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OZET

Havadan ve topraktan izole edilen Actinomycete tiirlerinin
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinin amaclandigi
arastirmamizda, 83 Actinomycete tiirii ile calisilmigtir. Topraktan
izole edilen 24, havadan izole edilen 5 Actinomycete tiiriiniin
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve bunlardan 5 izolatin en
genis antimikrobiyal spekturumu oldugu belirlenmistir. Farkli besin
maddeleri iceren 4 besiyerinde fermentasyon islemine tabi tutulan
izolatlardan ekstraksiyon iglemi ile antimikrobiyal madde elde
edilmistir. En fazla antimikrobiyal etkinlik besiyeri B’de iiremis olan
izolatlardan saglanmustir. Antimikrobiyal duyarlilik deneyinde Kirby
Bauer disk difiizyon yontemi kullanilmistir ve 12 bakteri ile 3 mayaya
karsi etkinlik belirlenmistir. Actinomycete izolatlarinin %35’inin
cesitli bakteri ve mayalara kars1 etkin oldugu saptanmistir.

Anahtar Sézciikler: Actinomycete, Antibiyotik Aktivitesi, izolasyon.
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ANTIBIOTIC ACTIVITIES OF ACTINOMYCETE SPECIES
ISOLATED FROM SOIL AND AIR

ABSTRACT

The antimicrobial activities of Actinomycete species 83 isolated from
soil and air were determined. Antibiotic activities of 24 Actinomycete
species isolated from soil and 5 Actinomycete species isolated from
air showed antibiotic activity and 5 of the isolates was observed to
have the widest spectrum. The antimicrobials were obtained by
extraction from four different media. Isolates that were obtained from
‘B’ medium had the widest antimicrobial activity. Kirby Bauer disc
diffusion method was used for antimicrobial susceptibility testing and
their antimicrobial activity were determined against 12 bacteria and 3
yeasts. According to the results, Actinomycete isolates were found to
be active against 35% of various bacteria and yeasts examined.

Key Words: Actinomycete, Antibiotic Activity, Isolation.

1. GIRiS

Actinomycete’ler, Gram pozitif, dallanan tek hiicreli mikroorganizmalar
olup, bircogu toprak ve organizma diginda saprofit olarak bulunmaktadir. Bu
mikroorganizmalarin antibiyotik, vitamin ve enzim iireticileri olmalar
nedeniyle son zamanlarda iizerlerinde ©nemle durulmaya baslanmustir.
Actinomycete tiirlerinin patojen mikroorganizmalar iizerine etkisi ile ilgili
calismalar ilk kez 1925’de Avrupa’da baglamus, 1940°da antibiyotiklerin
sistematik izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bugiine dek bunlardan 500’den
fazla preparasyon ve kimyasal bilesik elde edilmis ve bunlarin bircogu
hayvan beslenmesi, besin saklanmasi ve enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde genis bir uygulama alani bulmustur [1,2].

Calismamuzda topraktan ve havadan izole edilen Actinomycetler arasindan
antimikrobiyal madde fiireten tiirlerin se¢imi yapilarak, antimikrobiyal
aktivitelerinin ~ saptanmast amaglanmigtir. Bu amagla farkli karbon
kaynaklarinin =~ bulundugu fermentasyon ortamlarinda tiretilen
mikroorganizmalarda antibiyotiklerin extraksiyonu gerceklestirilmis ve
antimikrobiyal aktiviteleri aragtirtlmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Topraktan Actinomycete izolasyonu igin Bursa mezitler 5, Inegol, Kumla
(Narl), Eskisehir Meselik, Bademlik, Visnelik, Kanlikavak, Musaozii Baraji,
Organize Sanayii ve Anadolu Universitesi Kampiisii olmak lizere 10
istasyondan toprak oOrnekleri toprak iistii florasinin yapraks: bitkilerden
olusmasina dikkat edilerek alinmustir. Havadan Actimomycete izolasyonu
icin Meselik, Anadolu Universitesi Kampiisii, Organize sanayii, Bademlik,
Visnelik, Kanlikavak, Musaozii Baraji olmak iizere 8 istasyondan hava
ornekleri alinmistir.

Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Enterobacter aerogenes,
Serratia marcescens, Bacilllus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Klebsiella pneumoniae o-hemolitik Streptokok epidermidis,
Candida utilis suslar1 Bundesanstolt fiir Feischforschung (Kulmbach,
FRG)'den temin edilerek antimikrobiyal etkinlik arastirmalarinda
kullantlmistir.

