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ÖZET 

Topraktan Aktinomiset Ġzolasyonu ve Bazı Biyolojik Özelliklerinin AraĢtırılması 

Pervin SOYER 

Farmasötik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı 

Anadolu Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mart 2019 

DanıĢman: Prof. Dr. Yağmur TUNALI 

 

Aktinomisetler farklı ve geniĢ habitatlarda, özellikle doğal toprak habitatlarında 

yayılıĢ gösteren, mikroorganizmalar arasındaki en kalabalık populasyona sahip bakteri 

grubudur. Eski zamanlardan beri mikroorganizmaların özellikle toprak 

mikroorganizmalarının biyoaktif metabolitleri çalıĢılmakta ve elde edilen bilgiler bilim, 

tıp, tarım ve farmasötik endüstrilerine katkılar sağlamaktadır.  

Bu çalıĢmada orman topraklarından Aktinomiset türlerinin izolasyonu, morfolojik, 

biyokimyasal ve moleküler metodlar ile tanımlamaları yapılmıĢ olup; izolatların 

biyoaktif metabolitinin ektraksiyonu yapılmıĢ ve elde edilen ekstrenin antimikrobiyal, 

antibiyofilm ve sitotoksite gibi biyolojik aktivitelerinin araĢtırılması geçekleĢtirilmiĢtir. 

Toplanan orman toprakları örneklerinden mikrobiyolojik izolasyon metodları ile elde 

edilen izolatlarının morfolojik biyokimyasal ve moleküler özellikleri araĢtırıldıktan 

sonra, izolatlar Aktinomiset grubunun üyesi, Brevibacterium spp. olarak 

tanımlanmıĢlardır. Brevibacterium spp. Aktinomiset cinsinin endüstriyel açıdan önemli 

bir cinsi olarak bilinmektedir. Ġzolatların antibiyotik direnç özellikleri standart 

antibiyotiklerle ve farklı konsantrasyonlarda antimikrobiyal metodlar kullanılarak 

belirlenmiĢtir. Genelde Brevibacterium, toprakta bulunan ağır metallere tolerans 

gösterme potansiyelleriyle bilindikleri için izolatların krom toleransları araĢtırılmıĢtır. 

Brevibacterium spp. izolatları hazırlanan modifiye besiyerinde kültüre edilerek biyoaktif 

metabolitleri ekstrakte edilmiĢtir. Ekstrenin antimikrobiyal, antibiyofilm etkileri standart 

mikroorganizmalar ve sitotoksik etkileri Artemia salina larvaları üzerinde farklı 

konsantrasyonlar kullanılarak çalıĢılmıĢtır. Antimikrobiyal (MĠK) değerleri bakteriler 

için 2500 µg/mL ve mayalar için 1250 µg/mL olarak belirlenmiĢtir. Antibiyofilm 

(MBEK) değeri ise 1250 µg/mL‟dir. Sitotoksik etkin değer 2500 µg/mL 

konsantrasyonda bulunmuĢtur. Bu sonuçlar, elde edilen Brevibacterium spp. izolatının 

endüstriyel ve farmasötik açıdan bir potansiyel taĢıdığını göstermiĢ olup daha detaylı 

farmasötik araĢtırılmalar da planlanmaktadır.  

 

Anahtar Sözcükler:  Aktinomiset, Toprak mikroorganizmaları, Brevibacterium, 

Antibakteriyel, Antifungal, Sitotoksisite 
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ABSTRACT 

Actinomycetes Isolation From Soils and Determination of the Some Biological 

Activities 

Pervin SOYER 

Department of Pharmaceutical Microbiology 

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, March 2019 

Supervisor: Prof. Dr. Yağmur TUNALI 

 

Actinomycetes bacterial group has the one of the most populous population in 

microorganisms that extends very different and extensive habitats especially natural soil 

habitats on earth. Since ancient times, bioactive metabolites of microorganisms 

especially soil microorganisms have studied and the results have provided that 

metabolites of soil microorganisms have significant benefits to science, medicine, 

agriculture and pharmaceutical industry.  

In this study, isolation of Actinomycetes strains from forest soils, identification of 

morpohological, biochemical and molecular features, extraction the bioactive metabolite 

of isolates and determination the antimicrobial, antibiofilm and cytotoxicity activities of 

bioactive extract was tested. The microbiological isolation methods for collected forest 

soil samples were used and after the determination of their morpfological, biochemical 

and molecular features, isolates were defined as Brevibacterium spp. that is member of 

Actinomycetes. It is known as an important species of Actinomycetes genus. The 

antibiotic resistance of the isolates were determined by different methods and different 

concentrations of standard antibiotics. The chromium tolerance of isolates were 

determined because Brevibacterium spp. is usually known by its tolerance against heavy 

metals. The bioactive metabolites of isolates were produced in modified medium and 

extracted. The antimicrobial, antibiofilm and cytotoxicity activities of different and 

serial concentrations of bioactive metabolite were determined against standard 

microorganisms and Artemia salina larvae were used as test organism for cytotoxicity 

researchs. The antimicrobial (MIC) concentrations of bioactive metabolite 2500 µg/mL 

for standard bacteria cultures and 1250 µg/mL for yeasts. The antibiofilm (MBEC) 

value was determined at 1250 µg/mL. The 2500 µg/mL concentration of extract was 

found the effective cytotoxic value. The results are provided that the Brevibacterium 

spp. isolates have industrial and pharmaceutical potential and more detailed 

pharmaceutical researchs are planned. 

 

Keywords: Actinomycetes, Soil microorganisms, Brevibacterium, Antibacterial, 

Antifungal, Cytotoxicty 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Günümüzde yeni farmasötiklerin keĢfi ve doğal yöntemlerle üretilmelerine 

yönelik çalıĢmalar, özellikle Aktinomiset grubu bakteriler ve sekonder metabolitlerinin 

biyolojik aktivitelerinin incelenmesi üzerinde yoğunlaĢmaktadır. Son yıllarda 

farmasötiklerin özellikle antibiyotiklerin bilinçsizce kullanımı sonucunda dirençli 

izolatların ve yeni patojen organizmaların ortaya çıkması, biyolojik aktiviteleri 

araĢtırılmıĢ yeni farmasötiklerin keĢfini zorunlu hale getirmiĢtir.  

        Artan dünya nüfusu, endüstriyel faaliyetler, doğanın bilinçsizce kulanımı ve 

tüketilmesi çok çeĢitli çevresel sorunlara yol açmaktadır. Çevresel kirlilik oluĢumu 

yanısıra tehlikeli ve yeni patojenlerin sebep olduğu hastalıkların tedavisinde, yeni yarı 

sentetik ve sentetik maddelerin kullanılmasını zorunlu hale gelmiĢtir. Ancak üretilen 

yeni kimyasalların üretim sürecinde doğanın kirletilmesi yanısıra, zaman zaman hastalık 

tedavisinde yetersiz kaldıkları da gözlemlenmiĢtir. Bu sorunların giderilmesi için doğru 

farmasötik kullanımı temel prensip olmalıdır. Doğru farmasötik kullanımı için izlenecek 

yol, ilaçların istenmeyen etkilerinin araĢtırılması, ilaç etkileĢimlerinin en aza indirilmesi, 

yeni mekanizmaların belirlenmesi ve yeni farmasötiklerin geliĢtirilmesi olmalıdır 

(ÖzĢen, 2009).  

Son yıllarda, kullanımda olan antimikrobiyal ilaçlara karĢı, ikili antibiyotik 

dirence sahip klinik mikroorganizmalar denendiğinde, tek yönlü antibiyotiklerin 

mikroorganizmalara karĢı etkisinin yeterli olamadığı görülmüĢtür. Antibiyotiklere 

direnç kazanmıĢ patojenleri kontrol altına almak için, biyolojik olarak aktif, yeni 

bileĢikleri keĢfetmek gerekli olacağından, etki alanı daha geniĢ ve daha güçlü biyoaktif 

metabolitler üreten yeni mikroorganizmaların araĢtırılması önem kazanmaktadır 

(Yılmaz ve Beyatlı, 2003). Coğrafik konumu, iklimi ve topografik yapısıyla Türkiye, 

çeĢitli toprak yapılarına sahiptir. Toprak, çok zengin organik ve inorganik içeriğinin 

yanısıra farklı mikroorganizma topluluklarına sahip bir ekosistemdir.  

Topraktan farklı Aktinomiset üyelerinin izolasyonu, karakterizasyonu, 

antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik etki gösteren biyoaktif bileĢiklerinin 

araĢtırılması amacıyla yapılan bu tez çalıĢmasında, örnek toplamak için özellikle 

iĢlenmemiĢ farklı habitat olması açısından orman toprakları tercih edilmiĢtir. Orman 

toprakları bir çok bitki ve hayvan artıkların bulunduğu mikrobiyal popülasyon açısından 

çok zengin bir ortamdır. Türkiye‟nin Çanakkale–Gelibolu ili ormanlık bölge açısından 

oldukça zengin ve iĢlenmemiĢ bölgeler olarak bilinmektedir.  
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Yapılan tez çalıĢmasında sadece medikal açıdan değil, endüstriyel ve tarımsal 

alanlarda potansiyel fayda oluĢturabilecek yeni mikrobiyal metabolitlerin 

keĢfedilmesine yönelik olarak izole edilen yeni Aktinomiset türleri ve biyoaktif 

metabolitleriyle çalıĢılmıĢtır. Ġzole edilen Aktinomiset üyesi türün antibiyotik 

dirençliliği farklı dozlardaki standart antibiyotiklere karĢı gösterdiği direnç ile 

belirlenmiĢtir. Tarım alanında fide-tohum geliĢimi ve koruması için aĢırı ve ayırt 

etmeksizin sentetik tarımsal kimyasalların kullanımı toprak ekolojisinde ve insan 

sağlığında olumsuz etkilere yol açmıĢtır (Duche, Iheukwumere ve Omoigui, 2015). Bu 

nedenle, bitki ve toprak kirliliğinin kontrolü için kimyasal yöntemler yerine 

kullanılabilecek yeni alternatif biyolojik yöntemlerin keĢfi, son yıllarda ivme 

kazanmıĢtır. Kimyasal yöntemler yerine, mikrobiyal topluluklar kullanarak yapılan 

biyoremidasyon çalıĢmalarıyla çevre ve doğa kirliliğinin önlenmesi, bitki hastalıklarının 

çevresel etkisinin azaltılması mümkündür.  Toprakta bulunan krom bitkiler ve diğer 

canlılar için potansiyel mutajen ve karsinojen olarak tanımlanan son derece toksik bir 

metal iyonudur. Bu amaçla, toprak kaynaklı bakterinin krom klorit ve potasyum kromat 

toleransı araĢtırılmıĢtır. Ġzole edilen bakteriden biyoaktif metabolit üretimi yapılmıĢ, 

yeni antibiyotik aktif madde arayıĢı için çıkılan bu yolda, üretilen metabolitin 

antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik etkileri de araĢtırılmıĢtır. Yaptığımız bu 

çalıĢma ile yeni, doğal ve etki mekanizmaları araĢtırılmıĢ toprak kaynaklı 

mikroorganizmanın ve biyoaktif metabolitinin araĢtırılması gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

çalıĢmanın Türkiye‟de ve dünyada konu ile ilgili yapılacak yeni çalıĢmalara katkı 

sağlayacağı düĢünülmektedir. Bu tez kapsamında izole edilen Aktinomiset türünün 

özellikleri ve biyoaktif metabolitinin etkinlikleri ilk kez bu kadar kapsamlı çalıĢılmıĢtır.  
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2. KAYNAK BİLGİSİ  

2.1. Toprak Mikrobiyolojisi ve Toprak Çeşitleri  

Mikroorganizmalar yeryüzünde bitki ve hayvan gruplarından milyonlarca yıl önce 

ortaya çıkmıĢ olup, tarih boyunca yeryüzündeki yaĢam için en önemli canlı gruplarından 

biri olmuĢtur. Dünyadaki mikroorganizmaların çoğu toprak ya da toprak çevresi 

kökenlidir. Toprak; zengin organik ve inorganik besin içeren, çok kompleks, heterojen, 

sıvı-gaz gözeneklere ve yüksek mikrobiyal çeĢitliliğe sahip bir çevredir (Matthew vd., 

2010). Rizosfer; toprak ile bağlantılı bitki kökleri ve bitki kökü kalıntılarını içeren, 

mikrobiyal bağlantıların ve aktivitelerin yoğun olduğu dar toprak çevresi bölge olarak 

tanımlanır (Mendes, Garbeva ve Raaijmakers, 2013). AraĢtırmacılar daha önce yapılan 

çalıĢmalarla, toprakta bulunan bitki kalıntılarının, rizosferdeki mikroorganizmalar için 

uygun besin kaynağı olduğunu öne sürmüĢtür. Bu kalıntılar orada bulunan yerleĢmiĢ 

mikrobiyal popülasyonun geliĢim ortamı olarak kullanılır. Topraktaki 

mikroorganizmalar, besin döngüsünün baĢlangıç basamağına önemli katkı sağlayarak 

yeryüzündeki yaĢamın görünmez kahramanları olarak tanımlanmaktadırlar. 

Mikroorganizmaların özellikle tarımsal bölgelerde yoğun bulunmaları ve bitki 

büyümesini önemli bir Ģekilde olumlu yönde etkilemeleri mikroorganizmaların önemini 

artırmaktadır (Yang vd., 2011;  Beneduzi, Ambrosini ve  Passaglia, 2012; Paulitz vd., 

2000; Kyuchukova vd., 2006).  Topraktan izole edilen mikroorganizmalar yüksek 

miktarda antibiyotik üretiminde ve çeĢitli hastalıkların diğer ilaçlar ile birlikte 

tedavisinde kullanılır (Demain ve Sanchez, 2009). Tarih boyunca toprak 

mikrobiyolojisinin geliĢmesi, mikrobiyoloji biliminin geliĢimi ile doğru orantılı 

ilerlemiĢtir.  

