmektedir.
e Protein sentezini inhibe eden:

Bakteri ribozomu, 30S ve 50S olmak {izere iki alt birimden olugmaktadir. Tetrasiklin,
streptomisin, kanamisin ve gentamisin gibi antibiyotikler ribozomun 30S alt birimine
baglanarak protein sentezini bloke ederken, eritromisin, klindamisin ve kloramfenikol

gibi antibiyotikler ise 50S alt birimini hedefleyerek etki gosterir [35].

Antibiyotikler ribozomal olmayan (non-ribozomal) peptid sentez yolagi (NRP), poliketid

sentaz yolag1 ve sikimat yolagi gibi ¢ok cesitli yollarla sentezlenebilmektedir.

Non-ribozomal peptitler; mRNA'dan bagimsiz olarak, multimodiiler NRPS enzimleri
tarafindan bir araya getirilen {riinlerdir. NRPS (non-ribozomal peptid sentazlar)
enzimleri, N-terminal ucundaki yag asitlerini, metil gruplarini, fosfat gruplarini ve
oligosakkaritleri baglayarak NRP molekiillerinde yapisal ¢esitlilik olusturmaktadir. Bu
enzimler bircok bakteri tlirlinde bulunabilmektedir. Basitrasin, polimiksin B ve
vankomisin gibi antimikrobiyal maddeler non-ribozomal peptit sentez yollariyla

sentezlenmektedir.

Poliketidler bircok organizmada bulunmakla birlikte, 6zellikle aktinomisetlerde bol
miktarda bulunmaktadir [36]. Bu molekiillerin sentezi, poliketid sentazlar (PKS) olarak
bilinen modiiler enzimleriyle gerceklesmektedir. Poliketidler, yag asitlerinin sentezine

benzer sekilde olusturulmaktadir.

PKS enzimleri tip I PKS, tip I PKS ve tip III PKS olmak iizere {i¢ tipte siniflandirilmigtir:
Tip I PKS, NRPS'ye benzeyen, birka¢ modiil iceren ¢oklu bir enzim kompleksidir.

Saccharopolyspora erythraea, eritromisini bu yolla iiretmektedir [37].

Tip II PKS cogunlukla ayr1 enzimler icerir ve her enzim poliketid sentezinin birlesme
hattinda belirli bir islevi yerine getirmektedir. Tip II PKS enzimleri ile tetrasiklinler,
tetrasenomisinler, pradimisin tipi polifenoller gibi c¢esitli aromatik bilesikler

iiretilmektedir. Streptomyces resistomycificus bu yolla bakteriyel RNA ve DNA
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polimerazi inhibe edebilen resistomisin iiretmektedir. Tip III PKS enzimleri ise, poliketid

sentezinin baglangi¢c molekiiliinli segme tercihlerinde farklilik gostermektedir [37].

NRPS ve Tip I PKS’ler mikroorganizmalarca sentezlenen biyoaktif bilesiklerin dnemli
bir kisminin sentezinde gerekli olan mekanizmalardir. Streptomyces’ler antibiyotiklerini
genellikle PKS'ler, NRPS'ler veya her ikisinin bir kombinasyonu gibi enzimatik
kompleksler kullanarak iiretmektedir [35].

Sikimat yolagi, aromatik metabolitlerin temel yapi1 taslarini olusturmaya katkida
bulunmaktadir. Aromatik bilesiklerden tiiretilen metabolitler, antibakteriyel bilesikler
olarak goérev alabilmektedir. Pseudomonas, Burkholderia ve Streptomyces gibi
mikroorganizmalar bu sekilde aromatik yapi taslarimi kullanarak cesitli sekonder
metabolitleri bir araya getirip fenazin bilesiklerini sentezleyebilmektedir. Fenazinler
viriilans faktorii olmakla birlikte, antifungal madde olarak da islev gérmektedir. Ayrica
S. venezuelae gibi aktinomisetler, aromatik Onciiller kullanarak kloramfenikolii

birlestirmektedir [37].

2.4.1.2. Antifungal Maddeler

Antifungaller, funguslar1 6ldiiren ya da gelisimlerini engelleyen maddelerdir. Fungal
patojenler, olusturduklari hastaliklardan dolay1 hem tibbi hem de tarimsal agidan 6nemli
zararlara neden olmaktadir. Bir¢ok aktinomiset tiirii, 6zellikle Streptomyces cinsi

antifungal maddelerin gii¢lii iireticileri olarak bilinmektedir.

Streptomyces'in fungal patojenlerine karsi antimikrobiyal etkisi, ¢ogunlukla sekonder
metabolitlerin ve hiicre dis1 hidrolitik enzimlerin sentezi ile ger¢eklesmektedir
[38]. Streptomyces tiirlerinin sentezledigi polienler, Aspergillus ve Candida cinsleri dahil
olmak tiizere oldukca fazla fungusa karsi, olduk¢a genis etki spektrumuna sahiptir.

Amfoterisin B, nistatin ve natamisinler sentezlenenen temel polienlere 6rnektir [39].

2.4.1.3. Antiviral Maddeler
Antiviral maddeler, viriis replikasyonunu gesitli basamaklarda inhibe eden ajanlardir.

Antiviral ajanlar; virlistin hiicre membranina baglanmasi, penetrasyon, genomun

zarfindan c¢ikarilmasi, viral ekspresyon, transkripsiyon, translasyon, komponentlerin
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birlestirilmesi ve hiicreden ayrilma gibi g¢esitli replikasyon asamalarinda etkili

olabilmektedir.

Aktinomisetler, cesitli antiviral bilesikler sentezleyebilen mikroorganizmalardir.
Sitotoksik olmayan konsantrasyonda asiklovire direngli Herpes simpleks viriisline karsi
yiiksek antiviral aktiviteye sahip aktinomisetlerden izole edilmis biyoaktif bilesiklere

sahiptir.

Aktinomisetlerden izole edilmis biyoaktif bilesikler asiklovire direngli Herpes simpleks
viriisiine kars1 yliksek antiviral etki gostermistir. Streptomyces nitrosporeus’tan elde edile
Benzastatin C alkaloidinin, Herpes simpleks viriis tip 1 (HSV-1), Herpes simpleks viriis
tip 2'ye (HSV-2) kars1 antiviral aktivite gosterdigi bildirilmistir. Ayrica Streptomyces
sp.'den elde edilen bir antiviral bilesiginin influenza viriisiiniin biiylimesini engelledigi

bildirilmigtir.

2.4.2. Biyofilm

Tarihte mikroorganizmalar uzun bir siire boyunca planktonik yasayan hiicreler olarak
tanimlanmistir. Ancak bu tanim, Anton Van Leeuwenhoek’un kendi agiz ve dis etlerini
incelediginde bakterilerin bir yiizey {lizerinde kiimeler halinde bulunabilecegini
gozlemlemesiyle degismeye baslayacaktir. Louis Pasteur, sarabin asetik hale gelmesinin
nedeni olarak bakteri kiimelerini gozlemlediginde; Henrici, tatli sulardaki biyolojik
kirliligi incelerken bakterilerin su altindaki yiizeylere yapisarak gelistiklerini ifade
ettiginde ve ZoBell & Allen, deniz suyundaki batik cam slaytlarina bakterilerin

tutunmasini ve gelismesini incelediginde ise biyofilm tanimi olugmaya baslamistir [40].

Giliniimiizde biyofilm, bir ylizeye yapisik olarak bakterilerin hiicre dis1 polimerik bir
madde lrettigi ve bu maddeye gomiilii olarak bulundugu bir mikroorganizma kiimesi
olarak tanimlanmaktadir [41]. Tek bir tiirden veya bir¢ok tiirlin bir araya gelmesiyle
olusabilmektedir. Biyofilm olusumu canli ve cansiz ylizeylerde gerceklesebilmektedir.
Bu yiizeylere mutfak ve banyo gibi ev yiizeyleri, boru hatlar1 hatta kalp pilleri, implantlar

ve kateterler gibi tibbi 6nem tastyan yiizeyler 6rnek verilebilir [41].

Biyofilm kiitlesinin biiyiik bir kismini su olusturmaktadir. Bilesimi bakterinin tiirline,
cevresel kosullara ve biyofilmin hangi fazda olduguna gore degisiklik gosterse de genel

olarak polisakkaritler, proteinler, lipitler, ekstraselliiler DNA igerir [42,43].
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Biyofilm olusturmanin mikroorganizmaya sagladigi bircok avantaj mevcuttur.
Ekstraseliiller polimer fibriller (EPS) bakteriyi antimikrobiyal ajanlara ve konake1
bagisiklik sistemine karsi direngli hale getirir. Bunun yaninda biyofilm sayesinde
mikroorganizma 1s1, nem, pH degisikliklerine ve ultraviyole 1sinlarina karsi korunur;
besinleri depolarken ve atik maddeleri uzaklastirirken kolaylik kazanmig olur. Biyofilm
olusumuyla, viriilans 6zelliklerinin ekspresyonu ya da artis1 gibi degisiklikler de s6z

konusu olabilmektedir [41,43].
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Sekil 2.4. Biyofilm olusum siirecinin sematik gosterimi [44].

Biyofilm olusumu bir¢cok adimda gerceklesir. Ik adim, planktonik bakterilerin kat1 bir
ylizeye baglanmasini ve ardindan EPS’nin {iretilmesini icerir. Boylece bagli hiicreler
cogalmaya ve mikrokolonileri olusturmaya baslar. Mikrokoloniler de biiyiiyerek olgun
bir biyofilm tabakas1 olusturur. Matriks ylizeye yayilir ve biyofilmin iskelesini olusturur.
Mikro kanallar araciligryla besin maddeleri ve oksijen bakterilerin kullanimi igin
ulagilabilir halde bulunur. Ayrica matriksin yapisi, hiicreler arasi etkilesimleri ve DNA
degisimini de uygun kilar [41]. Son asamada, hiicre yogunlugu belirli bir seviyeye gelir
ve bakterilerin bir kismi1 yapidan koparak serbest hale geri doner. Bu biyofilmin
bakterilerin birbirleri ile iletisim kurmalarin1 miimkiin kilmasiyla ger¢eklesir. Bakteriler
cesitli sinyal molekiilleriyle biyofilm igindeki hiicre yogunlugunu “Quorum Sensing

(Cogunluk Algilama/Cevreyi Algilama)” mekanizmasi ile algilamaktadir [42].
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Su ana dek dogal ve sentetik olmak iizere bir¢ok ajan biyofilmin engellenmesinde
kullanilmistir. Ancak matriks antimikrobiyal gibi ¢esitli bilesenlerin gegirgenligini
azalttigl i¢in biyofilmin tamamen yok edilmesi olduk¢a zordur. Bu nedenle yeni

antimikrobiyal ve antibiyofilm maddelerinin kesfi hayati 6nem tasimaktadir [45].

2.4.3 Quorum Sensing

Cesitli biyolojik fonksiyonlarini diizenlemek igin birgok bakteri tiirli, popiilasyon
yogunluklarini algiladigi ve bunlara yanit verdigi karmasik iletisim sistemleri kullanir.
Bunlar1 oto-indiiktor adi verilen kiigiik sinyal molekiillerinin iiretilmesine, yayilmasina

ve taninmasina bagl olarak gerceklestirir [46,47].

Bu iletisim sistemi, 1994 yilindan dnce genel olarak "otoindiiksiyon" olarak adlandirilmig
ve ilk olarak Gram-negatif bir deniz mikroorganizmasi olan Vibrio fischeri igin 1970'lerin
basinda tanimlanmigtir. Ancak 1994 yilina gelindiginde, Dr. Steven Winans,

bakterilerdeki oto indiiksiyonu “cogunluk algilama” terimi olarak tanitmistir [48].

Bakterileri, otoindiiktorleri siirekli bazal seviyede iiretir ve hiicre igine alir. Yiiksek
popiilasyon yogunlugu ile, ¢evredeki bu tiir molekiillerin miktar1 da fazlalasmis olur [49].
Sentezlenen otoindiiktorler hiicre disinda birikirler ve diflizyon, 6zgiin tasiyicilar veya
pompalar aracilifiyla hiicre ig¢ine alinirlar. Yeterli miktarda sinyal biriktiginde ise ilgili
genlerin ekspresyonu regiile edilir. Genelde yiiksek hiicre yogunluklarinda goriilebildigi

gibi bazen nispeten diisiik yogunluklarda da gozlemlenmektedir.

Bakterilerdeki bu ’iletisim’ sistemleri her yerde bulunur ve liiminesans, viriilans, biyofilm
olusumu, antibiyotik iiretimi, pigment iiretimi, bitki-mikroorganizma etkilesimleri gibi
cesitli hiicresel fonksiyonlar diizenledigi bildirilmistir [49]. Bir¢ok patojen, ¢ogunluk
algilamay1 muhtemelen, konagin bagisiklik sistemini verimli bir enfeksiyon olusturacak
hiicre sayisina ulasincaya dek, kendi varligina kars1 uyarmaktan kaginmasi amaciyla

kullanmaktadir [50].
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Sekil 2.5.Quorum sensing sistemi tarafindan diizenlenen bazi mikrobiyal topluluk

davraniglar1 [51].

Bakterilerde ii¢ QS sistemi vardir: bunlardan ilki Gram-negatif bakterilerde bulunan N-
acil homoserin laktonlar (AHL veya HSL) araciligiyla LuxI/LuxR tipi QS; ikincisi hem
Gram-pozitiflerde hem de Gram-negatif bakterilerde bulunan luxS kodlu oto-indiiktor 2
(AI-2) sistemi; son olarak da Gram-pozitif bakterilerde oligopeptid-iki bilesenli tip (AIP)
QS sistemi [52].
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Sekil 2.6. Ug temel QS sisteminin temsili sinyallerinin kimyasal yapilar1 [53].

2.4.3.1. Gram-Negatif Bakterilerde Quorum Sensing

Bircok Gram-negatif bakteri, cogunlugu algilarken sinyal molekiilii olarak kiiciik,
lipofilik ve difiize olabilen acil homoserin lakton molekiillerini kullanir [3]. Su ana dek
en iyi karakterize edilen sinyal molekiilleri, agil homoserin laktonlardir [49]. Bu
molekiiller, LuxI/R protein familyasina ait iki protein tarafindan sentezlenir ve diizenlenir

[54].