Calismamizda toprak drnekleri temiz bir spatula yardimiyla toprak tizerinden
derine dogru yaklasik 10-15 cm kazilarak steril kaplar icerisine alinmis, pH
metre ile 6l¢iimii yapilarak bunlardan nétr ve alkali olan drnekler 1zolasyon
191n kullanllrrustlr Toprak 6rnekleri CaCO; ile 6n islemden gegirilerek 107,
10™ ve 107 diliisyonlar1 Gliserol yeast agar, Glukoz asparagin agar (oxoid),
Siikroz nitrat agar (oxoid), Glukoz pepton agar (oxoid), Glukoz yeast agar
(oxoid) ve Yeast exstrakt agara (oxoid) karigtirma plak yontemi ile ekilip, 3-
5 giin siireyle 28°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur [3,4].

Havadan Actinomycete izolasyonunda sedimentasyon yontemi kullanilmustir.
Bu amagcla, Nutrient agar (oxoid) ve Glukoz yeast agar (oxoid) igeren petri
kutularinin herbirinin kapaklari Eskisehir’de tesbit edilen 30 bolgede 150
mm. yiiksekliginde 15’er dakika agik birakilmis ve daha sonra 28°C’de, 3-5
giin siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonucunda tiim
besiyerlerinde Actinomycete kolonilerinin varlig arastirilmis ve tireme tesbit
edildiginde yatik Glukoz agara pasaj yapilarak +4°C’de stoklanmustir [S].

Topraktan ve havadan izole edilen Actinomycete izolatlarmin antibiyotik
iiretimi Spektrum Plak metodu ile saptanmustir. Stoklanmuig Actinomycete
kiiltiirlerinden Nutrient agarin tam ortasina gelecek sekilde tek ve kalin bir
cizgi seklinde ekim yapilarak, 27°C’de 5 giin inkiibe edilmis ve bu siirenin
sonunda test mikroorganizmasi olarak kullanilacak bakteri veya maya
kiiltiirlerinden Actinomycete kolonisi ile 90° a¢t yapacak sekilde petri
kutusunun kenarma kadar tek ¢izgi halinde ekim yapilmustir. Besiyeri
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37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve bu
mikroorganizmalarinin  Actinomycete  kiiltiirii
antimikrobiyal madde ile etkilesimi gézlenmistir [6].

siire  sonunda test
tarafindan  salgilanan

Topraktan ve havadan izole edilen ve antibiyotik aktivitesi saptanan
izolatlardan fermentasyon i¢in ast hazirlanarak fermentasyon besiyeri A
(Gliserol 1,8 gr, Lablemco powder 0,5 gr, NaCI 0.3 gr, Polypepton 0,6 gr,
Distile su 1000 mI), C (Dextroz 30 gr, Pepton 10 gr, NaCI 3,0 gr, CaCO;
3,0 gr, Distile su 1000 ml), D (Misir atigi 10 gr, Pepton 5,0 gr, Meat extract
5,0 gr, NaClI 5,0 gr, Distile su 1000mI) de fermente edilerek, fermentasyon
s1vist, petrol eteri, etil asetat, kloroform, metanol, etanol, aseton ve %20’lik
alkol ile extraksiyona tabi tutulmustur. Bu islemler sonunda ¢oziicii
tarafindan tutulan her bir kuru maddenin antimikrobik madde varhigini
saptama icin 4mm. kalinliginda disklere emdirilmis (10mg) Kirby Bauer
disk diftizyon yontemi kullanilmustir [7,8].

3. BULGULAR

Calismamizda 59’u topraktan (T), 24’ii havadan (H) olmak iizere 83 (%
40,6) Actinomycete tiirii izole edilmistir. Topraktan izole edilen 24 (% 9.74),
havadan izole edilen 5 (% 20,8) Actinomycete tiiriiniin antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

En fazla antimikrobiyal etkinligi oldugu saptanan Ts; Tas, Tag, Tsg ve Hg
izolatlarimin dort farkli ortamda yapilan fermentasyonlarindaki iireme
ozellikleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablol. Actinomycete izolatlart Ti, Ty, Tsz ve Hg'in fermentasyon
ortaminda tireme durumlari.