Yeryüzü toprakları, Ekvatoral bölgedeki aĢırı yağıĢ alan laterit, Akdeniz 

bölgesindeki kırmızı olan Terra Rossa, orta kuĢak nemli orman arazilerindeki orman 

toprakları, soğuk bölgelerdeki podzol, çöl toprakları, kireç ve tuz oranı yüksek bozkır, 

karasal bölgedeki çernozyum ve yılın büyük bir bölümünü donmuĢ olarak geçiren 

tundra toprakları Ģeklinde sınıflandırılabilir. Orman toprağı, orman örtüsü altında 

geliĢmiĢ olan toprak türüdür.  Orman topraklarının içeriğinde derin ağaç kökleri, orman 

ölü örtüsü ve bunların ayrıĢma ürünlerinin yanında orman vejetasyonuna bağlı özel 

organizmalar bulunmaktadır. Orman örtüsü altında geliĢmiĢ topraklar, organik madde 

içeriği ve mikroorganizma çeĢitliliği bakımından kendine özgü yapılara sahiptir. Ağaç 

kökleri, gövdeleri, dökülen yapraklar ve bunların ayrıĢmasından oluĢan orman 
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ekosistemi orman topraklarına diğer toprak türlerinden ayrı yapısal özellikler ve 

organizma çeĢitliliği kazandırmaktadır. Orman toprakları ile diğer tarım toprakları 

arasındaki farklardan en önemlisi, tarım topraklarının sürekli olarak iĢlenmesi, 

sulanması ve gübrelenmesidir (Çepel, 1988). 

2.2. Topraklarda Bulunan Mikroorganizmalar  

Mikroorganizmalar yeryüzünde, bitki, hayvan ve diğer canlı gruplarından 

milyonlarca yıl önce ortaya çıkmıĢlardır. Mikroorganizmalar yeryüzündeki ilk canlı 

grubu olmalarının yanında diğer canlı gruplarının yaĢamlarının baĢlangıcında ve 

devamında en önemli destekçiler olmuĢlardır. Dünyadaki mikroorganizma türlerinin 

çoğu toprak kökenlidir. Bir gram topraktaki mikroorganizma sayısı bir ve dört milyon 

arasında değiĢmektedir. Toprak mikroorganizmalarının tümü edafon olarak 

tanımlanmaktadır. Toprak mikroflorasının oluĢturan virüsler,  bakteriler, mantarlar, 

algler, protistler organik ve inorganik madde degredasyonunu sağlayarak toprakları daha 

verimli hale getirmektedirler.  Topraklarda bulunan mikroorganizma sayısı ve çeĢitliliği 

toprağın, sıcaklığı, organik ve inorganik madde içeriği, pH ve bölgedeki tarımsal 

faaliyetlere göre değiĢiklikler göstermektedir.  

Toprak bakterilerinin bir kısmı, topraktaki iĢlevlerine göre sınıflandırılacak olursa; 

Bacillus ve Pseudomonas grupları çürükçüller, Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum, 

Agrobacterium, Gluconobacter, Flavobacterium ve Herbaspirillum grupları azot 

fiksatörleri ve toprağı verimli hale getirerek, sekonder metabolitleri ile farmsötik 

endüstrisine çok büyük katkı sağlayan Actinomycetes (Aktinobakteriler) grubu Ģeklinde 

sınıflandırılabilir (Reid ve Wong, 2005). 

2.3. Topraktan Aktinomiset İzolasyonu  

Toprak Aktinomistlerin en bol bulunduğu ortam olup, hemen hemen bütün toprak 

tiplerinde bulunmaktadırlar (Kutzner, Kroppensted ve Korn, 1986; Williams, 

Goodfellow ve Alderson, 1989). Aktinomisetlerin, bahçe toprağında bir metreye kadar, 

kumsal toprakta iki metreye kadar çok miktarda (Beijerinck., 1900) ve orman 

topraklarında aĢağıya doğru 25-30 cm arasında bol miktarda bulundukları ortaya 

koyulmuĢtur.  Hiltner ve Störmer 1903‟de jelatin plak metodunu kullanarak 

Aktinomisetleri ilk defa saymıĢlar ve Aktinomisetlerin sayısının mevsime bağlı olarak 

değiĢtiğini bulmuĢlar; onların toprak mikroflorasının %13-30‟nu oluĢturduğunu, 

mevsime bağlı olarak ilkbaharda %20, yazın %13 ve sonbaharda %30 olarak 

saptamıĢlardır. Bilimadamları, Aktinomisetlerin bitki köklerince zengin toprakların 
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mikrobiyal popülasyonlarının %40‟ına kadar çıktıklarını; fakat, ekimi yapılan 

topraklarda onların sayılarının toplam mikrofloranın sadece %21‟ini teĢkil ettiğini 

saptamıĢtır. Topraktaki organik ve inorganik maddeleri parçalamalarından dolayı 

ekolojik rolleri büyüktür (Khan ve Williams, 1975; Kutzner, Kroppensted ve Korn, 

1986; Williams, Goodfellow ve Simpson, 1987; Nielsen ve Winding, 2002). Toprakta 

en yoğun bulundukları yer organik horizondur (Labovitz ve Hagedorn, 1976). Çoğu 

toprakta, canlı mikroorganizmanın %1-20‟sini, (Kutzner, Kroppensted ve Korn, 1986) 

Aktinomisetlerin ise %64-97‟ sini oluĢtururlar (Xu vd., 2010, Wang vd., 1999). 

2.4. Filum: Actinomycetes (Aktinobakteriler) 

Actinomycetes adı Yunanca “atkis” (ıĢın) ve “mykes” (fungus) kelimelerinin bir 

araya gelmesi ile oluĢmuĢ, hem bakteri hem de mantar benzeri canlılar olarak 

tanımlanmaktadır (Das vd., 2008). Farklı ve en zor koĢullarda yaĢayabilen 

Actinobacteria ya da Actinomycetes çok çeĢitli türleri ile Bacteria domaininin önemli 

gruplarından biridir (Stackebrandt,  Rainey ve Rainey, 1997). Aktinobakteriler 16 sınıfa 

ayrılmıĢtır; Actinomycetales, Actinopolysporales, Bifidobacteriales, Catenulisporales, 

Corynebacteriales, Frankiales, Glycomycetales, Jiangellales, Kineosporiales, 

Micrococcales, Micromonosporales, Propionibacteriales, Pseudonocardiales, 

Streptomycetales, Streptosporangiales, Incertae sedis (Chaudhary vd., 2013).  

Aktinomisetlerin sayısı ve çeĢitliliği, tarımsal kullanımlar sonucunda topraklarda 

artıĢ göstermiĢtir. Topraklarda bulunan Aktinomisetler; Brevibacterium, Streptomyces, 

Micromonospora, Streptosporangium, Actinomadura, Microbispora, 

Saccharopolyspora, Saccharomonospora ve Microtetraspora olarak baĢlıca 

sınıflandırılabilinir. Aktinomisetler; toprakta, bitki köklerinde ve rizosfer ekosisteminde 

önemli role sahip olan filamentli, Gram-pozitif, aerobik bakteri grubudur (Xue vd., 

2013; Sardi vd., 1992). Hif benzeri yapılar Ģeklinde dallanarak geliĢmeleri ile mantarlara 

benzemektedirler (Sprusansky vd., 2005). YaĢ toprağa karakteristik kokusunu ve 

aromasını veren, geosmin biyomolekülünü üretmeleri tanımlayıcı özelliklerindendir 

(Flardh ve Buttner, 2009). Aktinomisetler karmaĢık yapıları, çeĢitli biyolojik aktiviteleri 

ve ürettikleri biyoaktif moleküller ile çok iyi bilinirler (Abdelmohsen vd., 2015). 

Aktinomisetler diğer bakteri gruplarından daha yavaĢ büyüme özellikleri ile ayrılır. Bazı 

grupları zor Ģartlarda büyüme konusunda oldukça esnektir.  
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2.4. Aktinomisetlerin Sekonder Metabolitleri 

Mikrobiyal sekonder metabolitler arasında antibiyotikler, pigmentler, toksinler,  

enzim inhibitörleri, feromonlar, immün ajanlar, reseptör antagonist ve agonistleri, 

pestisitler, antitümöral ajanlar ile bitki ve hayvan büyüme promotörleri bulunmaktadır 

(Oskay, 2006).  Moleküler filogenetik analizler, toprak ve rizosferin her gramında 

binlerce bakteri türü içerirken (Uroz vd., 2010), günümüzde sadece küçük bir bölümü 

kültüre edilip, biyoaktif sekonder metabolit üretimleri yapılmıĢtır. Kültür tabanlı 

çalıĢmalar, tek tür bakterinin in vitro koĢullarda transkribe olmayan gizli gen 

parçalarında saklı kodları ile geniĢ kapsamlı sekonder metabolit üretebildiğini 

göstermektedir. Sekonder metabolitler direkt olarak bakterilerin büyümesi, geliĢmesi ya 

da üremelerinde görevli değil, aynı zamanda diğer mikroorganizmalar ile olan iliĢkileri 

düzenlemekle de çok önemli ekolojik role sahiptirler. Bakteri kaynaklı sekonder 

metabolit üretimi farklı çevresel faktörlerle gerçekleĢir; besin, sıcaklık, pH, nem ve ıĢık 

bu faktörlerdendir. Sekonder metabolit üretimi sıcaklık ile, bakteri büyümesini olumsuz 

etkileyen karbon, azot, fosfat ya da diğer anahtar besin kaynaklarının azalması ile 

tehlikeye girer. Sekonder metabolitlerin ekolojik rolleri; büyüme inhibisyonu, 

sporulasyon faktörleri üretimi ve stimülasyonu, bitki büyüme faktörleri üretimi, çeĢitli 

sinyaller üreterek farklılaĢma sağlanması, hareket ve biyofilm oluĢturmayı teĢvik ve gen 

ekspresyonunun düzenlenmesi Ģeklindedir (Tyc vd., 2017). Şekil 2.1‟de görüldüğü gibi, 

mikrobiyal kaynaklı yeni biyoaktif (sekonder) metabolitin keĢfinde, metabolitin 

üretimini artırmak için uygun koĢullar altında mikroorganizmanın üretilmesini 

gerekmektedir. Bu metabolitler ekstrakte edilip, test edildikten sonraki aĢamalarda, 

metabolit orijinal karıĢımdan izole edilmek ve çeĢitli biyolojik testlerle tanımlanmak 

zorundadır.  
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Şekil 2.1. Mikrobiyal kaynaklı biyoaktif metabolit üretimi deneysel basamakları 

Doğal ve endüstriyel uygulamalar ile birincil ya da ikincil metabolitler çeĢitli bitki 

ve mikroorganizma gibi kaynaklardan elde edilebilir. Bu metabolitler çeĢitli insan ve 

hayvan hastalıklarına karĢı tedavi ve koruma amaçlı kullanılır (Pang vd., 2007). 

Yüzyıldan fazla süredir sekonder metabolitlerin zengin çeĢitliliği toprak bakterileri 

tarafından sağlanmaktadır, kimyasal analizler ile ve gen sekanslama yöntemleri ile 

biyokimyasal yapıları bizim için daha anlaĢılabilir olmuĢtur. Günümüzde farklı 

mikrobiyal metabolitlerin üretimleri, fizikokimyasal yapılarının aydınlatılması, ekolojik 

rollerinin araĢtırılması konusunda yapılan çalıĢmalar halen baĢlangıç aĢamasında 

sayılabilir. Henüz bilinen yöntemlerle keĢfedilmemiĢ farklı potansiyellere sahip pek çok 

metabolit mevcuttur.  

Aktinomisetler çok çeĢitli fazla miktarda farmasötik sekonder biyoaktif metabolit 

üretimleri ile bilinirler. Sentezi yapılan sekonder metabolitler immün düzenleyici, 

fungusit ve antikanser ajanlarıdır (Lima ve Melo, 2017; Huang vd., 2015). 

Aktinomisetler ayrıca antiviral (Sacramento vd., 2004), antibakteriyel, antifungal 

(Zarandi vd., 2009), antibiyofilm, antitümör (Hong vd., 2009), insektisit (Pimentel-

Elardo vd., 2010), antioksidan (Janardhan vd., 2014), antiinflamatör (Renner vd., 1999), 
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anti-biofoling (doğal ortamlarda oluĢan karıĢık mikroorganizma tabakasını önleyen) (Xu 

vd., 2010), immun desteleyiciler (Mann, 2001), antiparazitikler (Pimentel-Elardo vd., 

2010), bitki büyüme promotörleri ve herbisit maddeler (Sousa vd., 2008), enzim 

inhibitörleri (Hong vd., 2009) ve endüstriyel alanda önemli enzimler gibi çeĢitli 

görevlerde ve yapılarda olabilirler. Aktionomisetler, sekonder metabolitlerini kendi 

doğal ortamlarında özellikle toprakta ve morfolojik değiĢimlerle üretmeye 

baĢlamaktadırlar (Vining, 1990).  Actinobacteria sınıfı üyeleri, doğal antibiyotiklerin 

yaklaĢık %70‟inin oluĢturarak, kayda değer bir Ģekilde kullanıĢlı pek çok biyoaktif 

metabolitin kaynağıdır (Raja vd., 2011).  Actinomycetales grubunda bulunan bazı 

popüler sınıfların ürettiği biyoaktif metabolitlerin sayısı Çizelge 2.1‟de gösterildiği gibi 

yaklaĢık 1000 adettir. 

Çizelge 2.1. Aktinomiset grupları ve ürettikleri biyoaktif metabolit sayıları (Sharma, Dangi ve 

Choudhary, 2014). 

Aktinomiset Grupları Sayıları 

Streptomycetes 8350 

Actinoplanetes 1150 

Pseudonocardiaceae 700 

Streptosporangiaceae 160 

Thermomonosporaceae 630 

Actinobacteria 310 
 

2.5. Aktinomisetler ve Antibiyotikleri  

Antibiyotiklerin tedavide ilk kez kullanımı 1928 yılında Alexander Fleming‟in 

penisilini tesadüfen keĢfetmesi ile baĢlamıĢtır. 1940‟ lı yıllarda az miktarda üretilen ham 

penisilin Stafilokok ve Streptokok enfeksiyonlarının tedavisinde kullanılmıĢtır. 

