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Ozet

Bu ¢aligmada, Ankara ve Adana’da (Tirkiye) sumak bitkisinin yetistigi degisik toprak 6rneklerinden izole edilen 44 streptomisetin in vitro

kosullarda antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Bu amagla, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Stenotrophomonas mal-
tophilia tiirlerine ait cogul antibiyotik direnci gésteren suslarin da dahil oldugu toplam 12 sus kullamilmustir. izolatlarin % 36° s1 test edilen mikro-
organizmalar iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermistir. Aktif izolatlarin, % 81’ i Gram pozitif ve % 25’1 ise Gram negatif bakteriler iizerinde
antibakteriyal aktivite gdstermistir. Izolatlarin % 69° 1 antikandidal aktivite gostermistir. 16 izolat S. aureus suslarin gelisimini degisik oranlarda
inhibe etmistir. Bu izolatlardan 3’niin metisilin direngli Staphylococcus aureus’a (MRSA) kars1 yiiksek etkinlikte oldugu belirlenmistir. izolatlarin
higbiri ¢oklu antibiyotik direngli S. maltophilia MU64 tizerinde antibakteriyal aktivite gostermemistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Mikroorganizma, Streptomyces.

Antimicrobial Potential of Antagonistic Streptomycetes Isolated from the Soil
of Sumac Grown

Abstract

In this study, the in vitro antimicrobial activity of 44 Streptomycetes isolated from the different soil samples of sumac grown in Ankara and
Adana (Turkey) were investigated. For this purpose, total 12 strains including multiple antibiotic resistant Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis and Stenotrophomonas maltophilia were used. 36% of the isolates showed antimicrobial activity against the test microorganisms. 81%
and 25% of active isolates showed antibacterial activity on the Gram positive test bacteria and Gram negative test bacteria, respectively. 69% of the
isolates showed anticandidal activity. 16 isolates inhibited the growth of S. aureus strains at different rates. It was determined that three of them were
high active on methicilline resistant Staphylococcus aureus (MRSA). None of the isolates didn’t show antibacterial activity on multiple antibiotic

resistant S. maltophilia MU64.
Keywords: Antimicrobial activity, Microorganism, Streptomyces.

GIRIS

Son 50- 60 yil icinde kullanima giren antibiyotikler
insan yagamina ¢ok onemli katki saglamig, 6limciil pek ¢ok
enfeksiyon hastaliginin basariyla tedavisini olanakli kilmistir.
Insanhk tarihinin en énemli buluslarindan olan antibiyotikler,
uygunsuz ve gereksiz kullanimlart sonucu gelisen direng
nedeniyle giiniimiizde etkilerini 6nemli oranda kaybetmislerdir
[1].

Stafilokoklar, antibiyotik Oncesi donemde en Oldiiriicii
bakterilerden biri olarak tanimlanmistir. Penisilinin kullanima
girmesi ile sorun olmaktan ¢ikmaya basladig diisiiniilmiigse de,
ii¢ y1l sonra penisilinaz iireten suslar ortaya ¢ikmistir. 1960°1ara
gelindiginde ise betalaktamaz iireten dolayisiyla metisiline
direngli suslari (MRSA) bildirilmeye baglanmistir.  Son
yillarda ise, hastane kaynakli S. aureus tiiriine ait bakterilerde
vankomisine direngli kokenler bildirilmektedir. Giiniimiizde
artik bu direncli suslarin sadece hastane etkeni degil, toplumsal
kokenli olmasi ayrica ¢ok ciddi 6nem tasimaktadir [2-4].