Acil homoserin laktonlarin tiretilmesi Lux I tipi proteinler tarafindan saglanirken, Lux R
tipi proteinler bakterinin kendi iirettigi AHL ile birlesebilen sitoplazmadaki eslenigidir
[55]. AHL konsantrasyonu belli bir esige ulastigt zaman, transkripsiyon aktivatorii
LuxR''n amino terminaline baglanir [54]. Lux I/Lux R kompleksi, spesifik DNA
promotor sekanslarina baglanarak, hedef genlerin transkripsiyonunu saglamis olur. Her

bakteri, yalnizca kendisine 6zgii bir AHL ya da AHL kombinasyonlar1 sentezler [55].

Bakteriyel ¢ogunluk algilama mekanizmasi ile ilgili arastirmalar V. fisheri ve V. harveyi
biyolliminesanslarinin ekspresyonu iizerine yapilan ¢aligmalarla basladigindan dolay1 bu

bakteriler model mikroorganizmalar olarak kullanilmislardir.

Ilgili arastirmalarda, V. fischeri s1v1 besiyerinde iiretiliyordu ve besi ortamindaki bakteri
miktar1 fazlalastiginda biyolimiinesans olayinmn gozlemlenmesine sebep oluyordu. Ilk
once besiyerinde bir inhibitdr bulundugu, ancak bakteri sayisi arttiginda bu inhibitoriin

uzaklagtirildig1 diisiiniilmiistiir. Daha sonra biyolimiinesansin, inhibitér bir maddenin
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ortamdan uzaklastirilmasi ile degil, aktivator bir bilesigin (otoindiiktdr) ortamda birikerek
etki gostermesi sonucu meydana geldigi bildirilmistir. Bu aktivator bilesik ilk olarak
1981°de, Eberhard ve arkadaslar1 tarafindan izole edilmis ve N-(3-oxohexanoil)-

homoserin lakton (3-0x0-C6-HSL) olarak tanimlanmistir [49].

AHL aracili ¢ogunluk algilama sistemleri, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia
pseudotuberculosis, Clostridium difficile, Burkholderia cepacia ve Eschericia coli gibi
insan hastaligiyla iligkili bakterilerle iliskilendirilmistir [49]. Sinyal molekiilleri ve
reseptor proteinlerinin olusturdugu kompleks ayrica, V. harveyi'de (LuxM / N)
biyoliiminesans, Chromobacterium violaceum'da (Cvil / R) violacein pigmenti, Proteus
mirabilis'te (RsbA) ve Serratia marcescens’te (Swrl / R) kame1 hareketliligi ve bu
mikroorganizmalarin tiimiinde biyofilm olusumu gibi ¢esitli fenotiplerden sorumlu

spesifik genlerin ekspresyonunu tetikler [47].

2.4.3.2. AI-2 Tipi Quorum Sensing

Tiiri¢i ve tiirdis1 sinyallere yanit verebilme 6zelligi bakterinin hayatta kalma sansini
biiyiik dlclide artiracagi veya bakterilerin topluluklar olusturmasina izin verebilecegi
diistiniilmektedir. Bu olanak, V. harveyi gibi bir¢ok mikroorganizmaya da kendi hiicre
yogunluguna ek olarak, karigik bir popiilasyondaki toplam bakteri oranini da bilmesini

saglamaktadir [50].

Lux S geni tarafindan ifade edilen oto-indiiktor 2 (AI-2), hem Gram negatif ve hem de
Gram pozitif bakteriler tarafindan tiirler arasi iletisimi saglayan otoindiikleyici
molekiildiir. Bu sebeple bu molekiiliin evrensel veya atasal bir sinyal oldugu

distintilmektedir [55].
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Sekil 2.7. iki temel quorum sensing mekanizmasinin sematik gdsterimi. (A) LuxI/R

sistemi; (B) LuxS/AI-2 sistemi [56].

LuxS genine sahip bakteri tiirlerinin biiylik bir kismimin AI-2 aktivitesi gosterdigi
bildirilmistir. Vibrio cholerae, E. coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Bacillus subtilis,
Borrelia burgdorferi, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Yersinia pestis,
Campylobacter jejuni, Deinococcus radiodurans, Mycobacterium tuberculosis,
Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus mutans, Streptococcus
pyvogenes, Clostridium perfringens, C. difficile ve Klebsiella pneumoniae gibi birgok

bakteride ise yiiksek oranda korunmus luxS homologlar1 tanimlanmis durumdadir [50].

LuxS / AI-2 tipi sisteminin biyofilm, biyoliiminesans, antibiyotik direnci, sporiilasyon ve
viriilans faktérlerinin diizenlenmesinde rol oynadigi belirtilmistir [57]. Ornegin AlI-2

molekiilleri, S. pyogenes'de viriilansi etkileyen genlerin diizenlemesinde rol almaktadir
[58].
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2.4.3.3. Gram-Pozitif Bakterilerde Quorum Sensing

Gram pozitif bakteriler, hiicre popiilasyon yogunluguna yanit1 a¢il homoserin laktonlar
yerine, otoindiikleyici peptitler (AIP) araciligiyla verir. AHL sinyalinin aksine, 5 ila 17
amino asitten olusan bu oligopeptitler, bakteri hiicre membrandan hiicre yiizeyindeki
oligopeptid tasiyicilar olmadan gecemezler [55]. Peptit sinyalleri, sitoplazmik tepki
diizenleyici proteinlerle etkilesime giren iki bilesenli sensor kinaz proteinleri tarafindan
taninir [50]. Cogunlugu algilama sisteminin regiilasyonu bakteriden bakteriye degisiklik
gosterir ancak genelde iki bilesenli algilama sistemini igerir. Iki bilesenli biitiin bakteriyel
sistemler, sensor kinaz ve yanit regiilatorii olan bir ¢ift komponent ile iglev goriir. Bu ¢ift

olusup fosforillendiginde, ilgili gen ekspresyonu degistirebilmektedir [55].

Bu sisteme yanit veren bir dizi islem arasinda; B. subtilis ve S. pneumoniae'de DNA
alimi, S. aureus'ta viriilansin regiile edilmesi, E. faecalis'te konjugasyon, Lactobacillus
sake ve Carnobacterium piscicola'da mikrosin liretimi vardir [50]. Bunlara ek olarak,
Gram negatif bir patojen olan Providencia stuartii, ipki1 Gram pozitif bakteriler gibi

peptidler araciligiyla iletisim mekanizmasini yonetmektedir [55].

AIP’ler genelde sinyal molekiilii olmak disinda bir isleve sahip degildir ancak buna ek
olarak antimikrobiyal etki gosteren molekiiller de tanimlanmistir. Cogunluk algilama
sistemi diizenleyici genlerin indiiklenmesine ek olarak ayrica, bakteriyosin iiretimi,

kompetans gibi olaylar1 da aktive eder [59].

2.4.3.4. Chromobacterium’da Quorum Sensing

Chromobacterium violaceum, tropikal ve subtropikal bolgelerde bulunan Gram-negatif,

fakiiltatif anaerob bir kokobasildir. Normal su ve toprak florasinin bir par¢asidir.

C. violaceum, nadiren de olsa insanlarda ve diger hayvanlarda enfeksiyonlara sebep
olabildigi igin firsat¢1 bir patojen olarak kabul edilir. Ozellikle karaciger, akcigerler ve
dalaga hizla yayilip sepsis olusturabilirler. Sebep oldugu enfeksiyonlarin yayinlanmig
klinik raporlarindaki bir gilincelleme, C. violaceum'a baglh enfeksiyonlarin nadir
olustugunu ancak yiiksek mortalite goriildiigii belirtmektedir [60]. Enfeksiyonun bilhassa
bagisiklig1 baskilanmis ve yeterli beslenmeyen hastalarda siddetli ilerledigi bildirilmistir
[61].
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C. violaceum, viyolasin (violacein) adli suda ¢éziinmeyen bir pigment iiretmektedir ve bu
pigment kolonilere mor rengini vermektedir. Viyolasin, sekonder bir metabolik yolla
triptofandan iiretilmektedir. Biyosentezi, bes enzimatik reaksiyon (VioA-E) ve oksidatif

dekarboksilasyonun enzimatik olmayan bir agamasiyla toplamda alt1 adim igerir [61].

Viyolasin tiretimi, mikrobiyal duragan biiyiime fazinda, yani popiilasyon yogunlugunun
yiikseldigi ve besinlerin tiikendigi zaman bircok organizmaya (bakteriler, funguslar,
viriisler ve hatta nematodlar) 6ldiiriicii etki gosterebilmektedir. Ote yandan viyolasinin
antibakteriyel, antifungal, antiviral, antioksidan, antiprotozoal ve antitimor gibi

aktiviteleri cesitli caligmalarda gdsterilmistir [61].

Viyolasin sentezi, quorum sensing kontrolii altinda ger¢eklesmektedir. C. violaceum’da
cogunluk algilama sistemi LuxI / LuxR sistemine homolog Cvil / CviR proteinlerinden
olusur [62]. Cvil, S-adenozil metiyonin ve yag asitlerini AHL'lere doniistiiriir. Belirli
konsantrasyon seviyelerine ulagsan AHL, vioABCDE operonunun transkripsiyonunu

indiikleyen CviR’e baglanir (Sekil 2.8) [61].

Vlyolasm

A

CviR geni Cvil geni vioABCDE Operonu

Sekil 2.8. C. violaceum’da quorum sensing mekanizmasinin regiilasyonu ve viyolasin

sentezi [61].

C. violaceum'ain mini-TnS transpozon mutajenezine tabi tutarak, AHL {iretimini
gergeklestiremeyen dolayisiyla viyolasin-negatif, beyaz kolonilere sahip CV026 mutanti
olusturulmustur. CV026’nin C. violaceum’a kars1 capraz ¢izgi seklinde ekildiginde ya da

ortama AHL eklendiginde viyolasin iireterek yanit verdigi gozlemlenmistir. Boylece,
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hem C. violaceum'daki viyolasin tiretiminin ¢ogunluk algilama yoluyla diizenlendigi
kanitlanmig, hem de CV026'nin AHL'lerin tespiti i¢in biyosensor olarak kullanilmasinin
potansiyeli gosterilmistir [63]. Viyolasin iiretimi, CV026’da ortamdaki C4-C8 arasi
uzunluktaki N-acil zincirleri tarafindan indiiklenirken, bagka bir mutant olan VIR07’de

susu C10-C16 uzunluktaki N-acil zincirleri varliginda gerceklesir.

Genetik caligmalarda yayginca kullanilan Caenorhabditis elegans nematodunun, C.
violaceum’un neden oldugu 6limden AHL ligandinin yerine baglanmasini engelleyen
antagonistler araciligiyla korundugu bildirilmistir. Bu nedenle cogunluk algilama
sisteminin C. violaceum patogenezinde de onemli bir yere sahip oldugu gosterilmistir.

[62].

2.4.4. Anti-Quorum Sensing

Anti-quorum sensing molekiillerinin ilk kesfi, kirmizi bir makroalg olan Delisea
pulchra'nmin  halojenlenmis  furanonlarinin, baz1 bakterilerin  kolonizasyonunu
engellediginin bildirilmesine dayanmaktadir. Daha sonra bu bilesiklerin P. aeruginosa ve
S.liquefaciens gibi bakterilerin sinyal molekiillerini inhibe ettigi gézlemlenmistir [64,65].
Tanimlanan birgok anti-quorum sensing molekiilleri diger organizmalara gore daha ¢ok

taranan bitkiler ve bakterilerden elde edilmistir [64].

QS siirecinin engellenmesi, kullanilacak mekanizmanin dogasina (kimyasal bilesikler,
enzimler), etki etme sekline ve ilgili hedeflerine bagli oldugu i¢in cesitlilik gdsterir.
Ancak bu sistemi bozmak i¢in genellikle ii¢ ana adim hedeflenir; sinyal molekiilii, sinyal
iireticisi ve sinyal reseptdrii. Bunlar da enzimatik olmayan Quorum Sensing Inhibitérleri
(QSI) ve Quorum Quenching (QQ) enzimleri olarak iki grup altinda incelenebilir. QSI
genellikle baglanma boélgesi i¢in yarigarak ya da yapisal modifikasyonlar yoluyla sinyal
sentazlarini veya reseptorlerini inaktif hale getirebilen bilesikleri kapsar. QQ enzimleri

ise sinyal molekiiliiniin bozulmasiyla sinyal sistemini inhibe hale getirir [64].

2.4.4.1. Sinyal Molekiiliiniin Inhibisyonu

Sinyal iletiminin engellenmesi i¢in belki de en bilinen yol, sinyalin hedef alinmasidir.

Sinyalin kendisi hedef alindiginda, metabolik, kimyasal veya enzimatik degradasyon s6z
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konusudur. Ornegin AHL'ler, homoserin lakton halkasinin dogas1 geregi 7'nin iistiindeki

pH seviyelerinde kararsizdir ve biyolojik aktivitelerini yitirir [66].

Su ana kadar QS sinyallerini par¢alayabilen dort tip enzim isaret edilmistir; AHL lakton
halkasin1 hidrolize eden AHL-laktonazlar ve dekarboksilazlar, agil yan zincirni ayiran

AHL-agilazlar ve deaminazlar [67].

Arthrobacter sp., Bacillus sp., A. tumefaciens, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Ralstonia
sp. ve V. paradoxus gibi tlirlerde AHL parcalayici enzimleri kodlayan genler
bildirilmistir. {1k olarak Bacillus cereus’da tanimlanan AHL-laktonazlar (AiiA), lakton
halkalarmi hidrolize ederek AHL’yi inaktif hale getirmektedir [46]. Variovorax
paradoxus, enetji ve azot kaynagi olarak yalnizca AHL'yi kullanir. Boylelikle hem kendi
metabolizmasina katki saglar hem de rekabet ortamindaki diger bakterilerin iletigimini
engellemis olur. P. aeruginosa PAOI1, sekiz karbondan uzun AHL agil zincirlerini
parcgalayabilen PvdQ adli bir AHL-a¢ilaza sahiptir. Streptomyces sp.’deki AhIM AHL-
acilazi ise sekiz karbondan kisa zincirli AHL‘leri parcalayabilmektedir [65].

QQ enzimleri iiretme kabiliyeti, bakteriler arasinda yogun bir sekilde yayildilig1 gibi,
diger prokaryotik organizmalarda ve bir¢ok dkaryotik organizmalarda da bulunmaktadir

[64].