Antibiyotik araĢtırmaları 1943 yılında Waksman‟nın araĢtırma grubunun streptomisini 

bulmasıyla hız kazanmıĢtır. O yıllarda, Aktinomisetlerin tip türü Streptomyces griseus‟ 

dan elde edilmiĢ olan streptomisin tüberkülozun (verem) tedavisinde kullanılan ilk etkili 

antibiyotik olmuĢtur. Waksman ve arkadaĢlarının bu önemli buluĢundan sonra 1950 ve 

1960‟lı yıllarda çok sayıda antibakteriyel ve antifungal antibiyotikler keĢfedilmiĢ, bu 

dönem antibiyotik keĢiflerinin „Altın Çağı‟ olarak nitelendirilmiĢtir (Hopwood, 2004). 

Aktinomisetler çeĢitli ve günümüzde hala yaygın olarak kullanılan farklı etkilere 

sahip farmasötikler üretirler. Ürettikleri geniĢ spektrumlu biyolojik aktivitesi olan bazı 

sekonder metabolitler, antimikrobiyal (streptomisin, neomisin, kloramfenikol, 

eritromisin, rifampin ve vankomisin) dahil olmak üzere, immün baskılayıcı ajanlar (FK-
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506, rapamisin ve askomisin), antidiyabetikler (akarboz), antihelmintikler (ivermektin 

ve milbemisin) ve antikanser ajanlar (bleomisin, daktinomisin, doksorobusin ve 

staurosporin) (Demain, 1999; Newman ve Cragg, 2004; Lima ve Melo, 2017). Klinik ve 

tarımsal açıdan önemli antibakteriyel, antifungal, antipoliferatif, immun destekleyici ve 

antiparaziter özelliğe sahip bazı antibiyotik grupları ve üretici üyeleri Çizelge 2.2‟de 

verilmiĢtir.  

Çizelge 2.2. Aktinomiset üyeleri tarafından üretilen klinik öneme sahip bazı antibiyotikler ve aktiviteleri  

(Chaudhary vd., 2013). 

Antibiyotik Adları  ÜretildikleriAktinomiset Türleri AntibiyotiklerinAktivitesi 

Sagamisin  Micromonospora sagamiensis Antibakteriyel 

Amiklenomisin  Streptomyces lavendulae Antibakteriyel 

Metilenomisin  Streptomyces violaceoruber  Antibakteriyel 

Roseoflavin  Streptomyces davawensis Antibakteriyel 

Minosaminomisin Streptomyces sp. Antibakteriyel 

Libramisin Streptomyces sp. Antifungal  

Kandihekzin  Streptomyces viridoflavus Antifungal  

Nanaomisin Streptomyces rosa Antifungal  

Purpuromisin Actinoplanes ianthinogenes Antifungal  

Zorbonomisin  Streptomyces bikiniensis Antifungal  

Validamisin  Streptomyces hygroscopicus 5008 Antifungal  

Rosamisin  Micromonaspora rosaria  Antibakteriyel 

Rifamisin  Micromonaspora rifamycinica  Antibakteriyel 

Platenomisin  Streptomyces platensis Antibakteriyel 

Linkomisin Streptomyces lincolnensis Antibakteriyel 

Azalomisin  Streptomyces hygroscopicus Antifungal 

Azalomisin  Streptomyces malaysiensis Antifungal 

Streptomidon  Streptomyces sp. Tarımsal kullanım  

Kinamisin Streptomyces murayamaensis Antibakteriyel 

Kuvaitimisin  Streptomyces kuwaitinensis Antibakteriyel 

Sarkomisin Streptomyces sp. Antitümör 

Salinomisin Streptomyces albus Antiparazitik 

Antimisin  Streptomyces antibioticus Antifungal 

Antimisin Streptomyces lucitanusus Antifungal 

Tomaymisin Streptomyces achromogenes  Antiviral 

Eritromisin  Actinopolyspora sp.  Antibakteriyel  

Rapamisin Streptomyces hygroscopicus  Anti-poliferatif 
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[Çizelge 2.2. (Devam) Aktinomiset üyeleri tarafından üretilen klinik öneme sahip bazı antibiyotikler ve 

aktiviteleri  (Chaudhary vd., 2013).] 

Miyomisin Nocardia sp. Antibakteriyel 

Lomofungin  Streptomyces lomodensis Antiviral 

Sklerotrisin  Streptomyces scleogranulatus  Antifungal  

Spoksamisin Streptosporangium oxazolinicium  Antitripanozomal 

Avermektin  Streptomyces avermitilis  Antiparazitik 

 

Antagonistik Aktinomisetler kimyasal yapısı, antimikrobiyel aktivitesi, hayvanlara 

olan toksisitesi ve kemoterapotik potansiyelleri bakımından değiĢikler gösterirler. 

Aktinomisetlerden izole edilen antibiyotikler saflaĢtırma derecelerine göre farklılıklar 

gösterirler. Bazıları ekstre, bazılarının ise kristalleĢmiĢ yapıda olmaları kimyasal yapıları 

hakkında bilgiler vermektedir (Waksman, Schatz ve Reynolds, 2010). Yapılarına göre 

sınıflandırılmıĢ Aktinomiset kaynaklı antibiyotikler Çizelge 2.3’de verilmiĢtir. 

Çizelge 2.3. Aktinomiset kaynaklı antibiyotiklerin yapılarına göre sınıflandırılması 

Yapılar Antibiyotikler Kaynaklar 

Amino glikozitler Streptomisin ve Kanamisin (Nanjawade vd., 2010) 

Ansamisin Rifampin (Floss ve Yu, 1999) 

Anthrasiklinler Doksorubisin (Kremerve Van Dalen, 2001) 

Beta-laktam Sefalosporinler (Kollef, 2009) 

Macrolitler Eritromisin (Harvery ve Champe, 2009) 

Tetrasiklinler  (Harvery ve Champe, 2009) 

 

Aktinomisetler, antibiyotik endüstrisinde ve sağlıklı beslenme alanında çok 

önemli roller oynayan çeĢitli farmasötiklerin üretimi için en önemli destekçilerdendir 

(Magarvey vd., 2004).  Dirençli patojenlere karĢı etkili yeni antibiyotiklerin keĢfi 

antibiyotik araĢtırmaları için önemli bir alandır. Yeni yapılara sahip, doğal ürünlerin 

kullanıĢlı biyolojik aktiviteleri olduğu gözlemlenmiĢtir (Dancer, 2004). Kimyasal 

sentezinde ve antibakteriyel maddelerin biyosentezinde önemli ilerlemeler olmasına 

rağmen, doğa hala en zengin, değiĢik ve antibiyotikler için kolay elde edilebilir kaynak 

olmaya devam ediyor (Koehn ve Carter, 2005; Baltz, 2006; Peláez, 2006; Bull ve Stach, 

2007). Bugüne kadar binlerce antibiyotik keĢfedilmesine rağmen, sadece bir kısmı insan 

ve hayvanlar için toksik değildir. Bu problemin aĢılması için toksik etkisi olmayan yeni 

antibiyotikler keĢfedilmelidir. Bir baĢka sağlık problemi ise antibiyotik dirençliliğidir. 
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Bu duruma özellikle çoklu-ilaç dirençli patojenlere karĢı yeni antibiyotikler keĢfederek 

acilen çözüm getirilmelidir (Alanis, 2005; Sharma vd., 2011). Günümüzde kullanılan 

Aktinomiset kaynaklı antibiyotikler;  

2.5.1. Penisilinler 

Penisilin yapısal olarak tiazolidin ve β-laktam halkası içermektedir; bu yapıya 6- 

aminopenisillanik asit denmektedir (Batchelor, Dewdney ve Gazzard, 1965).  Penisilin, 

bakteriyel hücre duvarının peptidoglikan tabakanın yapısal komponentlerinin sentezini 

engeller. Konak hücre metabolizmasını etkilemezken, bakteriyel enfeksiyon için en 

etkili gruplardan biridir. Anaerobik Gram pozitif bakterilere karĢı çok etkili olup, 

aerobik Gram pozitif bakterilere karĢı daha az etki göstermektedir. Streptokok, 

Stafilokok, Pasteurella multocida, Neisseria, Clostridia gibi enfeksiyonlarda tavsiye 

edilmektedir (Park ve Strominger, 1957). Penisilin V asilazın Streptomyces lavendulae 

tarafından yüksek dozlarda üretildiği bilinmektedir (Torres vd., 1999). 

2.5.2. Sefalosporinler 

Sefalosporinler farmakolojik ve yapısal olarak penisilinlere benzer yapıda olup en 

çok önerilen sınıftır. Penisilinler gibi β-laktam halkasına sahip olup, bakteriyel hücre 

duvarını etkileyip bakterileri öldürebilirler yani bakterisidal etkilidirler. Penisilinlerden 

farklı olarak β-laktam halkaları 6-üyeli dihidrotiazin halkalarıdır. Gram pozitif ve Gram 

negatif bakterilerin özellikle, Escherichia coli, Proteus mirabilis ve Klebsiella sp. sebep 

olduğu hastalıklarda önerilirler. Streptomyces clavuligerus tarafından üretildikleri 

bilinmektedir (Rius ve Demain, 1997; Xiao, Wolfe ve Demain, 1991; DePestel vd., 

2008). 

2.5.3. Tetrasiklinler   

Tetrasiklin molekülleri farklı fonksiyonel grupları bağlanmıĢ linear tetrasiklik 

çekirdeği içermektedir. 4 farklı hidrokarbon halkalarına göre adlandırılırlar. Aminoasil- 

tRNA‟nın ribozomal akseptör bölgesine bağlanmasını engelleyerek protein sentezini 

inhibe ederler. Tetrasiklinler geniĢ spektrumlu ajanlar olup Gram pozitif ve Gram 

negatif bakterilere, Chlamydiae, Mycoplasmas ve Rickettsiae, ve protozoon parazitlere 

karĢı etkilidir. Ġlk kez Benjamin Duggar, tarafından 1945 yılında Streptomyces 

aureofaciens bakterisinden  izole etmiĢtir (Darken vd., 1960; Blackwood vd., 1963; 

Chopra ve Roberts, 2001).  
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2.5.4. Kinolonlar 

Kinolonlar bakterisidal ve konsantrasyona bağlı etki göstererek bakteriyel 

topoizomerazları inhibe edici etki gösterirler (Hardman vd., 1996). Bakteriyel DNA 

girazı, topoizomeraz IV‟ü, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu için gerekli enzimlerin 

aktivitesini hedef alır. Ġlk kinolonlar örneğin; nalidiksik asit, Gram negatif bakteriler 

üzerinde az etkisi varken, bir sonraki jenerasyonların da örneğin florokinolonlar 

(siprofloksasin, ofloksasin, norfloksasin, lomefloksasin, ve enoksasin), Gram negatiflere 

karĢı iyi etki gösterirler. Yeni kinolonlar (levofloksasin, sparfloksasin, trovafloksasin, ve 

grepafloksasin) geniĢ spektrumlu ajanlar olup Gram pozitif ve negatiflere karĢı güçlü 

etki gösterirler. Kinolonlar özellikle Helicobacter pylori‟lere karĢı etkilidirler. 

Kinolonlar Aktinomiset olan Pseudonocardia sp. tarfından üretilirler (Dekker vd., 1998; 

Smith, 1986; Siegmund vd., 2005). 

2.5.5. Aminoglikozitler 

Aminoglikozit molekülü, bir ya da birkaç aminlenmiĢ Ģekerin glikozidik bağlarla 

dibazik siklik halkası oluĢturmasıdır (Mingeot-Leclercq, Glupczynski ve Tulkens, 

1999).  Aminoglikozitler en iyi ribozomal RNA‟ya bağlanmalarıyla karakterize edilirler. 

Ribozom translokasyonunu ve translasyonunu azaltır (Davies, Gorini ve Davis, 1965; 

Davies ve Davis, 1968). Gram negatiflerin sebep olduğu bazı ciddi enfeksiyon 

hastalıklar için iyi bir tedavidir. Mikroorganizmadaki protein sentezini inhibe eder,  

konsantrasyona bağlı bakterisidal etki gösterirler (Bryan ve Van Den Elzen, 1977).  

Streptomyces spp. (Streptomyces kanamyceticus, Streptomyces spectabilis, Streptomyces 

tenjimariensis) ve Micromonospora sp. tarafından izole edilirler. Aminoglikozitler 

Streptomyces cinsinden izole edilirse suffix-masin, Micromonaspor‟dan izole edilir ise 

suffix-misin olarak adlandırılar (Benveniste ve Davies, 1973). 

2.5.6. Fativirasinler 

Fativirasinler makrosiklik diester olup 4-D-glukoz birimi, 2-hidrooksi yağ asidi, 

içerirler. Fativirasinler, EC50‟ye göre çok az μg/mL miktarlarda DNA virüslerine 

özellikle herpes ailesinei HSV-1, VZV, RNA virüslerine karĢı örneğin Ġnfluenza A ve B 

virüsleri ve 3 çeĢit HIV-1‟e karĢı etkilidirler. Fativirasinler Streptomyces microflavus 

tarafından üretilirler (Uyeda, 2003). 
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2.5.7. Sefamisinler 

Sefamisinler, Aktinomisetlerin ürettiği sefem yapısı ile β-laktam antibiyotikleridir. 

Sefalosporinler dıĢında sefamisinler anaerobik mikroplara karĢı çok etkilidirler. 

Streptomyces clauligerus ve Nocardia lactamdurans tarafından üretilirler (Miller vd., 

1972; Fuente, Martin ve Liras, 1996). Sefalosporin ve penisiline dirençli olan 

mikroorganizmalara karĢı geniĢ spektrumlu etki gösterirler (Stapley vd., 1972). 

2.5.8. Makrolitler 

Makrolitler geniĢ glikozidik bağlarla bağlanmıĢ 12-16 atom ve bir ya da iki 

Ģekerden oluĢmuĢ laktam halkalarıyla tanımlanırlar (Mazzei vd., 1993). Nefes borusu, 

deri, yumuĢak deri ve genital sistemlerdeki Gram pozitif enfeksiyonlarda, Gram negatif 

ve anaerobik bakterilerin tedavisinde kullanılırlar. Birçok Streptomiset türünden elde 

edilirler. Ribozomlardaki protein sentezini inhibe ederler (Brisson-Noël, Trieu-Cuot ve 

Courvalin, 1988). Makrolitler, eritromisin grubu antibiyotikleri (azitromisin, 

klaritromisin, diritromisin, roksitromisin, fluritromisin, josamisin, rokitamisin, 

kitasamisin, misinamisin, mirosamisin, oleandomisin, rosaramisin, spiramisin ve tilozin 

içerirler (Alvarez-El ve Enzler, 1999). Streptomyces venezuela tarafından üretilirler 

(Xue vd., 1998). 