Stenotrophomonas — maltophilia  dogada ve hastane
ortaminda yaygin olarak bulunan firsatgr bir patojendir.
Ozellikle hastanede ve siklikla yogun bakim {initelerinde
yatan immiin yetmezligi olan hastalarda giderek artan siklikta
nozokomiyal infeksiyon etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir
[5-7]. Bu bakterinin nozokomiyal patojen olarak 6nemi son
yillarda giderek artmistir [7,8]. S. maltophilia beta-laktamaz,
aminoglikozid asetil transferaz ve eritromisini inaktive eden
enzimleri ve efliiks pompalart kodlayan genleri nedeniyle
birgok antibiyotige direnglidir. Bu nedenle tedavide birgok
direng sorunuyla karsilagilmaktadir. S. maltophilia giinimiizde
tedavide kullanilan karbapenemler dahil pek c¢ok genis
spektrumlu antibiyotige direng gdsterebilmektedir [9].

Antimikrobiyallerin kullanimi arttikca bakteriyal patojenler
tarafindan ortaya konan diren¢ mekanizmalart daha da artmis
ve karmagsik bir hal almistir. Cogul antibiyotiklere direngli
bakterilere kars1 kullanilan antibiyotiklerin giin gegtikge etkisini
yitirmesinin en O6nemli mekanizmast bakterilerin salgiladigi
B-laktamaz enzimleridir. Direngli patojenlerde ki artis, yeni
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hastaliklarin gelisimi, kullanilan bilesiklerin toksisitesindeki
artts nedeniyle kesinlikle yeni mikrobiyal metabolitlere ve
farkls stratejilere ihtiya¢ duyulmaktadir [10,11].

Streptomycetes, Actinomycetales takiminin Gram pozitif,
aerob tyeleridir [12]. Dogal habitatlar1 topraktir [13] ancak
farkli ¢evrelerden de izole edilebilirler, bunlar farkli toprak
cesitleri, bitki materyalleri, sular ve deniz sedimentleridir
[14,15]. Streptomisetlerin en &nemli 6zelligi sekonder
metabolit iiretebilme yetenegidir [16]. Bunlar arasinda en
onemlileri antibiyotikler, enzimler [17] ve pigmentlerdir [18].
Bilinen antibiyotiklerin bir¢ogu streptomisetler tarafindan
iretilmektedir [19].

Streptomycetes igin en yaygin habitat topraktir. Nitekim
aktif bilesik liretimi acisindan degerlendirmek tizere degisik
toprak Orneklerinden izole edilen bu grup bakterilerde
tarama caligmalart devam etmektedir. Su ana kadar sumak
bitkisinin  yetistigi topraklarin mikrofloras1 bu agidan
degerlendirilmemistir. Bu ¢alismada, iilkemizde sumak
bitkisinin gelistigi bazi toprak orneklerinde biyoaktif bilesik
iretmek suretiyle antibiyotik iiretimi i¢in potansiyel olabilecek
streptomisetlerin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Toprak érneklerinin alinmasi ve Streptomiset izolasyonu

Nisan2008-Eyliil2008 tarihleriarasindaAdanave Ankara’da
sumak bitkisinin yetistirildigi alanlarin topraklarindan 6rnekler
temin edilmis ve aseptik kosullarda laboratuvara getirilmistir.
Toprak 6rnekleri CaCO, (10:1 w/w) ile kanstirtlarak 37 °C
‘de 4 giin inkiibe edilmistir. Ringer solution’u kullanilarak
ornekler diliie edilerek 45 °C “de 16 saat su banyosunda inkiibe
edilmistir. Diliisyonlardan actinomycete isolation agar (AIA)
besiyerine inokiilasyonlar yapilmistir. Plaklar 28 °C ‘de 7 giin
inklibasyona birakilmigtir. Tipik streptomiset kolonileri yeast
extract-malt extract agar (ISP2) besiyerine alinmistir. Elde
edilen saf kiiltiirlerin spor silispansiyonlart antimikrobiyal
etkinlikleri belirleninceye kadar % 10 gliserol i¢inde (v/v) -20
°C ‘de muhafaza edilmistir.

Cizelge 1. S. aureus MU38, MU40 ve S. maltophilia MU64’ tin
antibiyotik direng 6zellikleri.