Actinomycete Kuru misel agirhigi (gr/100 mI)
kiiltiirleri Besiyeri A | Besiyeri B | Besiyeri C | Besiyeri D
Actinomycet 1.90 2,70 1,83 1,23
kiiltiiri T3
Actinomycet 1,85 1,30 1,35 Yeterli
kiiltiiri Tog lireme yok
Actinomycet 2,10 2,15 1,95 1,30
kiilturi T29
Actinomycet Yeterli tireme | 1,15 1,00 Yeterli
kiiltiiri Tsg yok iireme yok
Actinomycet Yeterli iireme | 1,05 Yeterli Yeterli
kiiltiirii Hg yok ireme yok | iireme yok
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Tablo 1’de goriildiigii gibi Tae izolatt farkli ortamlarda en iyi lireme
gostermis; bunu Ts ve Ty izolati izlemistir. Diger taraftan her bes izolat,
besiyeri B'de en iyi lireme gostermistir. T3 ve Ty izolatlari her dort
besiyerinde; T izolat, besiyeri B ve besiyeri C’de; Hg izolati ise sadece
besiyeri B’de tiremistir.

Ty, Tas, Ta, Tss ve Hg izolatlanmin A, B, C, ve D besiyerinde
fermentasyonsonucu iiriiniin gesitli ¢oziicii extraksiyonu ile elde edilen kuru
madde miktar1 Tablo 2’de verilmistir.

A, B, C, ve D besiyerlerinde fermentasyon sonucu Petrol eteri ve kloroform

coziiciileri etkisiz olarak bulunurken, % 20’lik alkol sadece besiyeri B’de

fermente edilen Tos'da etkili olmustur. A, B ve C ortamlarinda gelisen

Actinomyceteler icin ise en iyi ¢oziicii metanol olarak bulunmustur. Ayrica

B ortamunda c¢oziiciilerle tutulan maddenin A, C, D’ye oranla daha fazla .
oldugu goritlmiistiir.

Fermentasyon ortamu D ve B’den ¢oziiciilerle elde edilen, tutulan maddenin
antimikrobiyal duyarlilik sonuglart Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3 Fermentasyon ortamu D ve B’den coziiciilerle elde edilen, tutulan
maddenin antimikrobiyal duyarlilik sonuclari.

Actinomycete kiiltiiriinden hazirlanan disklerdeki zon
Mikroorganizma | ¢ap1(mm)

Fermentasyon ortami D | Fermentasyon ortami B

Ts Ty T, Hg | Tog | Tos | Tss

P.aeruginosa 0,8 0,6 02 |06 (04 02 1|0
P.vulgaris 02 0,5 03 |04 |04 |0 0,4
S.typhimurium |04 0,7 0 0 0,3 0 0
E.coli 0,3 0,6 0,3 |0 0 0,9 |0
E.aerogenes 0,6 0,4 0,2 |0 0,3 0 0
K.pneumoniae |04 0,1 0 0 0,5 0,8 |0
S.marcescens |0 0 0,7 |0 0,2 0 0
chemolitik 0,2 0 0 0 0,6 |0 0
streptokok
S epidermis 0 1,1 04 |0 0,5 0 0,7
B.subtilis 0,5 0 0,5 10 0 0 0
S.aureuts 0 0,5 0 0 0 0 0
C.utilis 0 0,4 0,3 |0 1,1 0 0
% 66,6 75 66.6 | 16,6 |75 25 16,6
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Fermentasyon ortami D’den elde edilen antimikrobiyal duyarlilik sonucuna
gore T; izolat1 8 bakteriye ( % 66,6’sina) etkin iken, Ty izolatinda bu oran 8
bakteri ve 1 maya olmak lizere %75’tir. Ancak T; izolatinin Pseudomonas
aeruginosa’ya; Ty izolatinin Salmonella typhimurium’e kars1 en kuvvetli
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. <

Fermantasyon ortami B’den elde edilen extratin antimikrobiyal duyarlilik
sonucuna gore, T3 izolati 8 bakteriye (%66,6), Tos izolati 2 bakteri ve 1
mayaya (%16,6), T,y izolati 8 bakteri 2 mayaya (%75), Tsg izolat 2
bakteriye (%25), Hgizolati 2 bakteriye (%16,6) kars1 etkili bulunmustur.

T; izolatimin en etkili oldugu bakteri S. marcescens iken, Hg izolati P.
aeruginosa; Ty izolatt S. typhimurium,; T,y izolat1 E. coli; Tsg izolati ise S.
epidermidis’e etkili olmustur.