2.5.9. Sülfonamidler 

Sülfonamidler, radikal SO2NH2 maddesi içeren organik sülfür maddeleridir. 

Antimikrobiyal ajanlar olup bakteri geliĢimini engellerler ve sülfa ilaçları olarak 

adlandırırlar (Henry, 1943). Bakteriyel septisemiler, dokulardaki Streptokok ve 

Nocardia benzeri mantar enfeksiyonlarını tedavi eden ilk antibiyotiktir. Bakteri 

enfeksiyonlarında, diabette, hipertansiyonda ve gut hastalığında da kullanılır (Weinstein, 

Madoff ve Samet, 1960). Streptomyces spp. tarafından üretildiği bilinir (Fukuda vd., 

2009).  

2.5.10. Fluostatinler 

Fluostatinler adını içerdiği fluorenon kromofordan alır. Ġnsan tümör hücrelerine 

etkilidirler. Streptomyces spp. tarafından üretildiği bilinir (Akiyama vd., 1998; Baur vd., 

2006; Schneider vd., 2006). 
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2.5.11. Rifampin 

Rifampin, rifamisin grubundan hem intraselüler hem de ekstraselüler 

organizmalarda etkili antibiyotiktir. Amycolatopsis rifamycinica (Amycolatopsis 

mediterranei) ve Streptomyces mediterranei tarafından yarı-sentetik olarak üretilirler. 

GeniĢ spektrumlu antibiyotik olup özellikle Mikobakterilere karĢı etkilidirler. RNA 

sentezini baskılarlar (Atlas ve Turck, 1968; Kunin, Brandt ve Wood, 1969; Farr, 2000). 

2.5.12. Kloramfenikol 

Kloramfenikol (C11H12Cl2N2O5 ) geniĢ spektrumlu protein sentezi inhibitörüdür 

fakat bakteriyostatik etkilidir. 1940‟lı yıllarda Bolivia‟da tifo hastalığının tedavisinde ilk 

kez kullanılmıĢtır. Streptomyces venezuelae tarafından üretilir (Ahmed ve Vining, 1983; 

He vd., 2001). 

2.5.13. Linkomisin ve Klindamisin 

Linkomisin, Streptomyces lincolnensis tarafından üretilen linkosamit 

antibiyotiğidir. Linkomisin ve kliniksel analoğu olan klindamisin birçok Gram pozitif 

bakterilere etkili olup, Gram negatiflere karĢı etkisizdir (Verdier vd., 2000; Michalik 

vd., 1975).  

2.5.14. Vankomisinler 

Vankomisin, Gram pozitif etkilidir. Veteriner ve insan sağlığında kullanılırlar. 

Enzim inhibitörüdürler. Streptomyces sp. tarafından üretildiği bilinir (Chatterjee vd., 

1995; Pusecker vd., 1997). 

2.5.15. Oligomisin 

Oligomisin makrolit antibiyotiklere benzemektedir. Birçok Streptomiset, 

Streptomyces avermitilis (Lin vd., 2009) ve Streptomyces griseolus (Grammatikova vd., 

2003) tarafından üretilirler. 

2.5.16. Sparsomisin 

Sparsomisin sitotoksik etkili bir ilaç olup, birçok tümör hücre hatlarına karĢı geniĢ 

spektrumlu etki göstermektedir (Zylicz vd., 1987). Prokaryotik ve ökaryotik hücrelerde 

protein sentezini bloklayarak antitümöral antibiyotik etkisi gösterir (Lazaro vd., 1991). 

Ġlaca dirençli bakteri olan Streptomyces sparsogenes tarafından üretilir (Cundliffe, 

1989).  
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Aktinomisetlerin ürünleri sadece potansiyel terapötik aktivitelerin yanı sıra önemli 

farmakokinetik özellikleri ile de klinik geliĢimin önemli parçasıdır (Farnet ve 

Zazopoulos, 2005). Ayrıca sadece farmasötik endüstrinin değil, tarım için de önem arz 

etmektedir. Aktinomisetler bazı bitki patojenlerinin Erwinia amylovora ve 

Agrobacterium tumefaciens geliĢimlerinin önlenmesine de yardımcı olmaktadır (Jeffrey, 

2008; Oskay, Same ve Azeri, 2004). Aktinomisetler, ölü bitkilerdeki, hayvan ve 

mantarlardaki karmaĢık polimer yapıları ayırıĢtırarak tohum geliĢimi için faydalı olacak 

ekstraselüler enzimleri üretirler. Bunun yanı sıra, Aktinomisetlerin biyolojik 

tamponlanmıĢ topraklara, azot fiksasyonu ve ağır metaller indirgemesi ile toprak 

kirlenmesinin önlenmesine büyük katkı sağlamaktadır (Srinivasan, Laxman ve 

Deshpande, 1991; Suzuki vd., 1994). Aktinomisetler çok farklı biyolojik aktiviteye 

sahip olup örneğin; kozmetik, vitamin, besin maddeleri, herbisit, antibiyotik, pestisit, 

antiparazitik ve selüloz, ksilenaz enzimleri baĢta olmak üzere birçok farklı aktiviteye 

sahip sekonder metabolit sentezi yapabilme kapasiteleri vardır (Ogunmwonyi vd., 

2010). Aktinomisetler ayrıca, melanin ya da melanoit gibi koyu pigmentleri salgılar ve 

sentezler (Zenova, 1965; Arai ve Mikami, 1972; Amal vd., 2011). Bu melanin 

maddeleri, düzensiz, koyu kahverengi polimerler olup, canlıları UV ıĢınlarına karĢı 

korur ve antioksidan özellikleri de vardır (Romero-Martinez vd., 2000). Melaninler 

genellikle tıp, farmakognozi ve kozmetik ürünleri için kullanılır (Quadri ve Asgar, 

2012).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Gereçler  

3.1.1. Standart bakteri ve maya suşları 

Topraktan izole edilen mikroorganizmaların, üretilen biyoaktif metabolitin 

antimikrobiyal ve antibiyofilm aktivitelerinin tespiti için, Anadolu Üniversitesi, 

Eczacılık Fakültesi, Farmasötik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı AraĢtırma Laboratuvarı 

koleksiyonunda bulunan test mikroorganizma kültürleri kullanılmıĢtır. ÇalıĢmada 

kullanılan mikroorganizma kültürleri Çizelge 3.1„deki gibidir.  

Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan test mikroorganizmaları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2. Kullanılan besiyerleri  

Besiyeri 1: Aktinomisetlerin Kültür Ortamı 

Tür adı       Kod  

Escherichia coli ATCC 35218 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 

Bacillus subtilis NRRL B478 

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 

Streptococcus pyogenes ATCC 13615 

Listeria monocytogenes ATCC 19111 

Candida  albicans ATCC 90028 

Candida krusei ATCC 6258 

Dekstroz                                               4 g/L 

Yeast Ekstrakt                                      4 g/L 

Malt Ekstrakt                                    10 g/L 

Kalsiyum Karbonat 

(CaCO3)                  

  2 g/L 

 

Agar                                             20 g/L 

Distile Su                                                     1 L 

pH              7,3 
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Besiyeri 2. Muller-Hinton Broth (MHB)  

21 g Muller-Hinton Broth (TSB, Merck) tartılıp saf su ile 1 L‟ye tamamlanarak steril 

edilmiĢitir. Katı besiyeri için besiyeri içeriğinin %2‟si kadar agar eklenmiĢtir.  

Besiyeri 3. Saboroud Dekstroz Broth (SDB) 

65 g Muller-Hinton Broth (TSB, HiMedia) tartılıp saf su ile 1 L‟ye tamamlanarak steril 

edilmiĢtir. Katı besiyeri için besiyeri içeriğinin %2‟si kadar Agar eklenmiĢtir. 

Besiyeri 4. Tyrpton Soy Broth (TSB) 

30 g Triptik Soya Broth (TSB, Oxoid) tartılıp saf su ile 1 L‟ye tamamlanarak steril 

edilmiĢitir. Katı besiyeri için besiyeri içeriğinin %2‟si kadar Agar eklenmiĢtir. 

Besiyeri 5. Fermantasyon ortamı (Bitoaktif metabolit üretim ortamı) 

                   

                                                  

                                                     

                                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Besiyeri 6.Pepton-Yeast (Maya) Ekstrakt Agar (PYE) 

Pepton                                  5 g/L 

Yeast Ekstrakt                      3 g/L     

Agar                                   20 g/L 

 

 

 

Glikoz                                                  4 g/L 

Yeast Ekstrakt                                               4 g/L 

Malt Ekstrakt                                             10 g/L 

Kalsiyum Karbonat 

(CaCO3)                     

        2 g/L 

Dipotasyum fosfat 

(K2HPO4)   

        1 g/L 

Demir sülfat (FeSO4)                        0,001 g/L 

Magnezyum sülfat 

(MgSO4)                    

        1 g/L 

 

Sodyum klorür 

(NaCl)   

        1 g/L                   

 

Agar              20 g/L 

Distile Su            1 L 

pH              7,4 



18 

 

Besiyeri 7. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) 

Sodyum klorür (NaCl)        9 g/L 

Distile Su                               1L 

 

Deney aĢamalarında steril olarak kullanılması gereken tüm cam, plastik sarf 

malzemeler ve besiyeri içerikleri distile suda çözülerek, pH ayarlamaları yapıldıktan 

sonra, otoklavda 1,5 atmosfer basınç altında 121°C‟de, 15 dakika süre ile steril 

edilmiĢtir.  

3.1.3. Kullanılan kimyasal maddeler 

 Gram Boyama 

Seti, (Kristal 

Viyole, Gram 

Ġyodin, Etanol, 

Safranin),   

(Norateks Gram 

Boyama Seti)  

 Glikoz, (Sigma)

   

 Dekstroz, 

(Sigma)  

 Sodyum klorür, 

(Sigma) 

 Pepton, (Merck)     

 Malt Ekstrakt, 

(Himedia)                                     

 Kalsiyum 

karbonat, 

(Sigma)  

 Dipotasyum 

fosfat, (Sigma) 

 Potasyum 

kromat, (Sigma) 

 Demir sülfat, 

(Sigma)  

 Magnezyum 

sülfat, (Sigma)  

 Agar, (Himedia)                                                    

 Yeast Ekstrakt, 

(Himedia)    

 Tris-asetat, 

(Thermo) 

 Ketokonazol, 

(Sigma) 

 Kloramfenikol, 

(Sigma) 

 Amoksisilin, 

(Across) 

 Amfisilin, 

(Sigma)  

 Standart 

Antibiyotik 

Diskler, (Oxoid)  

 Agaroz, 

(AppliChem)

 Krom klorit, 

(Sigma)  

 Dimetil 

sülfoksit, (Zag 

Kimya)  

 Etil asetat, 

(Merck) 

 

 

 Resazürin, (Alfa 

Aesar) 

 Hidrojen 

peroksit, 

(Sigma) 
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3.1.4. Kullanılan cihazlar 

 Binoküler IĢık 

mikroskobu 

(3144002045, 

CARL ZEISS-

Almanya) 

 Otoklav, (HV 

50L-Hirayama-

Hindistan) 

 Steril Kabin, 

(Heraeus 

HeraSafe-

Almanya) 

 Mikrobiyolojik 

Etüv, 

(FD53,WTC 

Binder-

Hollanda) 

 Su Banyosu, 

(11370, 

TERMAL-

Türkiye)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PCR, (Applied 

Biosystems-

Ġngiltere) 

 Sonikatör, 

(4235,Bandelin 

Sonorex-

Almanya) 

 Buzdolabı, 

(27050EB, 

Arçelik-Türkiye) 

 Saf Su Cihazı,  

(01-0489,Nüve-

Türkiye) 

 pH metre, 

(PH211, Hanna-

Ġngiltere)  

 Analitik Terazi, 

(Ohaus AV812- 

Türkiye) 

 Sanger dizileme 

cihazı, (ABI 

3730XL,Seqgen-

Amerika) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Hassas Terazi, 

(CP2250, 

Sartorius-

Türkiye) 

 Vorteks, (TTS 2-

Yellowline 

Jeiotech-Kore) 

 Mc Farland 

Densitometre, 

(DEN 1B-

Biosan-Letonya) 

 Rota Evaporatör, 

(Heidolph-

Almanya) 

 Vakumlu 

Santrifüj 

Evaporatör 

(Labconco 

Centrivap-

Amerika) 
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3.2. Yöntemler 

3.2.1. Toprak örneklerinin toplanması  

Aktinomiset izolasyonunda kullanılan toprak örnekleri Türkiye‟nin Çanakkale-Gelibolu 

ilindeki orman bölgelerinden toplanmıĢtır.  Örnekleme Aktinomisetlerin çevresel istekleri göz 

önüne alınarak organik maddece zengin, nemli ve verimi bölgelerden yapılmıĢtır. Toprak 

örnekleri yerin 10-15 cm altından alınıp, steril polietilen naylon torbalar içinde laboratuvara 

getirilmiĢ ve örnekler hemen çalıĢmaya alınmıĢtır. 

3.2.2. Toprak dilüsyon yöntemi ve izolasyon    

Alınan her toprak örneğinden 10 g tartılmıĢtır ve üzerlerine 20 mL % 0,9‟luk NaCl 

çözeltisi eklenip 5 dakika boyunca karıĢtırılmıĢtır. Toprağın dibe çökmesi için 5 dakika 

bekletilip steril kapaklı tüplere örneğin (toprağın) süpernatant (sıvı) kısımları süzdürülmüĢtür. 