2.4.4.2. Sinyal Ureticisinin Inhibisyonu

En yaygin yaklagimlardan biri de transkripsiyonel regiilatoriin hedeflenmesidir. Sinyal
molekiilii tiretilmedigi takdirde, bakteriler yeterli sayida bulunup bulunmadiklarim

algilayamaz ve bdylelikle QS genleri ifade edilmez [66].

P. aeruginosa'da LasR ve RhIR, C. violaceum’da CviR, V. harveyi’de LuxN, V.
fischeri’de LuxR, A. tumefaciens’de TraR, S. liquefaciens’de SwrR hedef alinabilecek
bazi transkripsiyonel regiilatordendir [46].

2.4.4.3. Sinyal Aliniminin Engellenmesi

Bagka bir yaklasim ise sinyal molekiiliiniin, sinyal proteinine baglanmasinin
engellenmesi sonucu transkripsiyonel regiilator olarak islev goremeyecek hale
gelmesidir. Muhtemelen en yogun aragtirilan inhibisyon stratejisi, sinyal reseptoriinii bir

sinyal anologu ile bloke etmektir [66]. Genelde AHL analoglari, AHL yan zincirlerini
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uzatarak iiretilmektedir [65]. Istisna olarak baz1 QS sinyalleri, bagka bir QS sistemini
inhibe edebilir. Burkholderia pseudomallei’'nin C10HSL’si, C. violaceum'a bu sekilde
etki etmektedir [67].

2.4.4.4. QSTP’lerin Biyoteknolojik Onemi

Su ana dek bir¢ok calisma, antibiyotiklerle siirekli tedavinin hedef organizmalar {izerinde
toksik veya biiylimeyi inhibe edici etkileri ile, genis spektrumlu bir etki alanina sahip
olduklar i¢in bakterilerin direng gelisimine sebebiyet verdigini belirtmistir. Bdylece
aragtirmacilar antibiyotik tedavisinin yerine alternatifler liretmeye basladilar. Ancak

alternatiflerin bircogu antibiyotikler gibi bakterileri 6ldiirmeye dayanmaktadir [4].

Bu ylizden QSI stratejileri, hizla gelisen antibiyotik direncinin mevcut senaryosunda ¢ok
onemli bir potansiyel degere sahiptir. QS tarafindan kontrol edilen sistemlerden bir¢ogu
patojeniteyi etkilediginden, iletisimin engellenmesi patojenik bakterilerin viriilans
ozelliklerini kaybetmesine sebep olabilir. Boylelikle QSI molekiilleri, bakteriyel
hastaliklarin canlilar iizerindeki etkisini sinirlamak ya da engellemek i¢in 6nemli bir hale

gelir [49].

2.4.4.5. Streptomyces’te QSI

Streptomyces, sekonder metabolitlerin yani sira birgok enzimi de sentezleme kabiliyetine
sahiptir. Bu durum da Streptomyces tiiriinii QSI’ler i¢in potansiyel bir kaynak haline

getirmektedir.

Yapilan arastirmalarda Streptomyces sp.’nin hiicre disina AHL bozundurucu enzimler
salgilayarak ¢ogunluk algilama sistemine miidahalede bulundugu bildirilmistir.
Streptomyces sp. S664 ve Streptomyces lividans’ta AHL- agilaz1 kodalayan ahlM geni

tanimlanmaistir [46].
Ayrica Streptomyces sp. tarafindan tiretilen AHL-acilaz, 6 veya daha fazla karbona sahip
acil zincirleri ile AHL'leri degrade ettigi i¢in oldukea spesifiktir [67].

Streptomyces sp.’de bulunan butirolaktonlar (2 (3H) -furanon), AHL analoglar1 olarak
hareket eder. Hortonia sp .ve Streptomyces antibioticus’da biitanoil biyosentezinin dogal
olarak olusan ara liriinlerinin C. violaceum CV026'nin QS mekanizmas: {izerinde etkili

oldugu bildirilmistir [67].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Streptomyces’lerin izolasyonu

Cesitli bolgelerin topraklarindan, yaklasik 5 cm ila 20 cm arasi derinlikten alinan
ornekler, steril polietilen torbalar icinde saklanmigtir. Toprak oOrnekleri,
Streptomyces’lerin izolasyonunun verimini arttirmak i¢in Oncelikle oda sicakliginda
kurutulmustur. Ornekler, serum fizyolojik icinde siispanse edilmis ve seyreltilmistir.
Seyreltilmis 6rnekler fungal kontamineyi dnlemek icin sikloheksimid (50 pg/mL) igeren
Starch Casein Agar (nigasta: 10 g, K;HPO.: 2 g, KNOs: 2 g, kazein: 0,3 g, MgSO..7H:O:
0,05 g, CaCOs: 0,02 g, FeS0O..7H.0: 0,01 g, agar: 15 g, dH,O 1000 ml ve pH: 7.0 £ 0.1)
besiyerine ekilmistir [68]. Petriler 30 © C'de 5 giin boyunca inkiibe edilmistir. Isik
mikroskopundaki morfolojik 6zellikleri temelinde potansiyel Streptomyces spp.’ler

se¢ilmis ve saf kiiltiirleri elde edilmistir.

3.2. Streptomyces’lerin Tanimlanmasi
3.2.1. Morfolojik Tamimlama

Izolatlar 6ncelikle morfolojik olarak cins diizeyinde, spor tasiyan hiflerin morfolojileri
incelenerek tanimlanmistir. Belirlenen izolatlarin morfolojik tayinine, Gram boyama
metodu kullanilarak devam edilmistir. Lam {iizerine fikse edilen Ornekler dnce kristal
viyole ile 60 saniye, sonra sirastyla lugol ile 60 saniye, Alkol ile 15 saniye ve Bazik
Fuksin ile 30 saniye muamele edilmistir. Kurumaya birakilan 6rnekler 151k mikroskopu

ile incelenmistir.

3.2.2. Biyokimyasal Tanimlama

3.2.2.1. Katalaz Testi

SCA besiyerindeki saf kiiltiir izolatlarin tek kolonilerine 1 mL %3’liik H.O, eklenmistir.
Hava kabarciklarimin gorildiigl kiiltiirlerin  katalaz testi sonuglart pozitif olarak

degerlendirilmistir.
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3.2.3. Molekiiler Tanimlama

16S rRNA tiim bakterilerde bulunan iyi korunmus diziler bulundurmaktadir. Diziler
bakteri tiirline 6zel olarak degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle 16S rRNA dizileri ile
tiir tayini yapilabilmektedir. Izolatlarin molekiiler tanimlamalar1 Ficus Biyoteknoloji’den
16S rRNA gen sekanslama hizmet alimi kapsaminda gergeklestirilmistir. Ornekler LB
(Luria Bertani) broth ortamina ekilmis ve 30 °C 150 rpm’de bir gecelik inkiibasyona
birakilmigtir. DNA izolasyonu, NucleoSpin Microbial DNA kiti protokoliine uygun bir
sekilde yapilmigtir. Ekstrakte edilen DNA, kontrol amaciyla IXTAE tampon ile
hazirlanan ve etidyum bromiir iceren %]1’lik agaroz jelde 60 dakika boyunca 100 volt
akimda elektroforezde yiiriitiilmiistiir. 60 dakika sonunda jel UV 15181 altinda

goriintiilenmistir. izole edilen DNA, analiz i¢in Ficus Biyoteknoloji’ye génderilmistir.

3.3. Sekonder Metabolitlerin Uretimi

Streptomyces’lerin kiiltiirasyonu Starch Casein Broth (SCB) besiyerinde (nisasta: 10 g,
KoHPO.: 2 g, KNOs: 2 g, kazein: 0,3 g, MgS0O..7H,O: 0,05 g, CaCOs: 0,02 g,
FeS0.4.7H,0: 0,01 g, dH.O 1000 ml ve pH: 7.0 + 0.1) ger¢eklestirilmistir [68]. 250 mL’lik
erlenlerde 100 mL hazirlanan besiyeri sterilize edildikten sonra, 6ze dolusu bakteri 6rnegi
besiyerine inokiile edilmistir. 7 giin boyunca 200 rpm’de inkiibe edilen kiiltiirler,

ekstraksiyon icin toplanmaigtir.

3.4. Sekonder Metabolitlerin Ekstraksiyonu

Toplanan kiiltiirler, 1:1 oraninda etil asetat ile muamele edilmis, hazirlanan kiiltiir-etil
asetat karigimi 30 °C’ye ayarlanmis calkalamali etiivde 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra sekonder metabolitleri i¢eren iist (organik) faz tiiplere aktarilmistir.
Daha sonra aktarilan faz ugurulmaya birakilmigtir. Tliplerin dibinde kalan ham ekstrakt

%50 (v/v) ACN (Asetonitril) - dH-O ile ¢oziilmiis ve 4 °C’de saklanmustir.
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3.5. Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.5.1. Capraz Cizgi Yontemi

Izolatlarin antimikrobiyal aktivitelerinin &n degerlendirilmesi icin capraz ¢izgi yontemi
uygulanmistir. MHA (Mueller-Hinton Agar) petri plakalariin tam ortasina tek bir ¢izgi
seklinde Streptomyces izolatlar1 ekilmistir. Petriler 30 °C'de 7 giin siiresince inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan alinan plakalara, ortadaki Streptomyces gizgisine 90° agiyla
gelecek sekilde test mikroorganizmalari diiz bir ¢izgi olacak sekilde ekilmistir ve 37 °C'de
24 saat inkiibe edilmistir. Antimikrobiyal etki, test mikroorganizmasinin inhibisyonu ile

gbzlemlenmistir [39].

30°C’de 37°C’de
7 glin 1 giin
= —\ »

Sekil 3.1. Capraz ¢izgi yonteminin sematik gosterimi.

Bu deneyde antimikrobiyal etki; Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus
ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella pneumonia ATCC 700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella abaetetuba ATCC 35640, Proteus
mirabilis ATCC 25933, Shigella boydii ATCC 9207, Shigella flexneri ATCC 9199,
Shigella sonnei ATCC 9290 mikroorganizmalarina kars1 test edilmistir.

Deneylerde kullanilan mikroorganizmalarin temini Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Anabilim Dali Mikrobiyal Taksonomi ve Kiiltiir

Koleksiyonlar1 Laboratuvari’ndan saglanmistir.

3.5.2. Agar Difiizyon Yontemi

Izolatlarin antimikrobiyal aktivitelerinin ikincil degerlendirilmesi i¢in agar difiizyon

metodu kullanilmistir. Bu deneyde antimikrobiyal etki; Bacillus subtilis ATCC 6633,
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Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella
pneumonia ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella
abaetetuba ATCC 35640, Proteus mirabilis ATCC 25933, Shigella boydii ATCC 9207,
Shigella flexneri ATCC 9199, Shigella sonnei ATCC 9290 mikroorganizmalarina karsi
test edilmistir. Test mikroorganizmalar1 LB broth ortamina ekilmis ve 37 °C' de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yogunluklart Mc Farland 0,5 (10% CFU/ml)
standartina gore ayarlanmis 100 pL test mikroorganizmast MHA besiyeri {izerine
aktarilmig ve ekiivyon yardimiyla yayilmistir. Daha sonra MHA plaklarina 4 mm ¢apta
kuyucuklar a¢ilmigtir. Kuyucuklara konsantrasyonlar1 150 mg/mL olarak sabitlenen 50
ul sekonder metabolit ekstraktlar: eklenmistir. Petriler 37 °C' de 1 giin boyunca inkiibe
edilmistir. Pozitif kontrol olarak, Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Staphylococcus aureus
ATCC 29213 i¢in klindamisin; Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumonia
ATCC 700603 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 icin gentamisin; Shigella
boydii ATCC 9207, Shigella flexneri ATCC 9199 ve Shigella sonnei ATCC 9290 igin
siprofloksasin; Salmonella abaetetuba ATCC 35640 igin seftriakson; Proteus mirabilis
ATCC 25933 i¢in aztreonam diskleri kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise ekstraktlar
¢6zmek icin kullanilan %50 ACN emdirilmis diskler kullanilmstir. Inkiibasyondan sonra

kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon zon ¢aplar1 dl¢iilmiistiir.

kuyucuk / 7 inhibisyon zonu
/ /
/7

37°C’de O
24 saat

Sekil 3.2. Agar difiizyon yonteminin sematik gosterimi.
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3.5.3. Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIiK), Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI, 2009) standartlarina gore 96 kuyucuklu mikroplakalarda mikrodiliisyon
kullanilarak belirlenmistir. Ilk olarak kuyucuklara 100’er uL LB Broth besiyeri
eklenmistir. Besiyerine en yiiksek konsantrasyonlar1 150 mg/mL olarak belirlenmis
100’er uL 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512 oraninda seri sulandirilmig
sekonder metabolit ekstraktlar1 eklenmistir. Daha sonra yogunluklart Mc Farland 0,5
(108 CFU/ml) standartina gore ayarlanmis 5’er uL test mikroorganizmalar1 kuyucuklara
ilave edilmistir. Mikroplakalar 24 saat boyunca 37 °C'de inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan alinan mikroplakalarin absorbans degerleri 595 nm’de dlgiilmiistiir.

Test mikroorganizmalar1 igin belirlenen MiK’ler agar difiizyon ydntemi ile kontrol
edilmistir. Mc Farland 0,5 (10® CFU/ml) standartina gore ayarlanmis 100°er uL test
mikroorganizmalart MHA besiyerinin {izerine eklenmis ve ekiivyon yardimiyla
yayilmigtir. MHA plaklarina 4 mm ¢apta kuyucuklar a¢ilmis; 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
1/64, 1/128, 1/256, 1/512 oranlarinda seri sulandirilmis sekonder metabolit ekstraktlari
kuyucuklara yiiklenmistir. 37 °C'de 24 saatlik inkiibasyonun sonunda kuyucuk

etrafindaki inhibisyon zon ¢aplar1 incelenmistir.

MIK degerlerinin tespiti Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Klebsiella pneumonia ATCC 700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Shigella boydii ATCC 9207, Shigella flexneri
ATCC 9199, Shigella sonnei ATCC 9290, Salmonella abaetetuba ATCC 35640, Proteus
mirabilis  ATCC 25933 ve Chromobacterium violaceum ATCC 12472

mikroorganizmalari i¢in yapilmistir.
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3.6. Anti-Quorum Sensing Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.6.1. Capraz Cizgi Yontemi

30°Cde 30°C’de
7 giin 1 giin
= =

Sekil 3.3. Capraz ¢izgi yonteminin sematik gosterimi.