4. TARTISMA VE SONUC

Enfeksiyon hastaliklarin tedavisi tedavisi amaciyla kullanilan antimikrobiyal
ajanlara stirekli yenileri eklenirken mikroorganizmalar bu maddelere kars1
diren¢ kazanmaya devam etmektedir. Antibiyotiklere gereksinim olmadig
halde bilingsiz kullamldiginda antibiyotige karsi direngli mikroorganizma
toplulugu  olusmakta ve duyarli topluluk zamanla eliminasyona
ugramaktadir. Bugiin bazi patojenlerin birden fazla antibiyotige karsi direnc
kazandig1 bilinmektedir. Bu nedenle yeni antibiyotikler bulmak icin
calismalar siirmektedir [4]. Mortan’a gore 1938- 1940 yillar1 arasinda baslica
ti¢ onemli antibiyotik kesfedilmistir, bunlar; bakteri kokenli tyrothricin,
fungal orjinli penicillin ve Actinomycetes orjinli actinomycindir. Antibiyotik
caginin ilk 18 yilv ierisinde Selman Waksman tarafindan streptomycin’in de
icerisinde oldugu yaklagik 30 antibiyotik kullanima girmistir [9].

Actinomycete tiirleri, antibiyotik iiretim ozellikleri ile ¢nem kazanmus
mikroorganizmalardir. Caligmamizda topraktan ve havadan izole edilen 83
Actinomycete izolatindan 29’unun (24’ii topraktan, %5’i havadan olmak
tizere) bir ya da birden fazla sayida bakteri ve mayaya kars1 antimikrobiyal
etki gosterdigi saptanmustir. Waksman ve ark [10] topraktan izole ettikleri
244 Actinomycete susunun antimikrobiyal etkinligini arastirmuslar ve 106
(%43,4)’ sinin - diisiik, 49 (%20,08) unun ise yiiksek antimikrobiyal etki
gosterildigini bildirmislerdir. Burkholder [11] ise topraktan izole ettigi 7369
Actinomycete’den 869’unun (%11,79) S. aureus’ u, 261’inin (%3,54)
E.coli’yi, 514’iniin (%7,37) C. albicans’1 inhibe ettigini saptamistir. Linder
[12] yaptig1 bir ¢alismada esitli toprak orneklerinden 2500 Streptomyces
tiiril izole ederek bunlardan %77’ sinin Gram pozitif bakterilere, %40’ 1n1n,
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Gram negatif bakterilere, %32’sinin Mycobacterium tuberculosis’e ve
%18’inin ise mantarlar tizerinde aktif olduklari saptanmustir. Woodroff ve
M¢ Daniel [13] gesitli ortamlarda 10.000 Actinomycete tiiri izole etmis ve
izolatlarin %25’ inin antibiyotik iirettiklerini belirlemislerdir. Bu kiiltiirlerin
%90’ min streptothricin ve bununla yakindan ilgili bilesikler olustururken,
geriye kalan yarisi streptomycin, dier yarisinin 1/3’iiniin tetracyclinleri
iirettikleri;  sadece  %30’unun  bilinmeyen  bilesikler olduklarini
saptamuslardir. Haque ve ark. [14] Hindistan’da yaptiklari galigmada 100
toprak Grneginden 450 Actinomycete izole etmisler ve bunlardan ikisinin
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karst etkili oldugunu
belirlemislerdir. Singh ve ark [15] bir Actinomycete tiirii olan S. expanaensisten
iki yeni heptadecaglycoside antibiyotik elde etmisler ve bu yeni
antibiyotiklerin in vivo ve in vitro kosullarda bakteri ve mayalara kars1 etkili
olduklarini saptamiglardir.

Yurdumuzda yapilan bir calismada Hepgiivendik (1989) fzmir’de topraktan
75 Actinomycete kiiltiirii izole etmis ve bunlardan 5 izolatin Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere karsi  antimikrobiyal etki gosterdigini
belirtmistir[4].

Caligmarzda topraktan ve havadan izole ettiimiz 83 Actinomycete
izolatinin yaklasik %35’i bakteri ve mayalara karst antimikrobiyal etki
gostermistir. Topraktan izole edilen Actinomycete izolatlarinin %35,6’s1
bakterilere, %16’st mayalara kargt etkin iken havadan izole edilen
Actinomycete - izolatlarmin  %21°1 bakterilere, %5’i mayalara Kkarsi
antimikrobiyal etki gostermistir. Antimikrobiyal maddenin etkinligini
saptamada B. subtilis ve S. aureus bir ¢ok arastirmact tarafindan kullanilan
mikroorganizmalardir. ~ Caligmamuzda ~ Gram pozitif, Gram negatif
bakterilerle mayalar1 igeren bir ¢ok mikroorganizmanin antibiyotik
duyarliliklart aragtirtlmugtir.