Böylece toprağın içerisinde bulunan daha ağır maddeler dibe çökerken, süpernatant yani sulu 

kısımda izolasyonu yapılacak mikroorganizmalar kalmıĢtır. Süzdürülen örneklerden 1 mL 

alınıp 10
-5

‟e kadar 9 mL distile sulu tüpler içerisinde dilüsyon (sulandırma) yapılmıĢtır. Her 

dilüsyon tüpünden 100 µL alınıp önceden hazırlanmıĢ Aktinomiset izolasyon besiyerlerine 3 

paralel Ģekilde tek koloni için çizgi ekim yapılmıĢtır. Kültürler 37°C sıcaklıkta 3-5 gün kadar 

inkübe edilmiĢtir (Yen, Hsiao ve Chen, 2013).  Ġnkübasyon sonrasında oluĢan farklı koloniler 

tespit edilmiĢ ve çizgi ekim iĢlemine devam edilerek saflaĢtırılmıĢtır. Ġzolasyonu yapılan 

bakteriler diğer deney basamaklarında kullanılmak üzere MHA ve TSA besiyerlerine 

ekilmiĢtir.  

3.2.3. Bakterilerin tanımlanması  

3.2.3.1. Morfolojik tanımlama 

Bakteri izolatları temiz lam üzerine çekilmiĢ, Gram boyama metodu uygulanarak saflık 

ve morfolojik tayinleri yapılmıĢtır. Lam üzerindeki izolatlar sırayla önce kristal viyole boyası 

ile 60-90 sn, lugol (Gram iyodin) boyası ile 60-90 sn, etanol ile 10-30 sn ve safranin boyası 

ile 60 sn kadar muamele edilmiĢtir her iĢlem arasında distile su ile yıkanmıĢlardır ve 

kurumaya bırakılmıĢtır. Lamlar kuruduktan sonra ıĢık mikroskobu altında görüntüler 25x, 40x 

ve 100x objektifle büyültülerek kolonilerin morfolojik yapıları incelenmiĢtir.  
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3.2.3.2. Biyokimyasal tanımlama 

 3.2.3.2.1. Katalaz testi  

MHB besiyerine hazırlanmıĢ izolatlar temiz lam üzerine 1 mL damlatılarak üzerine 1 

damla %3‟lük H2O2 eklenmiĢtir. Oksijen kabarcığı oluĢturan kültürler pozitif, aynı Ģekilde 

kalıp reaksiyona girmeyenler ise negatif olarak tanımlanmıĢ ve sonuçlar bu bilgiye göre 

değerlendirilmiĢtir. Deneyler 3 tekrarlı Ģekilde yapılmıĢtır. 

3.2.3.2.2. API biyokimyasal tanımlama yöntemi 

Testte BioMeriéux markalı API 20 Strep kiti kullanılmıĢtır. API 20 Strep, geniĢ 

kapasiteye sahip 20 kimyasal testi kombine eden standartlaĢtırılmıĢ bir metodudur. API 20 

Strep stribi, Ģekerlerin enzimatik aktivitesi ya da fermentasyonunun belirlenmesi için 

dehidrate substratlar içeren 20 mikrotüpten oluĢmaktadır. Test edilen Ģekerlerin isimleri 

Çizelge 3.2„de verilmiĢtir. Enzimatik testler, enzimatik substratları yeniden hidrate etmek için 

kullanılan saf bir kültürden yapılmıĢ yoğun bir organizma süspansiyonu ile inoküle edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon periyodu sırasında ortaya çıkan metabolik son ürünler spontan olarak ya da 

reaktiflerin eklenmesiyle ortaya çıkan renk değiĢiklikleri kaydedilmiĢtir. Reaksiyonlar, okuma 

tablosu'na göre okunur ve tanımlama, analitik profil indeksin bilgisayar tanımlama programı 

kullanılarak elde edilmiĢtir. 

Testi yapılacak olan izolalar katı besiyerinde geliĢtirilip, kit içeriğinde bulunan 2 mL‟lik API 

Süspansiyon Medium ortamına aktarılmıĢtır. Süspansiyon vorteks mikserde homojenize 

edilip, kültür McFarland 4‟e (1.2x10
9
 KOB/mL) ayarlanmıĢtır. Kültürler test stribinde bulunan 

VP (Sodyum Piruvat), HIP (Hippurik Asit),  ESC (Eskulin - Ferrik Sitrat), PYRA 

(Piroglutamik asit - ß-naftilamit), αGAL (6-bromo-2-naftil- αD-galaktopiranosit), ßGUR 

(naftol asbiglukuronik asit), ßGAL (2-nafthilßD- galaktopiranozit), PAL (2-naftil fosfat),  

LAP (L-lösin-ß-naftilamit), ADH (L-arjinin), RIB  (D-riboz), ARA (L-arabinoz), MAN (D-

mannitol), SOR (D-sorbitol), LAC (D-laktoz), TRE (D-trehaloz), INU (Ġnulin), RAF (D-

rafinoz), AMD (NiĢasta), GLYG (Glikojen) kuyucuklarına inokülasyon yapıldıktan sonra 

mineral yağ ile kaplanmıĢtır (Görsel 3.1) Testlerin içeriği ve enzim aktiviteleri Çizelge 

3.2‟deki gibidir.  Ġnokülasyon iĢlemi bitmiĢ olan stripler, test sisteminde yer alan özel 

kutularına yerleĢtirilerek 37°C‟lik etüvde 24- 48 saat bekletilmiĢ, bu sürenin sonunda sonuçlar 

değerlendirilmiĢtir. Ġnkübasyon sırasında, metabolizma sonucu spontan olarak ya da 

reaktiflerin eklenmesiyle renk değiĢimi oluĢmaktadır. Ġnkübasyon sonunda kit üzerinde 

kuyucukların renk değiĢimlerine göre sonuçlar +/- (var/yok) Ģeklinde değerlendirilmiĢitir 

(Görsel 3.2). Deneyler 3 tekrarlı Ģekilde yapılmıĢtır 
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Çizelge 3.2. API 20 Strep kit çubuğu üzerindeki testler, testlerin içeriği ve enzim aktiviteleri 

API 20 Strep Kit Çubuğu 

Üzerindeki Test 

Testin içeriği  Enzim aktivitesi 

VP Sodyum Piruvat Asetoin üretimi 

(Voges Proskauer) 

HIP Hippurik Asit  Hidroliz  

ESC Eskulin  

Ferrik Sitrat 

ß-glukozidaz hidrolizi 

PYRA Piroglutamik asit  

ß-naftilamit 

Pirolidonil Arilamidaz 

αGAL 6-bromo-2-naftil- 

αD-galaktopiranosit 

α-Galaktozidaz 

ßGUR naftol asbiglukuronik asit ß-Glukuronidaz 

ßGAL 2-nafthilßD- 

galaktopiranozit 

ß-Galaktozidaz 

PAL 2-naftil fosfat Alkalin fosfotaz 

LAP L-lösin-ß-naftilamit Lösin Aminopeptidaz 

ADH L-arjinin Arjinin Dihidrolaz 

RIB D-riboz Asidifikasyon  

ARA L-arabinoz Asidifikasyon  

MAN D-mannitol Asidifikasyon  

SOR D-sorbitol Asidifikasyon  

LAC D-laktoz Asidifikasyon  

TRE D-trehaloz Asidifikasyon  

INU Ġnulin Asidifikasyon  

RAF D-rafinoz Asidifikasyon  

AMD NiĢasta Asidifikasyon  

GLYG Glikojen Asidifikasyon  
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Görsel 3.1. API 20 Strep negatif test kiti* 

* Ġnokülasyon öncesi kitin görünümü ve (-) reaksiyon görüntüsü 

 

 

Görsel 3.2. API 20 Strep pozitif test kiti* 

*Ġnokülasyon sonrası  (+) reaksiyon görüntüsü 

3.2.3.3. Moleküler tanımlama  

16s rRNA gen sekanslama mikroorganizmlar arasında filogenetik sınıflandırma yapmak 

için kullanılır (Stackebrandt,  Rainey ve Rainey, 1997). 1550 baz çifti uzunluğundaki 16s 

rRNA gen sekanslama farklı ve korunmuĢ bölgelerdedir.  

 Ġzolatların moleküler tanımlamaları Ankara‟da bulunan BM Laboratuvarı (BM 

Yazılım DanıĢmanlık Ve Laboratuvar Sistemleri) kapsamında yapılmıĢtır. Topraklatan izole 

edilen bakteri izolatları MHA besiyerlerine ekilip, geliĢtirildikten sonra iyi koloniler 

seçilmiĢtir. Hücrelerden DNA izolasyonu üreticinin direktifleri doğrultusunda hazır kit ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. DNA izolasyon iĢlemi Eurex Bakteri DNA izolasyon kiti (Cat.no.E3580) 

protokolüne uygun yapılmıĢtır. Deney aĢamasında eklenen tüm solüsyonlar kit içeriğinde 

bulunan solüsyonlardır. Bu solüsyonlar ile DNA‟nın tüpler içine özel olarak yerleĢtirilen 

matriks tabakasına tutunması sağlamaktadır. Aynı aĢamada DNA haricindeki moleküller 

matrikse tutunamadığı için ortamdan uzaklaĢır ve DNA izolasyonu gerçekleĢtirilir. 

Ticari kit prensibine göre, seçilen koloni tüp içerisinde lizis BG solüsyonunun 200 µLsi 

ile karıĢtırılmıĢtır. Üzerlerine 50 µL tampon BL ve 2 µL RNAz A solüsyonu eklenip 3 saniye 

vortekslenmiĢtir. KarıĢtırma iĢleminden sonra 15 dakika 37°C‟de inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyondan sonra üzerlerine 15 µL proteinaz K solüsyonu eklenip yine 3 saniye 

vortekslenmiĢtir. KarıĢtırma iĢleminden sonra 30 dakika 55°C‟de inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyondan sonra üzerlerine 350 µL BG solüsyonu eklenip yine 3 saniye vortekslenmiĢtir. 

KarıĢtırma iĢleminden sonra 5 dakika 55°C‟de inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyondan sonra tüp 15 

saniye vortekslenmiĢtir. Daha sonra, 11,000 rpm‟de 2 dakika boyunca santrifüjlenmiĢtir. 
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Santrifüj iĢleminin ardından tüpteki supernatant kısmından 600 µL alınarak kit içeriğinde 

bulunan DNA binding spin-column (DNA bağlayıcı çöktürücü kolon) tüp sistemine 

aktarılmıĢtır. Ve tüp 11,000 rpm‟de 1 dakika boyunca santrifüjlenmiĢtir. Tüp sisteminin 

altında bulunan parça tüp atılıp, üstünde kalan parçanın içerisindeki karıĢım yeni bir DNA 

binding spin-column tüp sistemine aktarılıp 11,000 rpm‟de 1 dakika boyunca 

santrifüjlenmiĢtir. Tüp sisteminin altındaki parça yine atılıp, üstteki tüp içeriği yeni DNA 

binding spin-column sistemine aktarılmıĢtır. Yeni tüpün üzerine 450 µL yıkama BGX tampon 

eklenip, 11,000 rpm‟de 1 dakika boyunca santrifüjlenmiĢtir. Tüp sisteminin altındaki parça 

yine atılıp, üstteki tüp içeriği yeni DNA binding spin-column sistemine aktarılmıĢtır. Aktarma 

iĢleminden sonra 11,000 rpm‟de 1 dakika boyunca santrifüjlenmiĢtir ve tüp içeriğindeki 

yıkama BGX tamponu dökülerek uzaklaĢtırılmıĢtır. KarıĢım yeni ve steril bir tüpe aktarılarak 

üzerine 50-100 µL yıkama tamponu eklenip, DNA bağlarının elüsyonu sağlanmıĢtır. 

Elde edilen mikroorganizma DNA‟larından PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yöntemi ile 

hedeflenen DNA bölgesi çoğaltılır. DNA replikasyonu PCR amplifikasyonuna dayanan bir 

iĢlemdir. Replikasyon sırasında, DNA molekülünün çift sarmal yapısı çözülerek açılır ve her 

iplik, yeni bir tamamlayıcı ipliğin sentezi için kalıp olur. Her yavru molekül bir eski bir de 

yeni DNA ipliğinden oluĢur ve ana molekülün birebir kopyasıdır. ÇalıĢmada, 27F/1492R 

üniversal primer seti kullanılmıĢtır. 16S rRNA geni yaklaĢık 1450 baz çifti uzunluğundaki bir 

bölgesi PCR ile çoğaltılmıĢtır. PCR iĢlemi Solis Biodyne FIREPol® DNA Polymerase Taq 

polimeraz enzimiyle gerçekleĢtirilmiĢtir. KullanılmıĢ primer adları ve dizileri Çizelge 3.3‟te 

verilmiĢtir. Kullanılan PCR reaksiyon bileĢenleri ve döngü programı Çizelge 3.4 ve 3.5‟da 

verilmiĢtir. 

Çizelge 3.3. Moleküler tanımlamada kullanılan gen bölgeleri dizileri 

 

Primer Adı 

 

Dizisi (5’->3’) 

 

27F 

 

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

 

1492R 

 

TACGGYTACCTTGTTACGACTT 
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Çizelge 3.4. PCR’da kullanılan bileşenler (Kit içeriği) 

 

Çizelge 3.5. PCR döngü programı 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elde edilen PCR ürünleri 1xTAE tampon ile hazırlanan %1 agaroz jelde 100 volt 

akımda 80 dakika elektroforezde yürütülmüĢtür ve etidyum bromid boyası kullanılarak UV 

ıĢığında görüntüsü alınmıĢtır. PCR ürünü saflaĢtırma için, normal tek bant örnekler için 

ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent saflaĢtırma enzimi kullanılıp, kitin 

prosedürlerine uyarak saflaĢtırılmıĢtır.  PCR ürünleri saflaĢtırma iĢleminden sonra PCR 

ürünleri,  ilgili ileri ve geri yönlü primeriyle karıĢtırılarak çift yönlü dizi analizine yapılmıĢtır. 

Analizler Sanger dizileme cihazı ve Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kiti 

(Applied Biosystems)  ile çift yönlü olarak yapılmıĢtır. Elde edilen çift yönlü DNA dizi analiz 

sonuçları için hizalama iĢleminden sonra BLAST analizi yapılarak NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov)‟da tür tanımlaması gerçekleĢtirilmiĢtir (Rintala vd., 2001; Singh vd., 

2009). 