Sus Direng ozellikleri

S. aureus MU38 P, AK, DA, CN, ME, TEC, TE, OX,

S. aureus MU 44 P, AK, CN, KF, ME, TE, OX, DA

S. epidermidis MU 30 P, AK, DA, CN, OX, TEC, TE
MEZ, TIM, CAZ, FEP, CRO, CTX,
KF, IPM, P, AK, TOB, NET, CN,
TE, NOR, C, SXT, TVA, AM, PRL,
ATM,SAM, AMC

S. maltophilia MU 99  ve
S. maltophilia MU64

P: Penisilin (10 U), AK: Amikasin (30mcg), DA: Klindamisin (2mcg), CN:
Gentamisin (10mcg), KF: Sefalotin (30mcg), ME: Metisilin (5mcg), TE:
Tetrasiklin (30mcg), OX: Oksasilin (1mcg), TEC: Teikoplanin (30mcg).
MEZ: Mezlosilin (75mcg), TIM: Ticarsilin+klavulanik asit (75+10mcg),
CAZ: Seftazidim (30mcg), FEP: Sefepim (30mcg), CRO: Seftriakson
(30mcg), CTX: Sefotaksim (30 mcg), IPM: Imipenem (10mcg), TOB:
Tobramisin (10mcg), NET: Netilmisin (30mcg), NOR: Norfloksasin
(10mcg), C: Kloramfenikol (30mcg), TVA: Trovafloksasin (10mcg), AM:
Ampisilin (10mcg), PRL: Piperasilin (100mcg), ATM: Aztreonam (30mcg),
SAM: Sulbaktam+Ampisillin (10+10mcg), AMC: Amoksisillin+Klavulanik
asit (20+10mcg), CIP: Siprofloksasin (5mcg), SXT: Trimetoprim-
sulfametoksazol (1.25+23.75mcg).

Test mikroorganizmalari

Calismada izolatlarin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek
amact ile 6 Gram pozitif (Bacillus subtilis ATCC 6633,
Staphylococcus epidermidis MU30, S. aureus MU38, S.
aureus MU44, S. aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus
NRRL B-4375), 5 Gram negatif (Stenotrophomonas maltophila
MU64, S. maltophila MU 99, Pseudomonas aureginosa ATCC
27853, P. fluorescens MU 87, Escherichia coli ATCC 35218) ve
1 maya (Candida albicans ATCC 10239) olmak {izere toplam
12 mikroorganizma kullanilmigtir. Bu mikroorganizmalardan S.
maltophila (MU64, MU 99) coklu antibiyotik direncine sahiptir.
S. aureus MU38 ile MU40 ise metisiline direnglidir (MRSA).

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Balanced sensitivity medium (BSM) besiyeri i¢eren plaklar
hazirlanmis ve streptomiset izolatlari tek ¢izgi yontemi ile petri
plagiim merkezine ¢izgi seklinde inokiile edilmistir. 28°C” de 4
giinliik inkiibasyondan sonra 90™1ik bir agida test organizmalari
ile streptomiset suslarma dogru tek ¢izgi ekim yapilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonucunda olusan inhibisyon zonlar1t mm
olarak ol¢tilmiistiir [20].

BULGULAR

Calismada 12 adet toprak Orneginden toplam 44
streptomiset izole edilmistir. Bu izolatlarin antimikrobiyal
aktiviteleri BSM besiyeri kullanilarak belirlenmistir. Bu
amagla 5’1 ¢ogul antibiyotik direngli bakteri olmak iizere
12 test mikroorganizmast kullanmilmistir. Test bakterilerinin
direng profilleri Cizelge 1°de verilmistir. Izolatlarin bu
mikroorganizmalar iizerindeki inhibisyon zonlarina ait veriler
Cizelge 2’ de sunulmustur.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde; 16 izolatin
degisik test mikroorganizmalari iizerinde inhibisyon etkisi
gosterdigi, geri kalan 28 izolatin ise hi¢bir test mikroorganizmasi
iizerinde etki gostermedigi saptanmistir. Calismada en yiiksek
etkiyi Streptomyces SS3, M. luteus izerinde 30 mm zon ¢ap1 ile
gostermistir. Bu izolat, S. aureus MU38 (MRSA) tizerinde ¢ok
yiiksek olmasa da inhibisyon etkisi gostermistir.