Hepgiivendik [4] yaptii ¢alismada antimikrobiyal etkiye sahip kiiltiirlerin
en iyi besiyeri B’de iireme gosterdifini saptamistir. Calismamizda en fazla
antimikrobiyal etkinlik glukoz, pepton, meat extract ve NaCl iceren besiyeri
B’de olmustur.

Karen [16] Streptomycete tiriiniin agar ve S1vi kiiltiir ortamlarmda
iiremelerini karsilastirmis, kat: ortamda tiremenin s1vi ortama gore daha fazla
oldugunu saptamis, antibiyotik iiretiminin s1vi ortamda azaldigini hatta bazi
izolatlarda sivi ortamda antibiyotik iiretiminin hi¢ gozlenmedigini, bazi
izolatlarda ise birkagc ekim sonunda tekrar antibiyotik iiretimi oldugunu
bildirmistir. Stvi kiiltiirdeki misel yapisinin ¢alkalama sonucu parcgalanarak,
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misel uzunluklarmin 12,5 mm’ye diismesinin antibiyotik {iiretimi icin
yetersiz oldugunu ve sivi ortamda antibiyotik liretebilecegimiz izolatlarin
mekanik etkilere karsi dayanikli olmasi gerektigini bildirmistir

Calismamizda kati besiyerindeki Ty izolatt B. subtilis ile S. marcescens’e
karsi ve Tsg izolatt S. aureus ile E. aerogenes’e karsi etkili iken;
fermentasyon sonrasi s6z konusu bakterilere kars1 etkisiz oldugu saptanmustir.
Ayni sekilde fermentasyon ortami D’den elde edilen Ts; izolatina ait
antimikrobiyal maddenin C. urilis’e, Tho izolatina ait antimikrobiyal maddenin
B. subtilis ile S. marcescens’e karsi etkisiz oldugu bulunmustur. Izolatlarin
kati besiyerinde adi gecen mikroorganizmalara karst etkili iken sivi
besiyerinde etkisiz oldufunun saptanmas, yapilmis olan diger ¢alismalarim
sonugclart ile uyumlu bulunmustur.

Fermentasyon sonucunda misellerden arindirilan sivi petrol eteri, kloroform,
metanol, etanol, %20’lik alkol, etil asetat, aseton ¢oziiciileri ile ekstraksiyon
islemine tabi tutuldugunda A, B, C, ve D besiyerinde fermentasyon sonucu
petrol eteri, kloroform ¢oziiciileri etkisiz olarak bulunmustur. %20’lik alkol
ise sadece besiyeri B, D fermente edilen T26’da etkili olmustur. A, B, ve C
ortamlarinda tireyen Actinomycete’ler icin en 1yl ¢oziiciiniin etanol, D
ortaminda gelisen Actinomycete’ler icin ise en iyl ¢Ozlicliniin metanol
oldugu saptanmustir. Ayrica B ortaminda ¢oziiciilerde tutulan maddenin A,
B, D’ye oranla daha fazla oldugu gOriilmiistiir.

Giinlimiizde Actinomycetelerin antimikrobiyal etkilerini arttirma calismalari
devam etmektedir. Noack [17] klonlama teknigi kullanarak Actinomycetelerin
antibiyotik iiretme kapasitelerini arttirmaya calismistir. Hedge ve ark. [18]
Actinomyceteler iizerinde molekiiler calismalarda, kromozomal DNA’da
yapilacak degisiklikler sonucu antibiyotik iiretiminin artacaginl saptamustir.
Ayrica Hague biyokimyasal metodlar kullanarak Actinomycetelerden
antibiyotik  {iretimini arttirmustir - [14]. Huddleston ve ark. [19]
streptomycetes {ireten bakterilerde strA ve strB1 olarak bilinen iki genin
bulundugunu belirlemislerdir. Egen ve ark. [20] ise Streptomycin biyosentez
geninin bakteriler arasinda gen transferi ile aktar1ldigini gostermislerdir.

Sonug olarak, ¢alismamizda havadan ve topraktan izole edilen Actinomycete
tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteleri oldugu ve denedigimiz mikroorganizmalara
kars1 etkili oldugu goriilmiistiir. Antibiyotik direncinin halen en ©nemli
sorunlardan biri oldugu diisiiniildiigiinde, dogada bulunan Actinomycete
tirlerinin antibiyotik iiretiminde halen yeri oldugu ve yeni antibiyotik
tiirevlerinin bulunmasinda katkilarinin olacag: goriilmektedir.
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