 

 Bileşen 
Stok Konsantrasyon 

Reaksiyon 

Konsantrasyonu 
Hacim (µL) 

PCR Tampon (Solis Biodyne) 10X 1X 3,5 

MgCl2 (Solis Biodyne) 25mM 2,0 mM 2,8 

dNTP KarıĢımı (Solis Biodyne) 20 mM 0,2 mM 0,35 

Primer- 27F 10 µM 0,5 µM 1,75 

Primer- 1492R 10 µM 0,5 µM 1,75 

Taq DNA Polimeraz (Solis 

Biodyne) 
5U/ µl 2 U 0,40 

PCR saf su   22,45 

DNA 2 

Sıcaklık (°C) Süre Döngü 

95 5 dk. 1 

95 40 sn.  

35 56 40 sn. 

72 60 sn. 

72 5 dk. 1 

8 ∞ 
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3.2.4. Antibiyotik dirençliliklerinin belirlenmesi 

3.2.4.1. Disk difüzyon yöntemi 

Antibiyotik dirençliliği N.C.C.L.S. standartlarındaki kurallara göre disk difüzyon 

yöntemi ile belirlenmiĢtir (Clark, Jacobs ve Appelbaum, 1998). Tanımlaması yapılan 

mikroorganizma kültürlerinin, antibiyotik duyarlılıklarını belirlemek için antibiyotik diskler 

kullanılmıĢtır. Kullanılan antibiyotik diskler; AmC-30 (amoksilin+klavulanik asit 30/10 µg), 

SAM-20 (amfisillin + sülbaktam 10/10 µg), IPM-10 (imipenem 10 µg), TEC-30 (teiokoplanin 

30 µg), B (basitrasin 0,004 µg) ve OFX-10 (tarivid+ofloksasin 10 µg). Ayrıca saf, standart 

antibiyotiklerden amfisilin (2500 µg), kloramfenikol (2500 µg) ve amoksisilin (2500 µg) 

%5‟lik DMSOda çözdürüldükten sonra 10 µL‟si 6 mm‟lik kağıt disklere emdirilip kontrol 

amaçlı kullanılmıĢtır. Bakteri izolatları McFarland 0,5 standartına göre hazırlanıp, 

mililitredeki mikroorganizma sayısı 10
8
‟e ayarlanmıĢ ve 200 µL alınıp MHA besiyeri üzerine 

yayma ekim yapılmıĢtır. Agar yüzeyi kuruduktan sonra steril pens yardımı ile antibiyotik 

diskler agar üzerine yerleĢtirilmiĢtir. 24 saat, 37 ºC‟de inkübasyondan sonra, antibiyotik 

diskleri etrafında oluĢan inhibisyon zon çapları ölçülmüĢtür. (Mayrhofer vd., 2010). Deneyler 

3 tekrarlı Ģekilde yapılmıĢtır ve aritmetik ortalamaları verilmiĢtir.  

3.2.4.2. Minimum İnhibitör Konsantrasyonunun (MİK) Belirlenmesi 

Sıvı mikrodilüsyon yöntemi ile mikroorganizma izolatlarının C.L.S.I. standartlarına göre 

minimum inhibitör konsantrasyonu (MĠK)  belirlenir (CLSI, 2009). Ampisilin, amoksisilin ve 

kloramfenikol antibiyotikleri için 96 kuyucuklu “U” tipi mikroplakalarda bir seri dilüsyon 

yapılmıĢtır. (156,25, 78,125, 39,062, 19,53, 9,75 4,88 µg/mL) Bakteri izolatları MHB sıvı 

besiyerinde içerisinde Mc Farland 0,5 standartına göre hazırlanarak mililitredeki 

mikroorganizma sayısı 10
8
‟e ayarlanmıĢtır. 96‟lık plakada antibiyotik serilerinin üzerine 100 µL 

bakteri izolatları aktarılmıĢ ve 24 saat 37°C sıcaklıkta inkübe edilmiĢlerdir. Kontrol grubu 

olarak ise MHB besiyeri ayrıca mikroorganizmalar için de büyüme kontrol grupları en az 3 

paralel Ģeklinde 96 ‟lık plakaya aktarılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrasında kuyucuklara 20 µL 

resazürin boyası eklenerek, 4 saat daha inkübe edildi. 4 saat sonunda kuyucuklardaki renk 

değiĢimlerine göre sonuçlar yorumlanmıĢtır. Deneyler 3 tekrarlı Ģekilde yapılmıĢtır ve 

aritmetik ortalamaları verilmiĢtir.  
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3.2.5. İzole edilen toprak kaynaklı bakteri kültürünün krom (Cr) toleransının 

belirlenmesi 

Krom (Cr) toleransının tespiti için önce agar dilüsyon tekniği kullanılmıĢtır. PYE agar, 

potasyum kromat (K₂CrO₄) ve krom klorit (CrCl3) tuzlarının farklı konstrasyonları (100, 75, 

50, 25, 12,5 mg/100 mL)  eklenerek hazırlanmıĢtır (Poornima vd., 2010). Hazırlanan 

besiyerleri üzerine 50 µL bakteri izolatlarından yayma ekim yapılıp, 37°C‟de 96 saat inkübe 

edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda agar yüzeyinde oluĢan bakteri kolonileri sayılmıĢtır.  

Krom toleransının tespiti için aynı zamanda, mikrodilüsyon yöntemi ile de deneme 

yapılmıĢtır. 96 kuyucuklu “U” tipi mikroplakalarda 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,562 mg/100 mL 

Ģeklinde hazırlanmıĢ potasyum kromat ve krom klorit tuzlarının seri dilüsyonlarına, MHB sıvı 

besiyerinde içerisinde Mc Farland 0,5 (10
8 

KOB/mL) ayarlanmıĢ bakteri izolatından 100 µL 

aktarılıp, 37°C‟de, 24 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda, her konsantrasyon 

kuyucuğundan 150 µL‟Ģer alınarak MHA besiyerine yayma ekim yapılıp, 37°C‟de, 96 saat 

inkübe edilmiĢlerdir. Ġnkübasyondan sonra, besiyeri yüzeyinde oluĢan koloniler sayılmıĢtır. 

Deneyler 3 tekrarlı Ģekilde yapılmıĢtır ve aritmetik ortalamaları verilmiĢtir.  

3.2.6. Biyoaktif sekonder metabolit üretimi ve ekstraskiyonu 

Aktinomiset izolatlarından biyoaktif sekonder metabolit üretimi için 1 L‟lik Erlen 

Mayer ĢiĢeleri içerisinde fermantasyon ortamı hazırlanmıĢtır (Zhao vd., 2013).  Böylece 

bakterilerin sekonder metabolit üretimi için gerekli karbon, azot ve tuz gereksinimleri 

fermantasyon ortamı içeriğindeki bileĢenler sağlanmıĢtır. Hazırlanan besiyerine 2 öze dolusu 

bakteri izolatı inoküle edilip 37 °C‟de 7-8 gün inkübe edilmiĢtir. Bu iĢlem en az 6 tane 1 L‟lik 

Erlen ĢiĢelerinde 2-3 paralel Ģeklinde yapılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda kültürler Whatmann 

No:1 kağıdından filtre edilip, temiz Erlen Mayer ĢiĢeleri içerisine aktatılmıĢtır. Elde edilen 

fermantasyon sıvılarının üzerine 1:1 oranında etil asetat eklenerek 3 kez ekstrakte edilmiĢtir. 

Ayırma hunisi yardımı ile organik (üst) faz alınarak rota evaparatörde 37°C sıcaklıkta, 80 

rpm‟de ve 187- 230 mbar vakum altında etil asetat uçurularak ham metabolit ekstre eldesi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Rota evaporatör dibine yapıĢan ekstreler de etil asetat eklenerek 

sonikatörde çözdürüldükten sonra vakumlu santrifüj ile uçurma iĢlemi tamamlanmıĢtır 

(Görsel 3.3). Elde edilen ekstreler tarama testlerinde kullanılmak üzere -20°C‟de 

saklanmıĢtır.   
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a)  b)  

c)  d)  

e)  

    Görsel 3.3.  a) Fermantasyon sıvısından organik fazı ayrıma işlemi; b) Rota evaporatör ile organik fazın 

uçurulması; c) Uçurma işlemi sonrası balon dibinde kalan ekstreler; d) Balon dibine yapışan 

ekstrelerin sonikatörde etil asetat eklenerek çözdürülmesi; e) Balonda artık kalan ekstrelerin 

çözdürülmesinde kullanılan etil asetatın tekrardan uçurulması için kullanılan vakumlu santrifüj 

cihazı 
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3.2.7. Metabolit ekstrenin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi 

Ekstrelerin antimikrobiyal aktivitesi 0-2500 µg/mL (2500, 1250, 625, 312,5, 156,25, 

78,125, 39,0625, 19,531, 9,765, 4,882, 2,441, 1,220, 0,610 µg/mL) değerleri arasındaki 

konsantrasyonlar ile test edilmiĢtir. Elde edilmiĢ biyoaktif ham ekstre uygun hacimde 

DMSO‟da çözdürüldükten sonra maddenin antimikrobiyal gücü minimum inhibisyon 

konsantrasyonu (MĠK) belirlenmiĢtir (Cappuccino ve Sherman, 2004). Organizmalarına karĢı 

üremeyi durduran en küçük konsantrasyon üretilen biyoaktif metabolitin MĠK değeri olarak 

kabul edilmiĢtir (Kavitha vd., 2010). Kullanılan test mikroorganizmaları; Staphylococcus 

aureus ATCC 29213, Eschericia coli ATCC 35218, Klebsiealla pneumonia ATCC 700603, 

Bacillus subtilis NRRL B478, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Streptococcus 

pyogenes ATCC 13615, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Candida albicans ATCC 

90028 ve Candida krusei ATCC 6258 ‟dir. Mikroorganizma sayısı bakteriler için MHB, maya 

kültürleri için ise SDB içerisinde Mc Farland 0,5 (10
8 

KOB/mL) standartına göre 

ayarlanmıĢtır. 96 kuyucuklu plakalarda; bakteriyel ekstrenin seri konsantrasyonlarının 

bulunduğu kuyucukların üzerine 100 µL mikroorganizma inoküle edilmiĢtir. Plakalar 24 saat, 

37°C sıcaklıkta inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonucunda kuyucuklara 20 µL 

resazürin boyası eklenip 4 saat daha inkübe edilmiĢlerdir. Sonuçlar oluĢan renk değiĢimlerine 

göre değerlendirilmiĢtir. Bu deneyde pozitif kontrol grubu olarak kullanılan antibiyotikler, 

bakteriler için kloramfenikol ve mayalar için ise ketokonazol Ģeklindedir. Konsantrasyonları, 

2500, 1250, 625, 312,5, 156,25, 78,125, 39,0625, 19,531, 9,765, 4,882, 2,441, 1,220, 0,610 

µg/mL Ģeklinde ayarlanmıĢtır. Negatif kontrol grubu olarak ise MHB ve SDB besiyeri ayrıca 

mikroorganizmalar için de büyüme kontrol grupları en az 3 paralel Ģeklinde 96 ‟lık plakaya 

aktarılmıĢtır. Ayrıca, deneyde kullanılan standart mikroorganizmaların seçilen standart 

antibiyotiklerle gösterdiği MĠK değererleri literatür taramalarında tespit edilip, deneyin kalite 

kontrolü amacı literatürdeki konsantrasyonlarıyla da deneme yapılmıĢtır. Bu konsantrasyon 

aralıkları bakterilere karĢı kullanılan kloramfenikol için 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,562, 

0,781, 0,390, 0,195 µg/mL Ģeklinde ve mayalara karĢı kullanılan ketokonazole karĢı 50, 25, 

12,5, 6,25, 3,125, 1,562, 0,781, 0,390, 0,195 µg/mL Ģeklindedir. Deneyler 3 tekrarlı Ģekilde 

yapılmıĢtır ve aritmetik ortalamaları verilmiĢtir.  

3.2.8. Metabolit ekstrenin antibiyofilm aktivitesinin belirlenmesi  

Biyofilm yüzeye bağlı mikrobiyal hücrelerin toplanmasıyla oluĢan bir tabakadır. 

Biyofilm oluĢturan mikroorganizmalar, antimikrobiyal maddelere diğer mikroorganizmalara 

göre daha dayanıklıdır (Branda vd., 2001; Schlag vd., 2007). Bakteriyel ekstrenin 
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antibiyofilm aktivitesi minimum biyofilm eradikasyon kosantrasyonu (MBEK) yöntemi ile 

belirlenmiĢtir. Biyofilm oluĢturan mikroorganizmalar; Staphylococcus aureus ATCC 29213,  

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Candida albicans ATCC 90028 Mc Farland 0,5 

(10
8 

KOB/mL) hazırlanıp uygun besiyerlerine (bakterier için TSB, maya için SDB) inoküle 

edilmiĢtir.  Mikroorganizma kültürlerinden 200 µL alınıp, 96‟lık plakanın kuyucuklarına 

aktarılır ve biyofilm oluĢturmaları için 48 saat, 37°C sıcaklıkta inkübe edilmiĢlerdir.  

Ġnkübasyondan sonra kuyucuklardaki besiyerleri alınıp, kuyucuklar 2-3 kez FTS solüsyonu ile 

yıkanmıĢtır. Ekstre için bir seri dilüsyon (1250, 625, 312, 156 and 78 µg/mL) yapılmıĢtır.  

Daha sonra,  kuyucuklara 100  µL ekstrelerden ve 100  µL de besiyerlerinden eklenip plaka 

24 saat 37 °C sıcaklıkta inkübe edilmiĢlerdir. Ġnkübasyon sonrasında kuyucuklar boĢaltılıp 

FTS ile yıkandıktan sonra, 20 µL resazürin boyası eklenip 15 dakika oda sıcaklığında 

bekletilir ve inkübasyondan sonra renk değiĢimlerine göre sonuçlar değerlendirilmiĢtir (Cruz, 

Shah ve Tammela, 2018; Chaieb vd., 2011; Teanpaisan vd., 2017) Deneyler 3 tekrarlı Ģekilde 

yapılmıĢtır ve aritmetik ortalamaları verilmiĢtir.  