SS25 izolat1 ise 6 farkli test organizmasi iizerinde etkili
olmustur, bunlardan C. albicans ATCC 10239 (25mm), B.
subtilis ATCC 6633 (22mm) ve M. luteus NRRL B-4375
(25mm) {iizerinde goriilen aktivite ise Onemli diizeydedir
(Cizelge 2). B. subtilis ATCC 6633 iizerinde 7 streptomiset
izolat1 antimikrobiyal etki géstermistir. Bunlardan en yiiksek
aktivite (22mm) SS25 izolatina aittir. Streptomiset izolatlariin
%25 1 C. albicans ATCC 10239 susu tizerinde antifungal
aktivite gostermistir. En yiiksek antikandidal aktivite (25mm)
SS25 izolati tarafindan gerceklestirilmistir.

TARTISMA ve SONUC

Mikroorganizmalarin diren¢ mekanizmalarindan bir veya
birkacini kullanarak antimikrobiyallere giderek artan direng
kazanmalari sonucu [10,11] arayislar yeni antibiyotikler izerine
yogunlagsmistir. Bilinen antibiyotiklerin %350’sinden fazlasi
Aktinomisetler tarafindan tiretilmektedir bu nedenle ¢alismalar
da Streptomisetler tizerinde yogunlagmistir [19].

Bu caligmada, yurdumuzun iki farkli bolgesinde
sumak bitkisinin yetistigi topraklardan Streptomyces cinsine
ait bakterilerin izole edilerek antibiyotik liretme potansiyeline
sahip olabilecek izolatlarin daha ileri caligmalarda kullanilmak
tizere belirlenmesi amaglanmistir.
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Cizelge 2. Streptomyces izolatlarinin antimikrobiyal aktiviteleri.

Test Mikroorganizmalari

B. S.
S. S. S. M.
aureus

ATCC
25923

izolatl subtilis
zolatlar ce
6633

epidermidis
MU30

aureus
MU38

aureus

MU44 B-4375

luteus NRRL  maltophilia

. P, C.
E. coli P

ATCC aureginosa
AT

35218 e
27853

S. S.
albicans

ATCC
10239

maltophila
MU99

Sfluorescens

MU 64 MU87

Inhibisyon zonu (mm)

ss1 - - - - - -
SS2 - - - - - -

SS7 5 25 25 25 - 15

SS9 - - - - - -
SS10 - 10 14 11 - 14
Ssil - -
Ss12 - - - - - -
SS13 - - - - - -
SS14 - - - - - -
SS15 - - - - - -
SS16 - 15 20 - - 5
SS17 2 - - - - -
SS18 - - - - - -
SS19 - - - - - -
$S20 - - - - - -
SS21 - - - - - -
Ss22 - - - - - -