Izolatlarin anti-quorum sensing aktivitelerinin belirlenmesi igin C. violaceum ATCC
12472 susu kullanilmistir. Etkilerin 6n degerlendirilmesi c¢apraz ¢izgi yoOntemiyle
yapilmistir [39]. MHA plakalarinin tam ortasina dik bir ¢izgi seklinde Streptomyces
izolatlar1 ekilmis ve petri plaklar1 30 °C'de 7 giin siiresince inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan alinan plaklara, ortadaki Streptomyces ¢izgisine 90° aciyla diiz bir ¢izgi
seklinde C. violaceum ATCC 12472 ekilmistir ve 30° C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Anti-
quorum sensing etkisi, C. violaceum ATCC 12472 nin viyolasin sentezinin inhibisyonu

ile gozlemlenmistir.
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3.6.2. Anti-Quorum Sensing Aktivitelerin Ikincil Taramasi

Antimikrobiyal
inhibisyon zonu

Anti-quorum
sensing zonu

Sekil 3.4. Agar difiizyon yonteminin sematik gdosterimi.

Izolatlarmin anti-quorum sensing aktivitelerinin ikincil degerlendirilmesi i¢in C.
violaceum ATCC 12472 susu kullanilmustir. {1k olarak C. violaceum ATCC 12472 LB
brotha ekilerek 30° C' de 24 saat inkiibe edilmistir. %0.5 oraninda agar iceren 5 mL
eritilmis LB besiyeri i¢ine, inkiibasyondan alinan 100 pL. C. violaceum ATCC 12472
(620 nm’de 0,6 OD’ye ayarlanmig) eklenmistir. Daha sonra bu besiyeri-bakteri karigima,
onceden dokiilen katilagmis ince bir LB agar tabakasi lizerine dokiilmiistiir. Yeni plaklar
katilastiktan sonra besiyeri lizerine 4 mm ¢apta kuyucuklar agilmistir. A¢ilan kuyucuklara
konsantrasyonlar1 150 mg/mL olarak sabitlenen 50 puL sekonder metabolit ekstraktlar
eklenmistir. Petri plaklari 30° C' de 24 saat inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol olarak C.
violaceum ATCC 12472 susunun duyarli oldugu gentamisin antibiyotik diski
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise ekstraktlari ¢6zmek i¢in kullanilan %50 ACN
emdirilmis disk kullanilmistir. inkiibasyondan sonra kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon
zon c¢aplart 6l¢iilmiistiir. Kuyucuk etrafinda olusan agik renk zon anti-quorum sensing,

tamamen seffaf zon ise antimikrobiyal etki olarak degerlendirilmistir.
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3.6.3. Viyolasin Inhibisyonunun Spektrofotometrik Olarak Olciilmesi

Viyolasin inhibisyonunun spektrofotometrik olarak tespiti i¢cin C. violaceum ATCC
12472 susu kullanilmistir. 24 kuyucuklu polistiren mikrotitre plakalara ilk olarak 1’er mL
steril LB broth eklenmistir. Sonrasinda LB broth i¢ine 30° C' de 24 saatlik inkiibasyondan
alman 50 pL C. violaceum ATCC 12472 (620 nm’de 0,6 OD’ye ayarlanmis) ilave
edilmistir. Anti-quorum sensing aktivitesi oldugu gozlemlenen sekonder metabolit
ekstraktlarinin seri sulandirilmis 150 mg/mL, 75 mg/mL, 37,5 mg/mL, 18,75 mg/mL,
9,38 mg/mL, 4,69 mg/mL konsantrasyonlar: sirasiyla kuyucuklara eklenmistir. Negatif
kontrol olarak steril LB broth, pozitif kontrol olarak ise herhangi bir sekonder metabolit
ekstraktt icermeyen C. violaceum ATCC 12472 susu inokule edilmis LB broth
kullanilmistir. 30° C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda kuyucuklardan 2’ser mL alinip
10.000 rpm’de 15 dakika boyunca santriflij edilmistir. Siipernatantlar1 uzaklastirilan
pelletlere 2 mL DMSO eklenmis ve vorteks ile karigtirilmigtir. 10.000 rpm’de tekrar 15
dakika santrifiij edilen 6rneklerin viyolasin igeren siipernatant kismi toplanmis ve 585
nm’ye ayarlanmis spektrofotometre cihazinda Ol¢lilmiistiir [69]. Deneyler 3 tekrarh

olacak sekilde yapilmis ve OD degerlerinin aritmetik ortalamalart alinmigtir.

3.7. Antibiyofilm Aktivitelerinin Belirlenmesi

Streptomyces spp.’lerin antibiyofilm aktivitelerinin 6n degerlendirilmesi i¢in izolatlarin
kiiltiir siipernatantlar1 kullanilmistir. Saf kiiltiir halindeki izolatlar SCB besiyerinde 30
°C'de, 200 rpm’de 7 giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiirler
toplanmis, 4 °C'de, 10.000 rpm'de 15 dakika boyunca santrifiij edilmis, slipernatantlar
steril tliplere aktarilmistir. 100 uL Streptomyces spp. kiiltiir sipernatantlari ve 60 pL steril
LB broth igeren 96 kuyucuklu polistiren mikrotitre plakalarina eklenmistir. Son olarak
kuyucuklara 40 pL McFarland 0,5 standartina gore hazirlanmis Staphylococcus aureus
29213 ilave edilmistir. Kontrol olarak 200 pL steril LB broth besiyeri kullanilmistir.
Plakalar 24 saat boyunca, 37 °C' de inkiibe edilmistir [70]. Inkiibasyon sonrasinda
siipernatantlar uzaklagtirilarak, plaka 3 kez distile su ile hafifce yikanmistir. Yikanan
plaka oda 1s1sinda kurumaya birakilmistir. Kuruma isleminden sonra kuyucuklara 250 uL.
%1’lik kristal viyole eklenmis ve 30 dakika bekletilmistir. Ardindan kristal viyole

plakadan uzaklastirilmis ve 2 kez distile su ile yikanip kurumaya birakilmistir. Kuruyan
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kuyucuklara 250 pL %70’lik etanol ilave edilmistir. Elde edilen ¢dzeltinin yogunlugu

595 nm’ye ayarlanmis spektrofotometre cihazi ile 6l¢iilmiistiir.

Antibiyofilm etkisi gozlemlenen Streptomyces spp.’ler i¢in deney antibiyofilm etkilerinin
antimikrobiyal aktivite sonucu olup olmadigini test etmek adina tekrar edilmistir. 1’er mL
steril LB broth iceren 24 kuyucuklu polistiren mikrotitre plakasina, McFarland 0,5
standartina gore hazirlanmis 50 uL Staphylococcus aureus 29213 ilave edilmistir.
Kuyucuklara bu kez kiiltiir siipernatantlar1 yerine MiK ve altindaki konsantrasyonlari
iceren farkli konsatrasyonlardaki sekonder metabolit ekstraktlari ilave edilmistir. Plakalar
24 saat boyunca, 37 °C' de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon alman plakadan siipernatantlar
uzaklastirilarak, plaka 3 kez distile su ile hafif¢e yikanmis ve oda 1sisinda kurumaya
birakilmigtir. Kuruyan kuyucuklara 250 uL %1’lik kristal viyole eklenmis ve 30 dakika
bekletilmistir. Ardindan kristal viyole plakadan uzaklastirilmis ve 2 kez distile su ile
yikanip tekrar kurumaya birakilmistir. Daha sonra kuyucuklara 250 pL %70’lik etanol
ilave edilmistir. Elde edilen ¢06zeltinin yogunlugu 595 nm’ye ayarlanmis
spektrofotometre cihazi ile Ol¢lilmiistiir. Deneyler 3 tekrarli yapilmis ve sonuglarin

aritmetik ortalamalar1 alinmistir.

3.8. Sekonder Metabolitlerin Tanimlanmasi

3.8.2. GC-MS Analizi

GC-MS analizi, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ila¢ ve Kozmetik Ar-Ge ve
Kalite Kontrol Laboratuvari’ndan (HUNIKAL) hizmet alim1 kapsaminda
gerceklestirilmistir. Sekonder metabolit ekstraksiyon sonrast tiiplerde kalan ham ekstrakt

%50 ACN-%50 dH:0 ile ¢6ziilmiis ve analiz icin HUNIKAL’e génderilmistir.

GC-MS analizleri Cizelge 3.1.’de belirtilen kosullarda gerceklestirilmistir. Elde edilen
kromatogramlar MS-DIAL yazilimi kullanilarak ayristirilmis, tepe noktalarinin alikonma
zamanlar1 diizenlenmis ve veri matrisleri olusturulmustur. Son olarak, alikonma indeksli
Fiehn ve Golm kiitiiphaneleri kullanilarak metabolitlere ait pikler (Score>%70)

tanimlanmustir.
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Cizelge 3.1. Optimize edilmis GC-MS analiz kosullar1 ve cihaz parametreleri.

Kolon

DB5-MS kolon (30 m+10 m 6n kolon; 0.25 mm ig
cap ve 0.25 um film kalinlig)

Analiz siiresi

37.5 dakika

Tasiyic1 Gaz Helyum 1 mL/dakika
MSD ecis
8 290°C

sicakhigy

oziicii gecikme
¢ 8 5.90 dakika
siiresi
Kiitle arahg 50-650 dalton
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1.Streptomyces’lerin Tanimlanmasi
4.1.1. Morfolojik Tammlama

Kat1 besiyerindeki koloni o6zellikleri incelendiginde, kolonilerin tipik olarak mat,
kadifemsi ve ¢esitli pigmentlere sahip oldugu gozlemlenmistir. Gram boyama sonucu

mikroskopta mor renkli dallanmis filament6z yapilar gozlemlenmistir.

Sekil 4.1. M33, M40, MKG, 29, M100, M9 izolatlarinin SCA besiyerindeki

goriiniimleri.
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Sekil 4.2. Streptomyces coelicolor A3(2) susu ile, BB3 ve M62 izolatlarinin SCB

besiyerindeki goriiniimleri.

4.1.2. Biyokimyasal Tanimlama

SCA besiyerindeki izolatlarin tek kolonilerine 1 mL %3’lilkk H.O. eklendiginde tiim
petrilerde hava kabarciklarinin olustugu gozlemlenmistir. Boylelikle katalaz testi sonucu

tiim izolatlar i¢in pozitif kabul edilmistir.

4.1.3. Molekiiler Tanimlama

Streptomyces izolatlarimin tanimlanmasinda 16S rRNA gen dizilemesi ydntemi
kullanilmistir. Dizileme sonucu elde edilen sonuglar, NCBI BLAST programi
kullanilarak GenBank’tan temin edilebilen dizilerle karsilagtirilip, benzerlik oranlari elde
edilmistir. Zay1f nitelikli okumalarin oldugu dizi bolgeleri diziden ¢ikarilarak yaklasik
500-600 niikleotidlik bir 16S rRNA gen bolgesinin baz dizilimi belirlenmistir.
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Sekil 4.3. 16S rRNA gen dizilemesi yapilan izolatlarin SnapGene programindaki

goruntisi.

BB3 numaral1 izolatin karsilagtirilan 556 niikleotidlik bolgesinde 2 niikleotid farklilik ile

99.64% orantyla Streptomyces sp’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. M122

numarali izolatin karsilastirilan 546 niikleotidlik bolgesinde 7 niikleotid farklilik ile

98.55% orantyla Streptomyces sp’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. MKG numarali
izolatin karsilastirilan 552 niikleotidlik bolgesinde 3 niikleotid farklilik ile 99.46%

orantyla Streptomyces sp’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. 29 numarali izolatin

karsilastirilan
Streptomyces
karsilastirilan
Streptomyces
karsilastirilan
Streptomyces
karsilastirilan
Streptomyces
karsilastirilan

Streptomyces

601 niikleotidlik bolgesinde 8 niikleotid farklilik ile 98.67% oraniyla
sp’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. M33 numarali izolatin
537 niikleotidlik bdlgesinde 3 niikleotid farklilik ile 99.44%oraniyla
sp’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. 13 numarali izolatin
601 niikleotidlik bolgesinde 2 niikleotid farklilik ile 99.67% oraniyla
sp’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. M62 numarali izolatin
533 niikleotidlik bolgesinde 1 niikleotid farklilik ile 99.81% oraniyla
sp’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. KGA numarali izolatin
530 niikleotidlik bolgesinde 1 niikleotid farklilik ile 99.81% oraniyla

sp’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. M154 numarali izolatin

karsilastirilan 596 niikleotidlik bolgesinde ise 17 niikleotid farklilik ile 97.15% oraniyla

Streptomyces sp’ye benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. 16S rRNA dizi analizlerinin NCBI BLAST sonuglari.

izolat Niikleotid Benzerlik Mikroorganizma
BB3 554/556 %99.64 Streptomyces sp.
M122 539/546 %98.55 Streptomyces sp.
MKG 549/552 %99.46 Streptomyces sp.

29 593/601 %98.67 Streptomyces sp.
M33 534/537 %99.44 Streptomyces sp.

13 599/601 %99.67 Streptomyces sp.
M62 532/533 %99.81 Streptomyces sp.
KGA 529/530 %99.81 Streptomyces sp.
M154 579/596 %97.15 Streptomyces sp.