3.2.9. Metabolit ekstrenin brine shrimp sitotoksisite testi 

Brine shrimp sitotoksisite, LC50 test yöntemi eski olmakla beraber halen geçerli olan bir 

yöntemdir. Deney, Artemia salina larvaları ile yapılmıĢtır (Meyer, 1982). Ticari olarak 

satılan Artemia salina kistlerinden 30 g, içinde 500 mL saf su bulunan akvaryum içinde ve 

37°C sıcaklıkta 48-52 saat inkübe edilmiĢtir. Kistlerinin açılıp larva formu oluĢtuktan sonra 

deneye geçilmiĢtir. Artemia salina kist ve larvaları Görsel 3.4’deki gibidir. Ekstrelerin 2500, 

1250, 625, 312 ve156 µg/mL konsantrasyonları hazırlanmıĢtır. 96‟lık plakadaki her bir 

kuyucuğa 100 µL deniz suyu içerisinde 10‟ar adet larva ve yine 100 µL ekstre dilüsyonları 

sırasıyla aktarılmıĢtır. Plakalar 37 °C „de 24 saat su banyosunda inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonunda kuyucuklardaki canlı Artemia salina larvaları sayılmıĢtır (Solis vd., 

1993). Deneyler 3 tekrarlı Ģekilde yapılmıĢtır ve aritmetik ortalamaları verilmiĢtir.  
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a)  b)  

Görsel 3.4. a) Artemia salina kist görüntüleri; b) Artemia salina larva görüntüleri  
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1. Topraktan Aktinomiset İzolasyonu Ve Morfolojik Tanımlama Sonuçları 

Türkiye‟nin Çanakkale–Gelibolu ilinde ormanlık bölgelerden toplanan toprak 

örneklerinden 25 kültüreedilebilir saf Aktinomiset izolatları elde edilmiĢtir. Denemelere 

alınan ve tanımlaması yapılan izolatların morfolojik tanımlamaları için uygulanan Gram 

boyama sonrası mikroskop görüntüleri Görsel 4.1’deki gibidir. Mikroskop altında incelenen 

hücreler, Gram boyamadan sonra mor-mavi renkte, dallanmıĢ, uzun filamentli ve V-Ģekilli açı 

Ģeklinde organize olmuĢ hücre yığınları halinde gözlemlenmiĢlerdir. Petri Plaklarındaki 

koloni özelliklerine bakıldığında gri-beyaz renkte, iri ve parlak koloni formunda 

gözlemlenmiĢtir (Görsel 4.2).  

a)  b)  

c)  

Görsel 4.1. a), b), c) Aktinomiset izolatlarının Gram boyama sonrası ışık mikroskobu altındaki görüntüleri 

 

Görsel 4.2. Aktinomiset izolatlarının Petri Plağındaki koloni morfolojileri 
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4.2. Biyokimyasal Test Sonuçları 

Katalaz enzimi aerobik bakterilerde olup, ortamdaki hidrojen peroksitin su ve oksijene 

parçalanmasını sağlamaktadır. Yapılan katalaz testinde tüm izolatların katalaz pozitif olduğu 

gözlemlenmiĢtir. Yani, lam üzerine aktarılan izolata damlatılan %3‟lük H2O2 „nin bakteri 

kolonileriyle reaksiyona girerek hava kabarcığı oluĢturması katalaz pozitif sonucunu 

vermektedir.  

API 20 Strep stribi, Ģekerlerin enzimatik aktivitesinin belirlenmesi için kullanılmaktadır. 

Yapılan test sonucu, bakteri izolatlarının verdiği enzimatik aktivite sonuçları Görsel 4.3 ve 

4.4„deki gibidir. 

 

Görsel 4.3. API 20 Strep enzimatik aktivite sonuçları  

 

Görsel 4.4. API 20 Strep enzimatik aktivitesinin renk değişim sonuçları 

API 20 Strep sonuçlarına göre, Aktinomiset izolatlarının kit çubuğu üzerinde bulunan 

HIP, ESC ve ADH içerikli mikrotüplerle pozitif reaksiyon verdiği gözlemlenmiĢtir. Bu 

sonuca göre izolatların, hippurik asit hidrolizisi yaparak fenolik maddeleri kullandığını, 

esculini karbon enerji kaynağı olarak kullandığını ve arjinin dihidrolaz aktivitesi ile bakteri 

izolatlarının karbon enerji kaynağı olarak arjinini kullandığı yorumu yapılabilir.  
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4.3. Moleküler Tanımlama Sonuçları 

Aktinomiset izolatlarının tanımlanmasında 16s rRNA gen bölgeleri kullanılmıĢtır. Dizi 

analizi sonuçları „www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/web‟ adresinden BLAST programı ile 

veritabanındaki 16s rRNA dizileri karĢılaĢtırılmıĢtır. Ġzole edilen türlerin dizi analizi 

kromatogramları, nükleotid dizilimi Şekil 4.5, 4.6 ve 4.7‟de verilmiĢtir. 

 

Şekil 4.5. İzolatların 27F dizi analiz kromatogramı 

 

Şekil 4.6. İzolatların 1492R dizi analiz kromatogramı 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/web
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Şekil 4.7. İzolatların nükleotid dizisi 

Dizi analizinden elde edilen sonuçlar, BLAST programı kullanılarak diğer türlerle olan 

maksimum yakınlık dereceleri belirlenmiĢtir. Aktinomiset izolatlarının Brevibacterium spp. 

ve Brevibacterium frigoritolerans türleri ile %99 oranında benzerlik gösterdiği saptanmıĢtır.  

Bazı kaynaklarda Corynebacterium olarak adlandırılan Brevibacterium cinsinin 

taksonomik sınıflandırılma Ģeması; 

        Alem: Bacteria 

   Filum: Actinobacteria (Actinomycetes) 

      Order: Actinomycetales  

         Suborder: Micrococcineae  

             Familya: Brevibacteriaceae  

                   Cins: Brevibacterium (Breed., 1953)      

Brevibacterium cinsi, Actinomycetes filumunun önemli özelliklere sahip ve çok yaygın 

olmayan üyelerindendir. Brevibacterium cinsi 1953 yılında ilk kez Breed tarafından 

tanımlanmıĢtır. Cins üyeleri Gram pozitif, aerobik ve kemo-organotrofik özelliklere sahiptir. 

Kompleks ortamlarda geliĢmeleri esnasında, çubuk-kok döngüsü oluĢturmaktadır; taze 

kültürde (1-3 günlük) çubuk, daha eski kültürde (3-7 günlük) ise kok Ģeklinde morfolojiye 

sahiptirler. Hücreler çeĢitli oranlarda boylara sahipken, geniĢlikleri 0,6-1 µm‟dir. Toplu hücre 

organizasyonları V Ģeklinde açılar ile bir araya gelmektedirler. Brevibacterium‟lar hareketsiz 

yapıda olup endospor da oluĢturmamaktadırlar. GeliĢmeleri için gerekli optimum koĢullar, 

37°C sıcaklık ve nötral pH olmalıdır. Tüm türleri çok yüksek NaCl konsantrasyonlarına tolere 

edebilmektedir (Onraedt, Soetaert ve Vandamme, 2005). Endüstriyel ve farmasötik 

özellikleri, enzim, aroma, pigment (karotenoid), amino asit ve antimikrobiyal madde üretimi 

Ģeklindedir.  
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4.4. İzolatın Antibiyotik Dirençliliği Sonuçları 

Brevibacterium spp.‟nin antibiyotik direçliliğinin belirlenmesi için disk difüzyon 

yönteminde; AmC-30 (amoksilin+klavulanik asit 30/10 µg), SAM-20 (amfisillin+sülbaktam 

10/10 µg), IPM-10 (imipenem 10 µg), TEC-30 (teiokoplanin 30 µg), B-0,04 (basitrasin-0,04 

µg) ve OFX-10 (tarivid+ofloksasin 10 µg). 6 mm çaplı antibiyotik disklerine ek olarak 

antibiyotiklerden amfisilin (2500 µg), kloramfenikol (2500 µg) ve amoksisilin (2500 µg) gibi 

antibiyotikler de kullanılmıĢtır. Yayma ekim yöntemi ile MHA besiyeri üzerine ekilen bakteri 

izolatlarının üzerine yerleĢtirilen disklerin inkübasyondan sonra oluĢturdukları inhibisyon 

zonları Görsel 4.8„deki gibidir.  

a)  b)  c)  

d)  e)    f)  

g)   h)   ı)  

Görsel 4.8. Sırasıyla, a) Amoksisilin; b) Kloramfenikol; c) Amfisilin; d) OFX-10; e) AmC-30; f) TEC-30;              

g) Sam-20;  h) IPM-10; ı) B-0,04 antibiyotik disklerinin inhibisyon zon görüntüleri 

Ġnkübasyondan sonra oluĢan inhibisyon zonları cetvel ile ölçülmüĢtür. Sonuçlar Çizelge 

4.1‟deki gibidir. Brevibacterium spp. izolatları en yüksek hassasiyeti IPM-10 (imipenem 10 

µg)‟a karĢı gösterirken diğer antibiyotik diskleri de etkili olmuĢtur.  
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Çizelge 4.1. Brevibacterium spp. izolatlarının disk difüzyon yöntemi ile belirlenen inhibisyon zon çapları (mm) 

Standart antibiyotik diskleri  Brevibacterium spp. inhibisyon zon çapları  (mm) 

AmC-30 19 

SAM-20 16 

IPM-10 20 

TEC-30 8 

OFX-10 12 

B-0,04 0 

Amfisilin 20 

Kloramfenikol 18 

Amoksisilin  19 

 

Brevibacterium spp.‟nin antibiyotik direçliliklerinin belirlenmesi için amfisilin, 

kloramfenikol ve amoksisilin antibiyotiklerinin 156,25, 78,125, 39,062, 19,53, 9,75 4,88 

µg/mL kosantrasyonlarında minimum inhibitör konsantrasyonu belirleme yöntemi 

kullanılmıĢtır (Görsel 4.9). Mavi-mor kuyucuklar bakteriyel geliĢmesinin olmadığını, pembe 

kuyucuklar ise geliĢmenin olduğunu göstermektedir. Ġlk pembe kuyucuktan önceki mavi 

kuyucuk maddenin MĠK değeri olarak kabul edilmektedir.  Deney sonucu saptanan MĠK 

değerleri kloramfenikol içn 78,25 µg/mL, amoksisilin ve amfisilin için ise 4,88 µg/mL 

Ģeklinde belirlenmiĢtir. Bakteri izolatının amoksisilin ve amfisilin antibiyotiklerine 

kloramfenikole gösterdiğinden daha yüksek hassasiyet gösterdiği saptanmıĢtır.  

 

Görsel 4.9. Brevibacterium spp. izolatının MİK sonuçları 
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4.5. İzolatın Krom Toleransı Sonuçları 

Brevibacterium spp. izolatının krom toleransının saptanması için potasyum kromat 

(K₂CrO₄) ve krom klorit (CrCl3) tuzlarının farklı konstrasyonları  (100, 75, 50, 25, 12,5 

mg/100mL) denenerek, önce agar dilüsyon yöntemi kullanılmıĢtır. Farklı 

konsantrasyonlardaki krom tuzları eklenerek hazırlanmıĢ PYE agarlar üzerinde oluĢan 

koloniler inkübasyondan sonra sayılmıĢtır. Krom kloritin 50 mg/100mL‟lik Petri Plağında 

150-160 adet koloni sayılırken 25 mg/100mL‟lik Petri Plağında de ise 200-300 adet koloni 

sayılmıĢtır. Potasyum kromatın 50mg/100mL‟lik Petri Plağında 50-100 ve 25 mg/100mL‟lik 

Petri Plağında ise 100-150 koloni sayılmıĢtır. Ayrıca, krom toleransı için kullanılan 

mikrodilüsyon yönteminde krom klorit ve potasyum kromatın 25, 12,5 6,25, 3,125, 1,562 

mg/100mL‟lik konsantrasyonları için deneme yapılmıĢtır. Krom kloritin 3,125mg/100mL‟lik 

konsantrasyonundan alınan örnekte 1-2 koloni sayılırken, 1,562 mg/100mL‟lik 

konsantrasyonunda 18 koloni sayılmıĢ fakat potasyum kromat için sonuç alınamamıĢtır. Bu 

sonuçlar, Brevibacterium spp. izolatının belirli konsantrasyonlarda krom klorite, potasyum 

kromattan daha toleranslı olduğunu göstermektedir.  

4.6. Metabolit Ekstrenin Antimikrobiyal Aktivite Sonuçları 

Metabolitin MĠK değerleri mikrodilüsyon yöntemi ile; Staphylococcus aureus ATCC 

29213, Eschericia coli ATCC 35218, Klebsiealla pneumonia ATCC 700603, Bacillus subtilis 

NRRL B478, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Streptococcus pyogenes ATCC 

13615, Listeria monocytogenes ATCC 19111 Candida albicans ATCC 90028 ve Candida 

krusei ATCC 6258 test mikroorganizmalarına karĢı test edilmiĢtir.  Ġnkübasyondan sonra 

renklenmiĢ mikroplaka görüntüleri Görsel 4.10’daki gibidir. Mavi-mor kuyucuklar 

mikroorganizma geliĢmesinin olmadığını, pembe-sarı kuyucuklar ise geliĢmenin olduğunu 

göstermektedir. Ġlk pembe kuyucuktan önceki mavi kuyucuk maddenin MĠK değeri olarak 

kabul edilmektedir. MĠK değerleri Çizelge 4.2.‟deki gibidir.  Sonuçlara göre, biyoaktif 

metabolitin MĠK değerleri deneyde kullanılan test bakterilerinin tümünde 2500 µg/mL,  

mayaların tümünde ise 1250 µg/mL‟dir. Test edilen maya suĢlarının, bakteri suĢlarına göre 

biyoaktif metabolite karĢı daha hassas olduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca, literatürdeki MĠK 

değererleri baz alınarak yapılan kalite kontrol denemesinde de, standart bakterilere karĢı 

kullanılan kloramfenikol için 100-0,195 µg/mL ve mayalara karĢı kullanılan ketokonazol için 

de 50-0,195 µg/mL arasında değerler saptanmıĢ olup, kontrol grubunda bulunan MĠK 

değerleriyle benzer sonuçlar göstermiĢtir.  
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a)  b)   c)  

d)  e)  f)  

g)   h)     ı)  

Görsel 4.10. Sırasıyla, a) Staphylococcus aureus; b) Staphylococcus epidermidis; c) Streptococcus    

pyogenes;  d) Bacillus subtilis; e) Klebsiella pneumoniae; f) Listeria monocytogenes;  

g) Escherichia coli; h) Candida albicans; ı) Candida krusei ve kontrol gruplarının 

renklenmiş plaka görüntüleri 

Çizelge 4.2. Biyoaktif metabolitin ve kontrol grubu antibiyotiklerin MİK değerleri*                                    

MİK Değerleri (µg/mL) 

Mikroorganizmalar Biyoaktif Metabolit Kontrol* 

Escherichia coli ATCC 35218 2500  78,125 

Staphylococcus aureus ATCC29213 2500 4,882 

Listeria monocytogenes ATCC 19111  2500 9,765 

Klebsiella pneumonia ATCC 700603 2500 19,531 

Bacillus subtilis NRRL B478  2500 2,441 

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 2500 9,765 

Streptococcus pyogenes ATCC 13615 2500 39,0625 

Candida albicans ATCC 90028  1250 19,531 

Candida krusei ATCC 6258 1250 39,0925  

* Bakteriler için, kloramfenikol ve mayalar için ise ketokonazol standart antibiyotikleri kullanılmıĢtır.  