$S23 - - - -

$S24 - - - - - -
S$S25 2 16 15 12 - 25
$S26 - - - -

$S27 - - - - - -
S$S28 12 14 14 10 - 13
$S29 8 10 10 - - 25
SS30 - - - -

SS31 - - - -

SS32 - - - -

$S33 - 15 14 14

SS34 - - - -

SS35 - - - -

SS36 - - - -

SS37 - - - - - -
SS38 - 13 12 - 10 20
S$S39 - - - -

SS40 - - - -

SS41 - - - -

SS42 - - - - - -
SS43 7 - - - - 3
SS44 2 - - - - 7

Cogul antibiyotik direngli Staphylococcus aureus suslart
(MU38 ve MU44) iizerinde toplamda 10 streptomiset izolat1
(SS3, SS7, SS10, SS11, SS16, SS25, SS28, SS29, SS33 ve
SS38) antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ozellikle SS7° nin
antagonistik aktivitesi (25mm) dikkate degerdir. Bundan baska,
SS28 izolat1 test edilen ¢oklu antibiyotik direngli stafilokoklar
da dahil olmak iizere ¢ogu Gram pozitif bakteriyi degisik
oranlarda inhibe etmistir. Ug farkli S. aureus susu iizerinde
(ATCC 25923, MU38 ve MU44) sadece SS3 izolati etki
gostermistir. Diger aktivitesi olan izolatlarin ¢ogu S. aureus
MU38 ve MU44 iizerinde etkili olurken yalnizca tek bir sus
lizerine etki gosterenlerde olmustur. S. epidermidis MU30
lizerinde ise 8 streptomiset izolati antimikrobiyal aktivite
gostermistir. SS7 izolat1 S. epidermidis MU30, S. aureus MU38
ve MU44 suslari tizerine ayni etkiyi (25mm) gostermistir.

S. aureus, hastane infeksiyonunun [21] yani sira,
gida bozulmasi, osteomiyelit, endokarditis, toksik sok
sendromununun da 6nemli bir etkenidir [22-25]. Metisiline
direngli S. aureus’ lar (MRSA) hastane infeksiyonlarindan
sorumlu ve diinyanin her yerinde goriilen mikroorganizmalardan
biridir [26-28]. Son yillarda antibiyotiklere c¢oklu direngli
stafilokokal infeksiyonlar alarm vermekte [29-32] ve diinya
capinda, bu organizmalar durdurulamaz 6ldiiriicii olma yolunda
ilerlemektedir [33].

Denizci [34] yaptigir calismada, izolatlarmm %36’ mnin
test mikroorganizmalarina karsi aktif oldugunu saptamistir.
Bu c¢alismada da benzer bir sekilde tim izolatlarin %36°s1
aktivite gostermistir. Oskay ve arkadaslar1 [35] yaptiklar
caligmada, aktif streptomiset izolatlarmin %16’mda Gram
pozitif bakterilere, %6’mnda Gram negatif bakterilere karsi
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antibakteriyal aktivite saptamiglardir. Bu ¢aligmada ise Gram
pozitif bakterilere karst izolatlar aktivite gosterirken, Gram
negatif bakterilere karsi bu etki birkag izolatta gériilmiistiir.

Gram negatif test bakterileri lizerinde izolatlarin inhibisyon
etkileri yok denecek kadar azdir. SS28 ve SS7 izolatlart P
aureginosa ATCC 27853, SS1 ise P, fluorescens MU 87 tizerinde
etki gostermistir ancak her iki izolatin da antimikrobiyal
aktivitesi cok diisiiktiir. Coklu antibiyotik direnci gosteren S.
maltophila MU 64 ve MU 99 tiiriine ait 2 sus lizerine bir izolat
disinda higbir izolat etki gdstermemistir. E. coli ATCC 35218
iizerinde higbir izolatin antimikrobiyal etkisi goriilmemistir.
Sahin ve Ugur [36] yaptiklar1 ¢aligmada benzer bir sekilde
streptomiset izolatlarinin  %45.9” unun antibakteriyal aktivite
gosterdigini, en diisiik aktivitenin ise Gram negatif bakterilere
kars1 oldugunu bildirmislerdir.

Rizk ve arkadaslarma [37] gore, kirmizi pigmentli
Streptomiset izolatlarinin genis ¢apta antifungal aktiviteye
sahip oldugunu rapor edilmistir. Kathiresan ve arkadaslar1 [38]
ise izolatlarm %12.5 nun antifungal aktiviteye sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alisma da ise benzer bir sekilde antifungal
aktivite gosteren izolatlarin orani % 25° dir.

Bu calismada, izole edilen 44 streptomiset antimikrobiyal
metabolit {iretme etkinligi agisindan arastirilmistir. izolatlardan
Streptomyces sp.SS7, metisiline direngli S. aureus test
bakterileri iizerindeki aktivitesi Streptomyces sp. SS25, C.
albicans iizerindeki aktivitesi nedeniyle iimit vaat edicidir ve
ileri aragtirmalarda kullanilabilir.
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