4.2. Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi
4.2.1. Capraz Cizgi Yontemi

Capraz ¢izgi metoduna gore yapilan taramalar sonucu 135 izolattan 43 tanesi
antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Izolatlar bu asamada inhibisyon zonlarinin uzunlugu
baz alinarak az etkiliden ¢ok etkiliye dogru olmak iizere +, ++, +++, ++++ olarak
degerlendirilmistir. Cizelge 4.1°de gosterildigi lizere inhibisyon zonlari; Bacillus subtilis
ATCC 6633 mikroorganizmasinda M23, M26, M30, M32, M35, M37-A, M37-B, M40,
M46, M62, M63, 6, 17, 28, 29, BB3, HAY, MKG, TSA, BK, APL, MB, KGA, SGA,
MBO, UP, UB, UB2, UBS5, PMB; Staphylococcus aureus ATCC 29213
mikroorganizmasinda M26, M30, M32, M33, M35, M37-A, M37-B, M40, M62, M63, 6,
7,13, 16, 17, 20, 25, 28, 29, BB, BB3, BK, MB, HAY, MKG, TSA, KGA, SGA, MBO,
UY, UG, NCY, UB, UBS, PMB; Escherichia coli ATCC 25922 mikroorganizmasinda
M32, M33, M55, M154, M155, 11, 13, 29, BB3, UP, UBS; Klebsiella pneumonia ATCC
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700603 mikroorganizmasinda, M154, 13, 29, UBS; Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 mikroorganizmasinda M33, 7, 11; Shigella boydii ATCC 9207
mikroorganizmasinda M23, M26, M30, M32, M37-A, M37-B, M46, M62, M63, M155
6,7, 11, 12, 17, 20, 25, 28, 29, BB3, TSA, BK, SY, SGA, MBO, NCY, UP, UB, UB2,
UBS; Shigella flexneri ATCC 9199 mikroorganizmasinda M23, M26, M30, M32, M37-
A, M37-B, M46, M62, M63, M155,6,7, 11,12, 17, 20, 25, 28, 29, BB3, TSA, BK, APL,
SY, KGA, SGA, MBO, NCY, UP, UB, UB2, UBS5; Shigella sonnei ATCC 9290
mikroorganizmasinda M23, M26, M30, M32, M37-A, M37-B, M40, M46, M62, M63,
M155 6,7, 11, 12, 17, 20, 25, 28, 29, BB3, TSA, BK, SY, SGA, MBO, NCY, UP, UB,
UB2, UBS; Salmonella abaetetuba ATCC 35640 mikroorganizmasinda 13; Proteus

mirabilis ATCC 25933 mikroorganizmasinda ise 13 izolatinda gozlemlenmistir.

Sekil 4.4. Test mikroorganizmalarinin ¢apraz ¢izgi yontemi ile belirlenen bazi
antimikrobiyal etki sonu¢lari. a) Bacillus subtilis ATCC 6633; b) Escherichia coli
ATCC 25922; ¢) Staphylococcus aureus ATCC 29213; d) Klebsiella pneumonia ATCC
700603; e) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853; ) Shigella boydii ATCC 9207; g)
Shigella flexneri ATCC 9199; h) Shigella sonnei ATCC 9290; 1) Salmonella abaetetuba
ATCC 35640; j) Proteus mirabilis ATCC 25933.
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4.2.2. Agar Difiizyon Yontemi

Etkili olarak tespit edilen izolatlardan, birbirlerinden farkli koloni morfolojisi ve
antimikrobiyal etki gdsterenler se¢ilmis, en fazla antimikrobiyal aktivite gosterenler bu
asama icin degerlendirmeye alinmistir. Pozitif kontrol olarak, Bacillus subtilis ATCC
6633 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 i¢in klindamisin; Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumonia ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 i¢in gentamisin; Shigella boydii ATCC 9207,
Shigella flexneri ATCC 9199 ve Shigella sonnei ATCC 9290 icin siprofloksasin;
Salmonella abaetetuba ATCC 35640 i¢in seftriakson; Proteus mirabilis ATCC 25933
icin aztreonam diskleri kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ise %50 ACN emdirilmis
diskler kullanilmigtir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda standart antibiyotik
disklerinin zon c¢aplar1 Cizelge 4.2.°de, ekstrakte edilen sekonder metabolitlerin

olusturdugu inhibisyon zonlariin ¢aplar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.

Sekil 4.5. Bacillus subtilis ATCC 6633’e karsi pozitif ve negatif kontrollerin, KGA,
MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit ekstraktlarinin

inhibisyon zonlarinin goriintiileri.
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Sekil 4.6. Staphylococcus aureus ATCC 29213’e kars1 pozitif ve negatif kontrollerin,
KGA, MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit

ekstraktlarinin inhibisyon zonlarinin goriintiileri.

Sekil 4.7. Escherichia coli ATCC 25922’ye kars1 pozitif ve negatif kontrollerin, KGA,
MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit ekstraktlarinin

inhibisyon zonlarinin goriintiileri.

i
4

Sekil 4.8. Klebsiella pneumonia ATCC 700603’e kars1 pozitif ve negatif kontrollerin,
KGA, MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit

ekstraktlarinin inhibisyon zonlarinin goriintiileri.
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Sekil 4.9. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853’e kars1 pozitif ve negatif kontrollerin,
KGA, MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit

ekstraktlarinin inhibisyon zonlarinin goriintiileri.

Sekil 4.10. Shigella boydii ATCC 9207’ye kars1 pozitif ve negatif kontrollerin, KGA,
MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit ekstraktlarinin

inhibisyon zonlarinin goriintiileri.

Sekil 4.11. Shigella flexneri ATCC 9199’a kars1 pozitif ve negatif kontrollerin, KGA,
MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit ekstraktlarinin

inhibisyon zolarinin goriintiileri.
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Sekil 4.12. Shigella sonnei ATCC 9290’a kars1 pozitif ve negatif kontrollerin, KGA,
MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit ekstraktlarinin

inhibisyon zonlarinin goriintiileri.

Sekil 4.13. Salmonella abaetetuba ATCC 35640’a kars1 pozitif ve negatif kontrollerin,
KGA, MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit

ekstraktlarinin inhibisyon zonlarinin goriintiileri.

Sekil 4.14. Proteus mirabilis ATCC 25933’e karsi pozitif ve negatif kontrollerin, KGA,
MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit ekstraktlarinin

inhibisyon zonlarinin goriintiileri.
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Cizelge 4.2. Test mikroorganizmalarinin standart antibiyotik disklerine karsi

olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplar1 (mm).

Antibiyotikler
= Z =
Test Mikrorganizmalari g ™ 2w & o~ 2 o~ g ™
= ¥ £ ¥ £ 9 E P Z ¢
g £ s E S E s g s E
£ 8 § 88 §t e £ o £ 8
< &) = v )
n
Bacillus subtilis ATCC 6633 TE TE TE 35 TE
Staphylococcus aureus
TE TE TE 34 TE
ATCC 29213
Escherichia coli ATCC
TE 20 TE TE TE
25922
Klebsiella pneumonia ATCC
TE 11 TE TE TE
700603
Pseudomonas aeruginosa
TE 20 TE TE TE
ATCC 27853
Shigella boydii ATCC 9207 TE TE 37 TE TE
Shigella sonnei ATCC 9290 TE TE 37 TE TE
Shigella flexneri ATCC 9199 TE TE 37 TE TE
Salmonella abaetetuba
TE TE TE TE 21
ATCC 35640
Proteus mirabilis ATCC
28 TE TE TE TE
25933
Chromobacterium violaceum
TE 14 TE TE TE

ATCC 12472

TE: Test edilmemistir.

Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 i¢in test edilen
klindamisin sirasiyla 22 mm ve 23 mm inhibisyon zonu olusturmustur. Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumonia ATCC 700603 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 ve Chromobacterium violaceum ATCC 12472 igin test edilen gentamisin sirasiyla

20 mm, 11 mm, 20 mm ve 14 mm inhibisyon zonu olusturmustur. Shigella boydii ATCC
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9207, Shigella flexneri ATCC 9199 ve Shigella sonnei ATCC 9290 i¢in test edilen
siprofloksasin ii¢ mikroorganizmada da 37 mm inhibisyon zonu olusturmustur.
Salmonella abaetetuba ATCC 35640 i¢in test edilen seftriakson 21 mm inhibisyon zonu
olusturmustur. Proteus mirabilis ATCC 25933 igin test edilen aztreonam ise 28 mm

inhibisyon zonu olusturmustur.

Cizelge 4.3. Sekonder metabolit ekstraktlarmin test mikroorganizmalarina karsi zon

caplart (mm).

Streptomyces Izolatlar
Test Mikrorganizmalar:
BB3 M33 Mé62 MI122 MKG KGA Mi154 13 29

Bacillus subtilis ATCC 6633 - - 10 - 12 16 21 15 17

Staphylococcus aureus ATCC

- 8 14 - 16 10 15 18 16
29213
Escherichia coli, ATCC 25922 - 7 - - - 9 10 - 9
Klebsiella pneumonia ATCC g S
700603 )
Pseudomonas aeruginosa
- 9 - - - - - 7 11
ATCC 27853
Shigella boydii ATCC 9207 - - 6 - - - - 8 9
Shigella sonnei ATCC 9290 - - 7 - - - - 12 14
Shigella flexneri ATCC 9199 12 - 18 - 10 6 - 16 16
Salmonella abaetetuba ATCC 0
35640
Proteus mirabilis ATCC 25933 - - - - - - - 10 -
Chromobacterium violaceum
5 - 6 - 6 5 - 7 -

ATCC 12472

Bacillus subtilis ATCC 6633 susuna karsi inhibisyon zonu olusturan M62, MKG, KGA,
M154, 13 ve 29 ekstraktlar1 arasindan en biiylik zonu 21 mm ile M154 olusturmustur.
Staphylococcus aureus ATCC 29213 susuna karsi1 inhibisyon zonu olusturan M33, M62,
MKG, KGA, M154, 13 ve 29 ekstraktlar1 arasinda en fazla antimikrobiyal etkiyi 18 mm
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ile 13 gostermistir. Escherichia coli ATCC 25922 susuna kars1t M33, KGA, M154 ve 29
ekstraktlar1 arasinda en fazla antimikrobiyal etkiyi 10 mm ile M154 olusturmustur.
Klebsiella pneumonia ATCC 700603 susuna kars1 inhibisyon zonu olusturan M154, 13
ve 29 ekstraktlar1 arasindan en biiylik zonlar1 8 mm ile M154 ve 29 olusturmustur.
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susuna karsi inhibisyon zonu olusturan M33, 13
ve 29 ekstraktlarindan en fazla antimikrobiyal etkiyi 11 mm ile 29 gdstermistir. Shigella
boydii ATCC 9207 ve Shigella sonnei ATCC 9290 suslarina karsi inhibisyon zonu
olusturan M33, 13 ve 29 ekstraktlarindan en biiyiik zonlar, Shigella boydii ATCC
9207°de 9 mm, Shigella sonnei ATCC 9290’da 14 mm capla 29 olusturmustur. Shigella
Sflexneri ATCC 9199 susuna karsi inhibisyon zonu olusturan BB3, M62, MKG, KGA, 13
ve 29 ekstraktlarindan en fazla antimikrobiyal etkiyi 18mm ile M62 gostermistir.
Salmonella abaetetuba ATCC 35640 ve Proteus mirabilis ATCC 25933 suslarina karsi
sirastyla 11 mm ve 10 mm ile yalnizca 13 ekstrakti inhibisyon zonu olusturmustur.
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 susuna kars1 inhibisyon zonu olusturan BB3,
M62, MKG, KGA ve 13 ekstraktlar1 arasindan en biiyiik zonu 7 mm ile 13 olusturmustur.
M122 izolatimin test mikroorganizmalarma karst antimikrobiyal etkisi tespit

edilmemistir.

4.2.3. Minimum Inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Belirlenmesi

Metabolitlerin minumum inhibitdr konsatrasyon degerleri mikrodillisyon yontemi ile
belirlenmistir. Sekonder metabolit ekstraktlarmin MIK degerleri Cizelge 4.4.’de
belirtilmistir.

45



Cizelge 4.4. Sekonder metabolit ekstraktlarmin MIK degerleri.

Streptomyces Izolatlar
Test Mikrorganizmalar
BB3 M33 Me62 MI122 MKG KGA Mi154 13 29

Bacillus subtilis ATCC 6633 - - 4,69 - 1,17 224 938 938 938
Staphylococcus aureus ATCC
- 18,75 4,69 - 1,17 224 9,38 9,38 18.75
29213
Escherichia coli ATCC 25922 - 18,75 - - - 9,38 18,75 - 18,75

Klebsiella pneumonia ATCC
- - - - - - 18,75 9,38 18.75

700603
Pseudomonas aeruginosa
- 18,75 - - - - - 9,38 18,75
ATCC 27853
Shigella boydii ATCC 9207 - - 4,69 - - - - 469 9,38
Shigella sonnei ATCC 9290 - - 4,69 - - - - 469 9,38
Shigella flexneri ATCC 9199 4,69 - 4,69 - 4,69 9738 - 4,69 4,69
Salmonella abaetetuba ATCC
- - - - - - - 18,75 -
35640
Proteus mirabilis ATCC
- - - - - - - 18,75 -
25933
Chromobacterium violaceum
- 75 - 37,5 75 - 18,8 -

ATCC 12472

BB3 ekstraktinin MiK degeri, Bacillus subtilis ATCC 6633 susu icin 4,69 mg/mL iken
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 susu i¢in 75 mg/mL’dir. M33 ekstraktinin
MIK degeri, antimikrobiyal etki gdsterdigi tiim mikroorganizmalar icin 18,75 mg/mL
olarak tespit edilmistir. M62 ekstraktinin MIK degeri, antimikrobiyal etki gosterdigi tiim
mikroorganizmalar i¢in 4,69 mg/mL olarak tespit edilmistir. MKG ekstraktinin MIK
degeri, Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslar1 igin
1,17 mg/mL; Shigella flexneri ATCC 9199 i¢in 4,69 mg/mL; Chromobacterium
violaceum ATCC 12472 i¢in 37,5 mg/mL’dir. KGA ekstraktinin MiK degeri, Bacillus
subtilis ATCC 6633 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslari i¢in 2,24 mg/mL;
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Shigella flexneri ATCC 9199 i¢in 9,38 mg/mL; Chromobacterium violaceum ATCC
12472 igin 75 mg/mL olarak bulunmustur. M154 ekstraktinin MIK degeri, Bacillus
subtilis ATCC 6633 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslart i¢in 9,38 mg/mL
iken, Escherichia coli ATCC 25922 ve Klebsiella pneumonia ATCC 700603 i¢in 18,75
mg/mL’dir. 13 ekstraktinin MIK degeri, Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Klebsiella pneumonia ATCC 700603 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 igin 9,38 mg/mL; Shigella boydii ATCC 9207, Shigella flexneri ATCC
9199 ve Shigella sonnei ATCC 9290 i¢in 4,69 mg/mL; Salmonella abaetetuba ATCC
35640, Proteus mirabilis ATCC 25933 ve Chromobacterium violaceum ATCC 12472
icin 18,75 mg/mL olarak tespit edilmistir. 29 ekstraktinin MIK degeri, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Shigella boydii ATCC 9207 ve Shigella sonnei ATCC 9290 i¢in 9,38
mg/mL; Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella;
Shigella flexneri ATCC 9199 i¢in 4,69 mg/mL olarak tespit edilmistir.