4.7. Metabolit Ekstrenin Antibiyofilm Aktivitesi Sonuçları  

Metabolit ekstrenin antibiyofilm aktivitesi MBEK değerleri ile tespit edilmiĢtir. 

Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 ve Candida 

albicans ATCC 90028 mikroorganizma suĢları için test yapılmıĢtır. Biyoaktif metabolit 

ekstrenin MBEK değeri tüm test mikroorganizmaları için 1250 µg/mL olarak belirlenmiĢtir. 

(Çizelge 4.3). Test mikroorganizmalarına aynı dozda etki ettiği gözlemlenmiĢtir.  
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Çizelge 4.3. Antibiyofilm aktivite testi sonuçları 

Mikroorganizmalar Biyoaktif metabolit konsantrasyonları (µg/mL) 

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 1250 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 1250 

Candida albicans ATCC 90028 1250 

 

4.8. Metabolit Ekstrenin Brine Shrimp Sitotoksisite Sonuçları 

Metabolit ekstrenin Brine Shrimp (Artemia salina) larvaları üzerindeki akut toksisitesini 

belirleyebilmek için, toksisite verileri her kosantrasyon kuyucuğuna aktarılan 10 larvadan 

kalan canlı larvalar sayılmıĢtır. Biyoaktif metabolit ekstrenin 2500, 1250, 625, 312 ve 156 

µg/mL konsantrasyonları ile yapılan denemede doza bağlı aktivite gözlemlenmiĢtir. 

Sitotoksisite değerleri Çizelge 4.4‟de verilmiĢtir. 2500 ve 1250 µg/mL konsantrasyonları 

%100 ve %80 etkinlikleriyle larvalar üzerindeki en etkili dozlar olarak gözlemlenmiĢlerdir.  

Çizelge 4.4. Brine Shrimp Sitotoksisite Testi sonuçları 

                                  

 

  

Biyoaktif Metabolit 

Konsantrasyonları (µg/mL) 

Canlı Artemia salina Larva 

Miktarı (10 larva üzerinden) 

Biyoaktif Metabolitin %’lik Etkisi  

2500 0 %100 

1250 2 %80 

625 3 + 1 %60-70 

312 3 + 1 %60-70 

156  4 + 1 %50-60 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER  

Bu tez çalıĢması kapsamında, Türkiye‟nin Çanakkale–Gelibolu ilindeki ormanlık 

alanlardan toplanan toprak örneklerinden Aktinomiset grubu bakteri izolasyonu yapılmıĢ, 

tanımlanmıĢ, izole edilen bakteriden metabolit üretilmiĢ ve biyoaktif metabolit ekstrenin bazı 

biyolojik aktiviteleri araĢtırılmıĢtır. Ġzole edilen bakterilerin detaylı tanımlanması için 

morfolojik, biyokimyasal ve moleküler olmak üzere üç farklı analiz yöntemi kullanılmıĢtır. 

Analiz iĢlemleri tamamlandıktan sonra bakteri izolatının antibiyotik dirençliliği ve krom 

toleransı belirlenmiĢtir. Bakteri izolatından metabolit ekstraksiyonu yapılıp, elde edilen ekstre 

antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik özellikleri bakımından detaylı bir Ģekilde 

araĢtırılmıĢtır. Konu ile ilgili yapılan literatür çalıĢmalarında özellikle yerli tezler, bildiriler, 

makaleler ve uluslararası çalıĢmalar incelendiğinde orman topraklarından izole edilen 

Brevibacterium spp. ve biyoaktif metabolit ekstreleriyle ile ilgili bu tez kapsamında yapılan 

çalıĢmalar kadar detaylı bir çalıĢmaya rastlanılmamıĢtır. Bu çalıĢma kapsamında izole edilen 

suĢ ile yapılan araĢtırma literatürde benzerine rastlanılmadığı için orjinallik arz etmektedir. 

Toprak kaynaklı Aktinomiset üyeleri yıllardır bakteri izolasyonu ve biyoaktif metabolit 

eldesinde kullanılmaktadır. Bu nedenle tez kapsamında farklı toprak habitatlarından izolasyon 

yapılmıĢtır. Orman topraklarından elde edilen 60 saf bakteri izolatının tanımlanması için 

morfolojik ve biyokimysal tanımlamalar yapılmıĢ ve toplam 60 izolattan, 25 tanesinin 

Aktinomiset benzeri özellikler verdiği gözlemlenmiĢtir. 25 saf Aktinomiset izolat içerisinden 

seçilerek moleküler tanımlama yöntemleri ile detaylı tür tayini çalıĢması yapılmıĢtır. Yapılan 

moleküler çalıĢmalar sonucunda izolatların çoğu Brevibacterium spp. olduğu belirlenmiĢtir. 

Brevibacterium türleri, Aktinomiset üyesi olup organik madde açısından zengin ve tuzlu 

orman topraklarında yaygın olarak bulunmaktadır. BaĢkaya‟nın 2015 yılında yaptığı 

çalıĢmada 60 mikroorganizma izole edilmiĢ bunların içinden aktif antimikrobiyal etkiye sahip 

9 bakteri ve 6 küf teste alınmıĢtır. Brevibacterium spp. izolatının antibiyotik direçliliklerinin 

belirlenmesi için standart antibiyotik AmC-30 (amoksilin+klavulanik asit 30/10 µg), SAM-20 

(amfisillin+sülbaktam 10/10 µg), IPM-10 (imipenem 10 µg), TEC-30 (teiokoplanin 30 µg), B 

(basitrasin-0,04 µg) ve OFX-10 (tarivid+ofloksasin 10 µg) diskleriyle yapılan denemede en 

etkili antibiyotiğin 20 mm‟lik inhibisyon zon çapı oluĢturması ile IPM-10 (imipenem 10 µg) 

olduğu ayrıca, B (basitrasin-0,04 µg) standart antibiyotiğinin de hiç etki etmediği tespit 

edilmiĢtir. 
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Çevre kirliliği sonucu topraklarda biriken ağır metal ve kanserojen madde olan krom 

tuzlarına karĢı izolatın toleransı olup olmadığı belirlenmiĢtir. Das ve Mishra‟nın 2008 yılında 

yaptığı çalıĢmada Brevibacterium spp.‟nin potasyum kromata tolere edebildiğini 

gözlemlemiĢtir. Krom klorit ve potasyum kromat ile yapılan denemede izolatın, krom klorite, 

potasyum kromattan daha toleranslı olduğu gözlemlenmiĢtir. Yeni doğal farmasötiklerin 

keĢfedilmesinde kaynak olarak toprak kaynaklı mikroorganizmalarının kullanılmasının büyük 

avantajları vardır. Temelde bir bakteri hücresi, bakterilerin üretilmesi için yeterlidir ve 

fermantasyon, mevsim ve iklimden bağımsız olarak gerçekleĢtirilebilir (Yavuz, 2010). Ġzole 

edilen Brevibacterium spp. bakterisinden biyoaktif metabolit üretimi için bakterinin karbon, 

azot ve tuz gereksinimleri değerlendirilerek hazırlanan fermantasyon ortamında üretim 

yapılarak, etil asetat kullanılarak biyoaktif metabolit ekstraksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde 

edilen biyoaktif metabolit ekstre antimikrobiyal, antibiyofilm ve sitotoksik özellikleri 

bakımından araĢtırılmıĢtır ve önemli sonuçlar elde edilmiĢtir. 

Yapılan bir çalıĢmada elde edilen Aktinomiset kaynaklı aktif metabolitin, farklı zaman 

dilimlerinde Staphylococcus aureus, Eschericia coli ve Candida albicans 

mikroorganizmalarına karĢı antimikrobiyal etkinliklerini tespit etmiĢtir (Oskay, 2006). BaĢka 

bir çalıĢmada ise, yine Aktinomiset kaynaklı metabolitin Staphylococcus aureus, Salmonella 

enteritidis, Klebsiella pneumoniae, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus 

licheniformis, Proteus vulgaris ve Enterecoccus faecalis bakteri bakterilerine karĢı 

antimikrobiyal etkinlikleri olduğu mikrodilüsyon yöntemi kullanılarak gözlemlenmiĢtir 

(BaĢkaya, 2005). Bu tez çalıĢmasında, elde edilen biyoaktif metabolit ekstrenin 

antimikrobiyal aktivitesi 0-2500 µg/mL arasındaki kosantrasyonlarda standart test 

mikroorganizmalarına karĢı denenmiĢtir. MĠK değerleri, Staphylococcus aureus ATCC29213, 

Eschericia coli ATCC 35218, Klebsiealla pneumonia ATCC 700603, Bacillus subtilis NRRL 

B478, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Streptococcus pyogenes ATCC 13615, 

Listeria monocytogenes ATCC 19111 bakteri gruplarında 2500 µg/mL ve Candida albicans 

ATCC 90028, Candida krusei ATCC 6258 maya türlerinde ise 1250 µg/mL olarak tespit 

edilmiĢtir. Çıkan MĠK değerlerinde, maya grubu mikroorganizma suĢlarının, bakteri suĢlarına göre 

metabolite karĢı daha düĢük dozda etkilendiği ve hassas olduğu gözlemlenmiĢtir. Metabolit 

ekstrenin antibiyofilm aktivitesi 78-1250 µg/mL arasındaki konsantrasyonlarında 

Staphylococcus aureus ATCC29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, ve Candida 

albicans ATCC 90028 test mikroorganizmalarına karĢı denenmiĢtir ve MBEK değeri 1250 

µg/mL olarak tespit edilmiĢtir. Bu sonuç, hem bakteri hem de maya grubu mikroorganizmalarına 
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karĢı aynı konsantrasyonda biyoaktif metabolit ekstrenin etki ettiğini göstermektedir. ÇeĢitli 

araĢtırmalar, toprak bakterileri tarafından üretilen sekonder metabolitlerin, mikrobiyal savaĢta  

silah görevi görerek, aynı ekolojik niĢ içinde diğer mikrobik rakiplere karĢı bir avantaj 

sağladığını göstermiĢtir (Foster ve Bell, 2012).   

Tez kapsamında yapılan sitotoksik çalıĢmada ise, Artemia salina larvaları üzerinde 

biyoaktif metabolit ekstrenin 156-2500 µg/mL konsantrasyonları için deneme yapılmıĢtır. 2500, 

1250 µg/mL konsantrasyonları %100 ve %80 oranlarında sitotoksik aktivite sergilediği 

gözlemlenmiĢtir. Üretilen biyoaktif metabolitin antikanser madde olarak kullanılma 

potansiyeli taĢıdığı yorumu yapılabilir. Yapılan çalıĢmalarda Aktinomiset kaynaklı aktif 

metabolitinin 0,1-10 µg/mL arasındaki konsantrasyonlarında %100‟lük sitotoksik aktivite 

saptanmıĢtır (Yavuz, 2010). Bu sonuçlar, üretilen Aktinomiset kaynaklı biyoaktif 

metabolitlerin suda yaĢayan canlılara karĢı yüksek derecede toksik etkiye sahip olması, güçlü 

bir antitümör madde olabileceğini iĢaret eden litaratür çalıĢmalarını desteklemektedir 

(Takashima ve Sakai, 1960).  

Doğa özellikle toprak habitatları çeĢitli biyolojik aktivitelere sahip yeni 

mikroorganizmaların izole edilmesi için en önemli kaynaklardan biridir. Yapılan tez 

çalıĢmasında, izole edilen Brevibacterium spp. bakterisi orman topraklarından farklı 

özelliklerdeki ve yaygın olmayan mikroorganizmaların izole edilip, araĢtırılabileceğinin 

göstergesi olmuĢtur. Yeni etkilere sahip farmasötiklerin keĢfi için yeni mikrobiyal kaynakların 

araĢtırılması günümüz biyoteknolojisinin en önemli araĢtırma konularından biridir. Tez 

kapsamında izole edilen bakteriden biyoaktif metabolit üretilmiĢ ve in vitro çalıĢmalarla 

özellikleri tespit edilmiĢtir. Sonuç olarak, toprak kaynaklı Aktinomiset grubu bakteri 

izolatının standart antibiyotiklere direnç göstermesi, toprak kirliliğine sebep olan kanserojen 

maddelerden krom tuzlarına tolere edebilmesi ayrıca uygun fermantasyon ortamında 

antimikrobiyal, antibiyofilm, sitotoksik etkilere sahip biyoaktif metabolit üretmesi izole edilen 

suĢ için önemli bir potansiyeldir. Ġleride bu çalıĢmaya yapılacak ilave araĢtırmalarla 

endüstriyel ve farmakolojik potansiyelin farklı yönlerden araĢtırılması, mikroorganizma ve 

biyoaktif metabolitlerinin faydalı farmasötiklerin geliĢtirilmesi konusunda önemli bir adım 

olacağı düĢünülmektedir.  
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