4.3.Anti-Quorum Sensing Aktivitelerinin Belirlenmesi
4.3.1. Capraz Cizgi Yontemi

Capraz ¢izgi metoduna gore yapilan taramalar sonucu 135 izolattan 10 tanesi anti-quorum
sensing aktivitesi gdstermistir. izolatlar bu asamada inhibisyon zonlarinin uzunlugu baz
alinarak degerlendirilmis; M32, M62, M63, M122, 12, 28, KB, MKG, KGA, SY izolatlar1

etkili olarak gézlemlenmistir.

Sekil 4.15. C. violaceum ATCC 12472'nin ¢apraz ¢izgi yontemi bazi etki sonuclari.
M35) Etkisiz; HAY) Antimikrobiyal etki; M62) Anti-quorum sensing etki.
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4.3.2. Anti-Quorum Sensing Aktivitelerin Ikincil Taramasi

Izolat ekstraktlarmin anti-quorum sensing aktivitileri, kuyucuklar etrafindaki zon
biiytikliigiine ve rengine gore degerlendirilmistir. Seffaf renkteki zon antimikrobiyal etki,
acik renk zon ise anti-quorum sensing etkisi olarak ifade edilmis (Sekil 4.17), petri

goriintiileri Sekil 4.16.°da, zon ¢aplar1 Cizelge 4.5.°te verilmistir.

Sekil 4.16. Chromobacterium violaceum ATCC 12472 ye kars1 pozitif ve negatif
kontrollerin, KGA, MKG, M33, M154, BB3, M122, 13, 29 ve M62 sekonder metabolit

ekstraktlarinin antimikrobiyal ve anti-quorum sensing zon goriintiileri.

SEFFAF ZON [ — P e i ACIK RENK ZON

Sekil 4.17. Antimikrobiyal etki sonucu seffaf zon ve anti-quorum sensing etki sonucu

acik renk zonun goriintiisii.
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Cizelge 4.5. Sekonder metabolit ekstraktlarinin antimikrobiyal ve anti-quorum sensing

zon ¢aplart.

Zon Caplar1 (mm)
Ekstraktlar
Antimikrobiyal Etki Anti-QS Etki

BB3 5 -
M33 - -
M62 6 11
M122 - 8
MKG 6 14
KGA 5 11
M154 - -

13 7 -

29 - -

BB3 ve 13 ekstraktlar

Chromobacterium violaceum ATCC 12472’ye karst

antimikrobiyal aktivite gostermistir. M62, MKG ve KGA ekstraktlarinda hem

antimikrobiyal hem de anti-quorum sensing aktivitesi gézlemlenmistir. M122 ekstrakti

antimikrobiyal aktivite gostermeksizin anti-quorum sensing aktivitesi gostermistir.

4.3.3. Viyolasin Inhibisyonunun Spektrofotometrik Olarak Olciilmesi

Anti-quorum sening aktivitesi tespit edilen M62 ve KGA izolatlarinin, quorum sensing

mekanizmasi tarafindan kontrol edilen viyolasin pigment {iretiminin inhibisyonu

spektrofotometrik olarak tespit edilmistir.
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Viyolasin iiretimi (%)

Viyolasin iiretimi (%)
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Sekil 4.18. M62 ekstraktinin ¢esitli konstantrasyonlardaki sekonder metabolit

ekstraktinin viyolasin inhibisyon sonuglari.
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Sekil 4.19. KGA ekstraktinin ¢esitli konstantrasyonlardaki sekonder metabolit

ekstraktinin viyolasin inhibisyon sonuglari.
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M62 ve KGA sekonder metabolit ekstraktlarinin Chromobacterium violaceum ATCC
12472ye kars1 belirlenen MIK degerleri 75 mg/mL olarak belirlenmisti. Ekstraktlarin
MIK degerinin altindaki konsantrasyonlarda da viyolasin pigmentinin iiretimini inhibe
ettigi tespit edilmistir. 37,5 mg/mL’lik konsantrasyonlarda viyolasin iiretimi, M62
ekstrakti tarafindan %44,38° e, KGA ekstrakti tarafindan %55,21°e indirgenmistir.
Boylelikle viyolasin inhibisyonunun, antimikrobiyal aktiviteden bagimsiz olarak gelistigi

saptanmistir.

4.4. Antibiyofilm Aktivitesinin Belirlenmesi

Streptomyces spp. kiiltiir slipernatantlar1 ile gergeklestirilen antibiyofilm deneyi sonucu

25 adet izolatin antibiyofilm aktiviteleri tespit edilmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20. Streptomyces spp. kiiltiir stvilar ile antibiyofilm 6zelliklerinin arastirilmasi.

Antibiyofilm aktivitesinin antimikrobiyal etki ile ilgili olup olmadigini incelemek adina,
etkili olarak belirlenen izolatlarin ¢esitli konsantrasyonlardaki sekonder metabolit
ekstraktlariyla deney tekrar edilmistir. 3 kez tekrarlanan deneyler sonucunda M122 ve

BB3 antibiyofilm etkili olarak saptanmistir.
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Sekil 4.21. BB3 izolatinin ¢esitli konsantrasyonlardaki sekonder metabolit

ekstraktlarinin antibiyofilm sonugclart.

BB3 ekstraktinin Staphylococcus aureus ATCC 29213 mikroorganizmasina karsi
herhangi bir antimikrobiyal etki gostermemesi dolayisiyla, etkili tiim konsantrasyonlar
antimikrobiyal etkiden bagimsiz olarak antibiyofilm 6zellik gdstermistir. BB3 ekstrakti
biyofilm olusumunu, 150 mg/mL konsantrasyonunda %2’ye; 75 mg/mL
konsantrasyonunda %4,64’e; 37,5 mg/mL konsantrasyonunda %11,92’ye; 18,75 mg/mL
konsantrasyonunda %28,81’¢e, 9,38 mg/mL konsantrasyonunda %47,02’ye; 4,69 mg/mL
konsantrasyonunda %76,6’ya kadar azaltmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. M 122 izolatinin g¢esitli konsantrasyonlardaki sekonder metabolit

ekstraktlarinin antibiyofilm sonugclart.

M122 ekstraktinin Staphylococcus aureus ATCC 29213 mikroorganizmasina karsi
herhangi bir antimikrobiyal etki gostermemesi dolayisiyla, etkili tiim konsantrasyonlar
antimikrobiyal etkiden bagimsiz olarak antibiyofilm 6zellik gostermistir. M122 ekstrakti
biyofilm olusumunu, 150 mg/mL konsantrasyonunda %?25,41°e; 75 mg/mL
konsantrasyonunda %27,79’a; 37,5 mg/mL konsantrasyonunda %29,98’e; 18,75 mg/mL
konsantrasyonunda %47,90’a, 9,38 mg/mL konsantrasyonunda %52,10’a; 4,69 mg/mL
konsantrasyonunda %90,49’a kadar azaltmistir (Sekil 4.22).
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4.4. Sekonder Metabolitlerin Tanimlanmasi

GC-MS analizleri sonucu M62, 29, M 154 ekstraktlarinin kimyasal bilesimlerinin 94; BB3
ve M122 ekstraktlarinin kimyasal bilesimlerinin 93; KGA ve MKG ekstraktlarinin
kimyasal bilesimlerinin 92; 13 ekstraktinin kimyasal bilesiminin 91 ve M33 ekstraktinin
kimyasal bilesiminin 90 bilesikten olustugu saptanmistir. Ekstraktlarin tiim bilesenleri

Cizelge 4.6’da, ana bilesenleri ise Sekil 4.23.-4.31.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Sekonder metabolit ekstraktlarin kimyasal bilesenleri.

Molekiil Kiitlesi
Metabolit Molekiil Formiilii
(g/mol)
2-amino-1-phenylethanol CsHi1NO 137
Phosphoric acid H3PO4 98
Pyridine-2,6-dicarboxylic acid C7H5NOs 167
Orcinol C7HsO: 124
Heptadecanoic acid C17H3402 270
Arachidic acid C20H4002 312
Pyrogallol CesHeOs 126
Cellobiose Ci12H2201n 342
Benzene-1,2,4-triol CeHsO3 126
Myristic acid C14H2302 228
Succinic acid C4HO4 118
Lactulose Ci12H2201n 342
Uracil C4H4N20O2 112
Vanillin CsHsOs 152
2-hydroxyphenylacetic acid CsHsO3 152
4-hydroxypyridine CsHsNO 95

4-hydroxyphenylacetic acid CsHsOs 152
1,2-Cyclohexanediol CsHsO2 112
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Cizelge 4.6. (devami)

Molekiil Kiitlesi
Metabolit Molekiil Formiilii
(g/mol)
4-hydroxybenzoic acid C7H6O3 138
6-hydroxy caproic acid CsH1203 132
D-lyxosylamine CsHi1NO4 149
2-keto-L-gulonic acid CeH1007 194
Lactobionic acid Ci12H2201 358
3-aminopropionitrile CsHeN2 70
Leucrose Ci12H2201 342
D-Treitol C4H1004 122
L-(-)-fucose CsH120s5 164
5-hydroxyindole-3-acetic acid C10HoNO3 191
Maltotriose CisH32016 504
Adipic acid CeH1004 146
Benzoic acid C7HsO2 122
D-glucose CesH1206 180
1-hexadecanol Ci6H340 242
N-methylglutamic acid CeHi11NO4 161
Tagatose CeH1206 180
2,3-dihydroxypyridine CsHsNO2 111
Salicylic acid C7H6O3 138
Phloroglucinol CeHsO3 126
Maltotriitol CisH34016 506
Gallic acid C7HeOs 170
Lauric acid C12H2402 200
1,3-diaminopropane C3HioN2 74

Isomaltose Ci12H2201 342
Glyceric acid C3HsO4 106
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Cizelge 4.6. (devami)

Molekiil Kiitlesi
Metabolit Molekiil Formiilii
(g/mol)

Threose C4HsO4 120
Melibiose Ci12H22011 342
Neohesperidin C2sH36015 613
Maleic acid C4H40O4 116
Fumaric acid C4H40O4 116
Palmitoleic acid Ci16H3002 254
Oleic acid Ci1sH3402 282
Galacturonic acid CeH1007 194
D-allose CeH1206 180
3-methyl-2-oxobutanoic acid CsHgOs 116
Squalene CsoHs0 411
Stearic acid Ci18H3602 284
Norepinephrine CsHiiNOs 169
L-serine C3H7NO; 105
Sucrose C12H2201 342
Testosterone Ci19H2302 288
2-aminoethanethiol C2H7NS 77
Adenosine Ci0H13N504 507
Maltose Ci12H2201 342
2'-deoxycytidine CoH13N304 227
Porphine C20H14Ny 310
N-methylanthranilic acid CsHoNO 151
N-acetyl-L-glutamic acid C7H11NOs 189
3,4-dihydroxybenzoic acid C7H6O4 154
Gluconic acid lactone CeH1006 178
L-pyroglutamic acid CsH7NO; 129
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Cizelge 4.6. (devami)

Molekiil Kiitlesi
Metabolit Molekiil Formiilii
(g/mol)
D-(+) trehalose C12H22011 342
10-hydroxydecanoic acid C10H2003 188
DL-glyceraldehyde CsHeOs 90
Glycerol C3HgO3 92
Epsilon-caprolactam CsH11NO 113
Hydroquinone CesHsO2 110
3-indoleacetic acid C10H9NO2 175
Ribitol CsH120s 52
Acetol CsHeO2 74
Lactose Ci12H2201n 342
Malonic acid C3H404 104
2-hydroxypyridine CsHsNO 95
D-(+)-melezitose Ci8H32016 504
D-malic acid C4HeOs 134
3-indolelactic acid CiiH1NOs 205
DL-p-hydroxyphenyllactic acid CoH1004 182
Arabitol CsH120s 152
Lactamide Cs3H7NO; 89
Oxalic acid C2H204 90
4-aminobenzoic acid C7H7NO> 137
Palmitic acid Ci6H3202 256
Ribose CsH100s 150
Glycine C2HsNO2 75
Tryptophane Ci11H12N20; 204
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Sekil 4.23. BB3 ekstraktinin GC-MS kromatogram goriintiisii a) Fosforik asit; b)
Gliserol; ¢) Stearik asit; d) Palmitoleik asit; ¢) Gallik asit;

f) Maltoz; g) Porfin; h) Neohesperidin
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Sekil 4.24. KGA ekstraktinin GC-MS kromatogram goriintiisii a) Fosforik asit; b) 3-
metil-2-okzobiitanoik asit; ¢) Maleik asit; d) 1,2-sikloheksandion; ¢) Gliserol; f) Stearik
asit; g) Palmitoleik asit; h) Urasil; 1) Gallik asit; j) Maltoz; k) Porfin
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Sekil 4.25. M33 ekstraktinin GC-MS kromatogram goriintiisii a) Fosforik asit; b) d-

Glukoz; c) Gliserol; d) Stearik asit; ) Palmitoleik asit; f) Urasil; g) L-piroglutamik asit;

Abundance

h) Gallik asit; i) Maltoz; j) Porfin
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Sekil 4.26. MKG ekstraktinin GC-MS kromatogram goriintiisii a) Fosforik asit; b)
Treoz; c) Gliserol; d) Palmitoleik asit; ) Gallik asit; f) Maltoz; g) Laktoz; h) Porfin
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Sekil 4. 28. M62 ekstraktinin GC-MS kromatogram goriintiisii a) Fosforik asit; b)
Gliserol c) Stearik asit; d) Palmitoleik asit; e) L-piroglutamik asit; f) Gallik asit; g)
Maltoz; 1) Porfin
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Sekil 4. 29. M 154 ekstraktinin GC-MS kromatogram goriintiisii a) Fosforik asit; b)

Gliserol ¢) Palmitoleik asit; d) L-piroglutamik asit; e) Gallik asit; f) Maltoz; g) Porfin
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Sekil 4.30. 13 ekstraktinin GC-MS kromatogram goriintiisii a) Fosforik asit; b) 3-metil-
2-okzobiitanoik asit c) Gliserol d) Stearik asit; e) Palmitoleik asit; f) Gallik asit; g)

Maltoz; h) Urasil; 1) Porfin
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Sekil 4.31. 29 ekstraktinin GC-MS kromatogram goriintiisii a) Fosforik asit; b) Maleik
asit; ¢) Gliserol; d) Pirogallol; ) Stearik asit; f) Palmitoleik asit; g) Laktobiyonik asit;
h) Gliserik asit 1) Urasil; j) L-piroglutamik asit; k) Gallik asit 1) Maltoz; m) Porfin

Streptomyces spp.’lerden elde edilen ekstraktlarin kimyasal bilesenleri literatiirde
taratilip, biyolojik aktiviteleri hakkinda bilgi toplanmistir. Toplanan bilgiye gore, 94
bilesen arasinda 24 adet bilesen antimikrobiyal; 4 adet bilesen anti-quorum sensing; 3

adet bilesen antibiyofilm aktivitelerine sahiptir.
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Cizelge 4.7. Cesitli ekstrakt bilesenlerinin biyolojik aktiviteleri.

Metabolitler Biyolojik Aktiviteler Kaynak
Phosphoric acid Antimikrobiyal [71,72]
Pyrogallol Antimikrobiyal, Anti-Quorum Sensing [73,74]
Myristic acid Antimikrobiyal, Anti-Quorum Sensing [75,76]
Succinic acid Antimikrobiyal [77]
Vanillin Antimikrobiyzlr,ltﬁ)ril;i(-)(glﬁl(irum Sensing, [78-80]
4-hydroxybenzoic acid Antimikrobiyal [81]
4-aminobenzoic acid Antimikrobiyal [82]
Lactobionic acid Antimikrobiyal [83,84]
Lauric acid Antimikrobiyal, Antibiyofilm [85,86]
Isomaltose Antimikrobiyal [87]
Maleic acid Antimikrobiyal [88]
Fumaric acid Antimikrobiyal [89]
Palmitoleic acid Antimikrobiyal, Antibiyofilm [90,91]
Oleic acid Antimikrobiyal [92]
Stearic acid Antimikrobiyal [93]
Epsilon-caprolactam Antimikrobiyal [94]
Hydroquinone Antimikrobiyal [95]
D-malic acid Antimikrobiyal, Anti-Quorum Sensing [96,97]
Oxalic acid Antimikrobiyal [98]
Palmitic acid Antimikrobiyal [99,100]
Glycine Antimikrobiyal [101]
Glycerol Antimikrobiyal [102]
Gallic acid Antimikrobiyal [103]
Arachidonic acid Antimikrobiyal [104]
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5. YORUM

Mikroorganizmalar1 6ldiirmek ya da iiremesini engellemek stiphesiz tarihteki en biiyiik
basarilardan biridir. Ancak mikroorganizmalar tiremeleri engellendiginde oldukg¢a biiyiik
ve secici bir baski altinda kalir ve baskidan sag ¢ikan mikroorganizmalar bunun sonucu
olarak direng gelistirmeye baglar. Son yillarda yasanan antimikrobiyal maddelerin yanlig
ve gereksiz kullanimi da bakterilerin bu maddelere diren¢ kazanmasiyla sonuglanmastir.
Boylelikle yeni antimikrobiyal maddelere olan ihtiya¢ olduk¢a artmistir. Bu ihtiya¢ en
basta yeni antimikrobiyal maddelerin kesfiyle giderilebilir. Ancak son 30 yilda yalnizca
iki yeni sinif antibiyotik kesfedilmistir [105]. Yeni antimikrobiyal maddelerin kesfine ek
olarak, zaten var olan metabolitlerin modifiye edilip kullanilabilmesi de segenekler
arasindadir. 2000 yilindan itibaren yeni onaylanan ilaglarin bir kismi aslinda

Streptomyces tarafindan iiretilen sentetik antibiyotik analoglaridir [106].

Bu arayis sadece bakterisidal veya bakteriyostatik maddeler icin degil, bunlarin yerine
patojenik 6zelliklerin kontrol edilebildigi alternatif yontemleri kapsamaktadir. Caligmalar
anti-quorum sensing ya da antibiyofilm Ozellikler gdsteren molekiiller, monoklonal

antikorlar, bakteriyofaj terapisi gibi bir¢ok farkli stratejiye yonelmistir.

Streptomyces cinsi tarih boyunca bir¢ok biyoaktif molekiiliin en biiyiik saglayicilarindan
biri oldugu i¢in elbette bu arayista da ilk basvurulan organizmalarin i¢indedir. Simdiye
kadar tanimlanan en biiyiik antibiyotik {ireticisi olan bu cinsten elde edilen antimikrobiyal

maddelerin sayisi gittikge artmaktadir [7].

Bu tez c¢alismasinda, Streptomyces cinsine ait izolatlarin bazi biyolojik aktiviteleri
arastirilmistir. Farkli bolgelerden alinan toprak 6rneklerinden 142 adet izolat elde edilmis,
once morfolojik olarak degerlendirilmis daha sonra ise 16S rRNA analizleri
yaptirtlmistir. 16S rRNA dizileri NCBI BLAST programinda karsilastirilmis, cesitili
aktivitelere sahip izolatlarin tamami %97,15-9%99,81 arasindaki oranlarla Streptomyces

sp.’ye benzerlik gostermislerdir.

Antimikrobiyal 0Ozelliklerinin taranmasi i¢in ilk olarak capraz ¢izgi ydntemi
kullanilmistir. Bu asamada antimikrobiyal 6zellik gosteren 58 izolat bir sonraki agama
icin sec¢ilmigstir. Secilen izolatlarin sekonder metabolitleri ekstrakte edilmis ve agar

diflizyon yontemi ile antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Disk etrafinda olusan zonlarin
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biiyiikliigiine bakilarak etkili izolatlar tespit edilmistir. Bacillus subtilis ATCC 6633
susuna karsi BB3, M62, MKG, KGA, 13 ve 29 ekstraktlart; Staphylococcus aureus
ATCC 29213 susuna karst BB3, M33, M62, MKG, KGA, 13 ve 29 ekstraktlari;
Escherichia coli ATCC 25922 susuna karst M33, M154 ve 29 ekstraktlari. Klebsiella
pneumonia ATCC 700603 susuna karst M154, 13 ve 29 ekstraktlari; Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 susuna kars1t M33, 13 ve 29 ekstraktlari; Shigella boydii ATCC
9207 ve Shigella sonnei ATCC 9290 suslarina karsi M33, 13 ve 29 ekstraktlart; Shigella
flexneri ATCC 9199 susuna karsi BB3, M62, MKG, KGA, 13 ve 29 ekstraktlari;
Salmonella abaetetuba ATCC 35640 ve Proteus mirabilis ATCC 25933 suslarina karsi13
ekstrakti; Chromobacterium violaceum ATCC 12472 susuna karst BB3, M62, MKG,

KGA ve 13 ekstraktlar1 inhibisyon zonu olusturmustur.

Sekonder metabolit ekstraktlarmin MIK degerleri mikrodiliisyon yontemi ile
belirlenmistir. MIK degerleri test mikroorganizmalarma gore degisiklik gdstermekle
birlikte BB3 ekstrakti i¢in 4,69-75 mg/mL arasinda; MKG i¢in 1,17-37,5 mg/mL
arasinda; KGA i¢in 2,24-75 mg/mL arasinda; M154 i¢in 9,38-18,75 mg/mL arasinda; 13
icin 9,38-18,75 mg/mL arasinda; 29 i¢in 4,69 -9,38 mg/mL arasinda tespit edilmistir. M62
ve M33 ekstraktlarinin MiK degerleri etkili olduklar1 tiim test mikroroganizmalari i¢in

strastyla 4,69 mg/mL ve 18,75 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Izolatlarin anti-quorum sensing aktivitesi antimikrobiyal madde taramasindaki gibi iki
asamada yapilmistir. Capraz ¢izgi yontemiyle etkili olarak belirlenen 58 adet izolatin
sekonder metabolitleri ekstrakte edilmistir. Uretilen sekonder metabolitlerin anti-quorum
sensing ve antimikrobiyal etkileri, ekstraktlarin kuyucuklarin etrafinda olusturdugu zon
ile belirlenmistir. Kuyucuk etrafinda olusan agik renk zon anti-quorum sensing, seffaf zon
ise antimikrobiyal etki olarak degerlendirilmistir. M122 ekstraktlarinin ytiklendigi
kuyucugun etrafinda agik renk zon; M62, KGA ve MKG ekstraktlarinin kuyucuklarinda
ise seffaf ve acik renkli zonlar tespit edilmistir. Olusan zonun antimikrobiyal etki ile
olusup  olugsmadiginin  arastirilmast  i¢cin  sekonder  metabolitlerin  ¢esitli
konsantrasyonlardaki viyolasin inhibisyonu spektrofotometrik olarak incelenmistir. M62
ve KGA ekstraktlarinin Chromobacterium violaceum ATCC 12472’ye kars1 75 mg/mL
olarak belirlenen MIK degerlerinin altindaki konsantrasyonlarda bile viyolasin

inhibisyonu tespit edilmistir.

Antibiyofilm etki, Staphylococcus aureus ATCC 29213 mikroorganizmasina karsi

arastirtlmistir. Deney ilk olarak Streptomyces spp. kiiltiir siipernatantlar ile yapilmigtir.
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Bu asamada 25 adet izolatin antibiyofilm aktiviteleri saptanmistir. Etkili saptanan
izolatlarin farkli konsatrasyonlardaki sekonder metabolit ekstraktlar1 ile biyofilm
inhibisyonu tekrar arastirilmistir. 3 kez tekrarlanan deney sonucunda, M122 ve BB3
ekstraktlarinin antibiyofilm aktiviteleri tespit edilmistir. M122 ve BB3 ekstraktlar1 test
mikroorganizmasina kars1 antimikrobiyal aktivite gostermemekle birlikte, ekstraktlarin

aragtirilan tiim konsantrasyonlarinda antibiyofilm aktivite gdzlemlenmistir.

Izolatlarin incelenen biyolojik aktiviterine dayanarak 9 adet etkili Streptomyces sp.
secilmistir. Secilen izolatlarin sekonder metabolit ekstraktlarinin kimyasal icerikleri GC-
MS analizi ile arastirilmistir. GC-MS analizleri M62, 29, M154 ekstraktlari i¢inde 94;
BB3 ve M122 ekstraktlari icinde 93; KGA ve MKG ekstraktlari iginde 92; 13 ekstrakt
icinde 91 ve M33 ekstrakt1 icinde 90 adet olmak iizere ekstraktlarin i¢inde toplamda 94
adet farkli kimyasal bilesik oldugunu gostermistir. Literatiir incelemelerine gore fosforik
asit, siiksinik asit, 4-hidroksibenzoik asit, 4-aminobenzoik asit, laktobiyonik asit,
izomaltoz, maleik asit, fumarik asit, oleik asit, stearik asit, epsilon kaprolaktam,
hidrokinon, oksalik asit, palmitik asit, glisin, gliserol, gallik asit ve arakidik asit
antimikrobiyal aktivite; pirogallol, miristik asit, d-malik asit hem antimikrobiyal hem
anti-quorum sensing aktivite; laurik asit ve palmitoleik asit hem antimikrobiyal hem
antibiyofilm, vanilin ise antimikrobiyal, anti-quorum sensing ve antibiyofilm aktivite
gostermektedir. Boylece BB3, M62, M33, KGA, MKG, M154, 13, 29 ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkileri ana bilesenleri icinde fosforik asit, gliserol, stearik asit,
palmitoleik asit, maleik asit, L-piroglutamik asit, laktobiyonik asit, pirogallol ve gallik
asit bulundurmalan ile ilgili olabilir. Ayn1 sekilde BB3 ve M122 ekstraktlarinin
antibiyofilm etkileri ana bilesenleri i¢inde palmitoleik asit bulundurmalar ile; M122
ekstraktinin anti-quorum sensing etkisi ana bilesenleri i¢inde vanilin olmasi ile ilgili

olabilir.

Ozet olarak bu tez ¢alismasinda izolatlar birbirinden farkli bdlgelerden izole edilerek,
izolatlar ve ekstraktlar arasinda cesitlilik saglanmistir. Antimikrobiyal, antibiyofilm ve
anti-quorum sensing aktiviteleri incelendikten sonra segilen izolatlar 16S rRNA analizi
ile Streptomyces sp. olarak tanimlanmustir. Izolatlarin biyolojik aktivitelerinin kaynagina
151k tutmak adina, sekonder metabolitleri ekstrakte edilmis ve kimyasal bilesimleri GC-
MS analizi ile aydinlatilmistir. Bu tez ¢alismasinin, artan antibiyotik direncine kars1 yeni

cozlimlerin eklemesine katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ek-2 Ekstraktlarin kimyasal bilesimi.
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arachidic acid
pyrogallol
cellobiose
benzene-1,2,4-triol
myristic acid
succinic acid
lactulose
uracil

vanillin

2-hydroxyphenylacetic
acid
4-hydroxypyridine
4-hydroxyphenylacetic
acid
1,2-cyclohexanedione
4-hydroxybenzoic acid
6-hydroxy caproic acid
D-lyxosylamine
2-keto-L-gulonic acid
3-aminopropionitrile
leucrose
D-threitol
L-(-)-fucose

5-hydroxyindole-3-
acetic acid

maltotriose
adipic acid

benzoic acid
D-glucose

1-hexadecanol

N-methylglutamic acid N-methylglutamic acid

tagatose
2,3-dihydroxypyridine

salicylic acid

&3

Mé63

2-amino-1-
phenylethanol
phosphoric acid
pyridine-2,6-
dicarboxylic acid
orcinol

heptadecanoic acid
arachidic acid
pyrogallol
cellobiose
benzene-1,2,4-triol
myristic acid
succinic acid
lactulose
uracil

vanillin
2-hydroxyphenylacetic
acid
4-hydroxypyridine
4-hydroxyphenylacetic
acid
1,2-cyclohexanedione
4-hydroxybenzoic acid
6-hydroxy caproic acid
D-lyxosylamine
2-keto-L-gulonic acid
lactobionic acid
3-aminopropionitrile
leucrose
D-threitol
L-(-)-fucose

5-hydroxyindole-3-
acetic acid
maltotriose

adipic acid
benzoic acid
D-glucose

1-hexadecanol

N-methylglutamic acid

tagatose

2,3-dihydroxypyridine

M122

2-amino-1-
phenylethanol
phosphoric acid
pyridine-2,6-
dicarboxylic acid
orcinol

heptadecanoic acid
arachidic acid
pyrogallol
cellobiose
benzene-1,2,4-triol
myristic acid
succinic acid
lactulose
uracil

vanillin
2-hydroxyphenylacetic
acid
4-hydroxypyridine
4-hydroxyphenylacetic
acid
1,2-cyclohexanedione
4-hydroxybenzoic acid
6-hydroxy caproic acid
D-lyxosylamine
2-keto-L-gulonic acid
3-aminopropionitrile
leucrose
D-threitol
L-(-)-fucose

5-hydroxyindole-3-
acetic acid

maltotriose
adipic acid

benzoic acid
D-glucose

1-hexadecanol

N-methylglutamic acid

tagatose
2,3-dihydroxypyridine

salicylic acid



BB3

salicylic acid
phloroglucinol
maltotriitol
gallic acid
lauric acid
1,3-diaminopropane
isomaltose
glyceric acid
threose
melibiose
neohesperidin
maleic acid
fumaric acid
palmitoleic acid

galacturonic acid

D-allose

3-methyl-2-
oxobutanoic acid

squalene

stearic acid
norepinephrine
(noradrenalin)

L-serine

Sucrose
testosterone
2-aminoethanethiol
adenosine
maltose

2'-deoxycytidine
porphine

N-methylanthranilic
acid
N-acetyl-L-
glutamic acid
3,4-
dihydroxybenzoic
acid
gluconic acid
lactone

L-pyroglutamic
acid
D-(+) trehalose

10-
hydroxydecanoic
acid

DL-glyceraldehyde

KGA

phloroglucinol
maltotriitol
gallic acid
lauric acid
1,3-diaminopropane
isomaltose
glyceric acid
threose
melibiose
neohesperidin
maleic acid
fumaric acid
palmitoleic acid
oleic acid
galacturonic acid

D-allose

3-methyl-2-
oxobutanoic acid

squalene

stearic acid
norepinephrine
(noradrenalin)

L-serine

Sucrose
testosterone
2-aminoethanethiol
adenosine
maltose

2'-deoxycytidine
porphine

N-methylanthranilic
acid
N-acetyl-L-
glutamic acid
3,4-
dihydroxybenzoic
acid
gluconic acid
lactone

L-pyroglutamic
acid
D-(+) trehalose

10-
hydroxydecanoic
acid

DL-glyceraldehyde

M33

phloroglucinol
maltotriitol
gallic acid
lauric acid
1,3-diaminopropane
isomaltose
glyceric acid
threose
melibiose
neohesperidin
maleic acid
fumaric acid
palmitoleic acid
galacturonic acid

D-allose
3-methyl-2-
oxobutanoic acid

squalene

stearic acid
norepinephrine
(noradrenalin)

L-serine

Sucrose

testosterone
2-aminoethanethiol
adenosine
maltose
2'-deoxycytidine
porphine
N-acetyl-L-
glutamic acid
3,4-
dihydroxybenzoic
acid
gluconic acid
lactone

L-pyroglutamic
acid

D-(+) trehalose

10-
hydroxydecanoic
acid
DL-glyceraldehyde

glycerol

epsilon-caprolactam

84

Me63

salicylic acid
phloroglucinol
maltotriitol
gallic acid
lauric acid
1,3-diaminopropane
isomaltose
glyceric acid
threose
melibiose
neohesperidin
maleic acid
fumaric acid
palmitoleic acid

oleic acid

galacturonic acid

D-allose
3-methyl-2-
oxobutanoic acid

squalene

stearic acid
norepinephrine
(noradrenalin)
L-serine
Sucrose
testosterone
2-aminoethanethiol
adenosine

maltose

2'-deoxycytidine

porphine

N-methylanthranilic
acid
N-acetyl-L-
glutamic acid
3,4-
dihydroxybenzoic
acid
gluconic acid
lactone

L-pyroglutamic
acid

D-(+) trehalose
10-

hydroxydecanoic
acid

M122

phloroglucinol
maltotriitol
gallic acid
lauric acid
1,3-diaminopropane
isomaltose
glyceric acid
threose
melibiose
neohesperidin
maleic acid
fumaric acid
palmitoleic acid
oleic acid
galacturonic acid

D-allose

3-methyl-2-
oxobutanoic acid

squalene

stearic acid
norepinephrine
(noradrenalin)

L-serine

Sucrose
testosterone
2-aminoethanethiol
adenosine
maltose

2'-deoxycytidine
porphine

N-methylanthranilic
acid
N-acetyl-L-
glutamic acid
3,4-
dihydroxybenzoic
acid
gluconic acid
lactone

L-pyroglutamic
acid
D-(+) trehalose

10-
hydroxydecanoic
acid

DL-glyceraldehyde



BB3 KGA M33
glycerol glycerol hydroquinone
epsilon-caprolactam epsilon-caprolactam  3-indoleacetic acid
hydroquinone hydroquinone ribitol
3-indoleacetic acid  3-indoleacetic acid acetol
ribitol ribitol lactose
acetol acetol malonic acid
lactose lactose 2-hydroxypyridine

malonic acid

2-hydroxypyridine

malonic acid

2-hydroxypyridine

D-(+)-melezitose
3-indolelactic acid

M63 M122
DL-glyceraldehyde glycerol
glycerol epsilon-caprolactam

epsilon-caprolactam hydroquinone

hydroquinone 3-indoleacetic acid
3-indoleacetic acid ribitol
ribitol acetol
acetol lactose
lactose malonic acid

malonic acid 2-hydroxypyridine

DL-p-
D-(+)-melezitose D-(+)-melezitose ~ hydroxyphenyllactic ~ 2-hydroxypyridine D-(+)-melezitose
acid
D-malic acid D-malic acid arabitol D-(+)-melezitose D-malic acid
3-indolelactic acid  3-indolelactic acid lactamide D-malic acid 3-indolelactic acid
DL-p- DL-p- DL-p-
hydroxyphenyllactic hydroxyphenyllactic oxalic acid 3-indolelactic acid  hydroxyphenyllactic
acid acid acid
4-aminobenzoic DL-p-
arabitol arabitol acid hydroxyphenyllactic arabitol
acid
lactamide oxalic acid palmitic acid arabitol lactamide
oxalic acid 4-am1:é)ilzlen201c ribose lactamide oxalic acid
4-am1nqben201c palmitic acid Glycine oxalic acid 4-am1nqben201c
acid acid
palmitic acid ribose Tryptophane 4-am1:é)ilzlen201c palmitic acid
ribose Glycine palmitic acid ribose
Glycine Tryptophane ribose Glycine
Tryptophane Glycine Tryptophane
Tryptophane
M154 MKG 13 29

2-amino-1-phenylethanol
phosphoric acid
pyridine-2,6-dicarboxylic
acid
orcinol
heptadecanoic acid
arachidic acid
pyrogallol
cellobiose
benzene-1,2,4-triol
myristic acid
succinic acid
lactulose
uracil

vanillin

2-amino-1-phenylethanol
phosphoric acid
pyridine-2,6-dicarboxylic
acid
orcinol
heptadecanoic acid
arachidic acid
pyrogallol
cellobiose
benzene-1,2,4-triol
myristic acid
succinic acid
lactulose
uracil

vanillin

2-amino-1-phenylethanol
phosphoric acid
pyridine-2,6-dicarboxylic
acid
orcinol
heptadecanoic acid
arachidic acid
pyrogallol
cellobiose
benzene-1,2,4-triol
myristic acid
succinic acid
lactulose
uracil

vanillin

&5

2-amino-1-phenylethanol
phosphoric acid
pyridine-2,6-dicarboxylic
acid
orcinol
heptadecanoic acid
arachidic acid
pyrogallol
cellobiose
benzene-1,2,4-triol
myristic acid
succinic acid
lactulose
uracil

vanillin



M154 MKG 13

4-hydroxypyridine

29

2-hydroxyphenylacetic acid 2-hydroxyphenylacetic acid 2-hydroxyphenylacetic acid 2-hydroxyphenylacetic acid

4-hydroxypyridine 4-hydroxypyridine

1,2-cyclohexanedione

4-hydroxypyridine

4-hydroxyphenylacetic acid 4-hydroxyphenylacetic acid 4-hydroxyphenylacetic acid 4-hydroxyphenylacetic acid

1,2-cyclohexanedione

1,2-cyclohexanedione
4-hydroxybenzoic acid

6-hydroxy caproic acid

D-lyxosylamine

2-keto-L-gulonic acid

lactobionic acid
3-aminopropionitrile
leucrose

D-threitol
L-(-)-fucose

5-hydroxyindole-3-acetic
acid
maltotriose
adipic acid
benzoic acid
D-glucose
1-hexadecanol
N-methylglutamic acid
tagatose
2,3-dihydroxypyridine
salicylic acid
phloroglucinol
maltotriitol
gallic acid
lauric acid
1,3-diaminopropane
isomaltose
glyceric acid
threose
melibiose
neohesperidin
maleic acid

fumaric acid

4-hydroxybenzoic acid

6-hydroxy caproic acid
D-lyxosylamine

2-keto-L-gulonic acid
lactobionic acid

3-aminopropionitrile

leucrose
leucrose D-threitol
D-threitol L-(-)-fucose
5-hydroxyindole-3-acetic
L-(-)-fucose )

acid

5-hydroxyindole-3-acetic )
maltotriose

acid

maltotriose adipic acid
adipic acid benzoic acid
benzoic acid D-glucose
D-glucose 1-hexadecanol
1-hexadecanol N-methylglutamic acid
N-methylglutamic acid tagatose
tagatose 2,3-dihydroxypyridine
2,3-dihydroxypyridine salicylic acid
salicylic acid

phloroglucinol
phloroglucinol maltotriitol
maltotriitol gallic acid
gallic acid

lauric acid
lauric acid 1,3-diaminopropane
1,3-diaminopropane isomaltose
isomaltose glyceric acid
glyceric acid

threose
threose melibiose
melibiose neohesperidin
neohesperidin

maleic acid

maleic acid fumaric acid

fumaric acid palmitoleic acid

86

4-hydroxybenzoic acid

6-hydroxy caproic acid
D-lyxosylamine

2-keto-L-gulonic acid

3-aminopropionitrile

1,2-cyclohexanedione
4-hydroxybenzoic acid
6-hydroxy caproic acid
D-lyxosylamine
2-keto-L-gulonic acid
lactobionic acid
3-aminopropionitrile
leucrose

D-threitol
L-(-)-fucose

5-hydroxyindole-3-acetic
acid
maltotriose
adipic acid
benzoic acid
D-glucose
1-hexadecanol
N-methylglutamic acid
tagatose
2,3-dihydroxypyridine
salicylic acid
phloroglucinol
maltotriitol
gallic acid
lauric acid
1,3-diaminopropane
isomaltose
glyceric acid
threose
melibiose
neohesperidin
maleic acid

fumaric acid



M154

palmitoleic acid
oleic acid
galacturonic acid

D-allose

3-methyl-2-oxobutanoic
acid
squalene

stearic acid
norepinephrine
(noradrenalin)
L-serine
Sucrose
testosterone
2-aminoethanethiol
adenosine
maltose
2'-deoxycytidine
porphine
N-methylanthranilic acid
N-acetyl-L-glutamic acid
3.,4-dihydroxybenzoic acid
gluconic acid lactone
L-pyroglutamic acid
D-(+) trehalose
10-hydroxydecanoic acid
DL-glyceraldehyde
glycerol
epsilon-caprolactam
hydroquinone
3-indoleacetic acid
ribitol
acetol
lactose
malonic acid
2-hydroxypyridine
D-(+)-melezitose

D-malic acid

3-indolelactic acid
DL-p-hydroxyphenyllactic
acid
arabitol
lactamide
oxalic acid
4-aminobenzoic acid
palmitic acid
ribose
Glycine
Tryptophane

MKG

palmitoleic acid
oleic acid
galacturonic acid

D-allose

3-methyl-2-oxobutanoic
acid
squalene

stearic acid
norepinephrine
(noradrenalin)
L-serine
Sucrose
testosterone
2-aminoethanethiol
adenosine
maltose
2'-deoxycytidine
porphine
N-methylanthranilic acid
N-acetyl-L-glutamic acid
3.,4-dihydroxybenzoic acid
gluconic acid lactone
L-pyroglutamic acid
D-(+) trehalose
10-hydroxydecanoic acid
DL-glyceraldehyde
glycerol
epsilon-caprolactam
hydroquinone
3-indoleacetic acid
ribitol
acetol
lactose
malonic acid
2-hydroxypyridine
D-(+)-melezitose

D-malic acid

3-indolelactic acid
DL-p-hydroxyphenyllactic
acid
arabitol
lactamide
oxalic acid
palmitic acid
ribose
Tryptophane

87
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oleic acid
galacturonic acid

D-allose

3-methyl-2-oxobutanoic
acid

squalene

stearic acid
norepinephrine
(noradrenalin)

L-serine

Sucrose
testosterone
2-aminoethanethiol
adenosine
maltose
2'-deoxycytidine
porphine
N-acetyl-L-glutamic acid
3.,4-dihydroxybenzoic acid
gluconic acid lactone
L-pyroglutamic acid
D-(+) trehalose
10-hydroxydecanoic acid
DL-glyceraldehyde
glycerol
epsilon-caprolactam
hydroquinone
3-indoleacetic acid
ribitol
acetol
lactose
malonic acid
2-hydroxypyridine
D-(+)-melezitose
D-malic acid
3-indolelactic acid

DL-p-hydroxyphenyllactic
acid

arabitol

lactamide

4-aminobenzoic acid
palmitic acid
ribose
Glycine
Tryptophane

29

palmitoleic acid
oleic acid
galacturonic acid

D-allose

3-methyl-2-oxobutanoic
acid
squalene

stearic acid
norepinephrine
(noradrenalin)
L-serine
Sucrose
testosterone
2-aminoethanethiol
adenosine
maltose
porphine
N-methylanthranilic acid
N-acetyl-L-glutamic acid
3,4-dihydroxybenzoic acid
gluconic acid lactone
L-pyroglutamic acid
D-(+) trehalose
10-hydroxydecanoic acid
DL-glyceraldehyde
glycerol
epsilon-caprolactam
hydroquinone
3-indoleacetic acid
ribitol
acetol
lactose
malonic acid
2-hydroxypyridine
D-(+)-melezitose
D-malic acid
3-indolelactic acid
DL-p-hydroxyphenyllactic
acid
arabitol

lactamide
oxalic acid
4-aminobenzoic acid
palmitic acid
ribose
Glycine
Tryptophane






