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OZET

Belirli Fungus Tiirlerinin Bazi Bakteri Tiirleri Uzerinde Antimikrobiyal
Aktivitelerinin Arastirilmasi

Bu c¢alismada Aspergillus niger, Aspergillus wentii, Aspergillus terreus,
Penicillium digitatum ve Trichothecium roseum mikrofunguslarinin Staphylococcus
aureus ATCC 6538 P, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 ve Salmonella sp. ATCC 14028
standart suslarina karsi antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir.

PDA (Merck) besiyerinde 7 giinliikk inkiibasyonu dolmus mikrofungus
kiiltiirlerinden Thoma lamiyla ml’sinde 10® spor olacak sekilde sayilmustir. iginde 100
ml PDB bulunan 500 cc’lik erlenmayer igine her bir mikrofungus i¢in 1 ml
konulmustur. Daha sonra 28°C’de 14 giin inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyonu dolmus mikrofungus Kkiiltiirlerini iceren PDB’ler, daha sonra
Whatman No 4 kagidiyla miselyumlardan filtrasyon yardimiyla ayrilmistir. Kiiltiir
stipernatantlar1 50 cc’lik diklorometan ile 3 kez yikanarak ekstrakte edilmistir. Ayirma
hunisiyle besiyerinden uzaklastirilan diklorometanlar evaporator balonlarina alinip,
evaporasyon aletiyle azot gazi altinda ugurulmustur. Boylece muhtemel antimikrobiyal
maddeler evaporator balonunun alt kisminda kristal halinde kalmigtir. Bu kristal
halindeki antimikrobiyal maddelere aseton koyulmus ve bir sonraki asama i¢in hazir
hale getirilmistir.

Disk difiizyon yontemi ve celik halka yontemi kullanilarak mikrofunguslardan
elde edilmis antimikrobiyal maddeler, 50 ve 100 pl Muller Hinton Agar besiyerine
inokule edilmis standart suslara karst denenmistir. Kontrol grubu olarak 50 ve 100 pl
aseton ve kontrol antibiyotigi denenmistir. Olusan zon c¢aplart s6z konusu
mikrofungusun bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitesi oldugunu géstermistir.

Bu tez TUBAP (2010 -12) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, mikrofungus, disk difiizyon yontemi,

celik halka yontemi
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ABSTRACT

Investigation of Antimicrobial Activities of Some Species of Fungi on Some
Species of Bacteria:

In this work, Antimicrobial activities are investigated that Aspergillus niger,
Aspergillus wentii, Aspergillus terreus , Penicillium digitatum and Trichothecium
roseum of microfungi against Staphylococcus aureus ATCC 6538 P, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 , Bacillus subtilis ATCC 6633 , Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 and Salmonella sp. ATCC 14028 standard strains.

Microfungus samples were incubated for 7 days at PDA medium, counted as a 10°
spor in 1 ml by microscopy. 1 ml was put into 500 cc erlenmayer in 100 PDB for each
microfungus then incubated for 14 days at of 25 °C.

Some PDBs that contains implemented microfungus culteres were separated from
myceliums with Whatman no: 4 paper by filtration. Culture supernatants were washed 3
times with 50 cc dichloromethane and extracted.

Dichloromethanes were removed from medium by seperating funnel then taken into
evaporator balloons, blown under nitrogen gas by evoparation equipment.
Consequently, likely antimikrobial substances had stayed as crystal cas at the bottom of
evaporator balloon. Acetone was put into these antimicrobial substances and we
proceeded for next step.

Antimicribial substances which were obtained from disc diffusion method and steel
ring method were tested against Standard strains inoculated into 50 ml and 100 ml
Muller Hinton Agar medium. As a control group 50 and 100 pl acetone and control
antibiotics were tested. Sensivity zone diameters shown antimicrobial activity against
mikrofungus to bacteria.

This work has supported by TUBAP (2010)

Key words: Antimicrobial acitivity, microfungus, disc diffusion method, steel ring

method
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BEYAN

Bu tez ¢alismasiin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safthalarda etik disi davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasinda elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklart da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Oztiirk DUNDAR
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TESEKKUR

Tez konumu beraber belirledigim, tiim calismalarim boyunca beni yonlendiren,
tiim kisisel bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim, her tiirlii destek ve ilgiyi benden
esirgemeyen Biyoloji Bolim Baskani, degerli tez hocam sayin Prof. Dr. Ahmet ASAN
(Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii)’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tez caligmalarima katkida bulunan, kullandigim mikrofungus tiirlerini teshis eden
ve tezimi yazarken tiim bilgi ve becerilerini benimle paylasan degerli hocam Aras. Gor.
Dr. Burhan SEN (Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii)’e tesekkiir
ederim.

Tez konusunda benimle fikir ve bilgilerini paylasan Uzm .Dr. Suzan Okten
(Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii)’e tesekkiir ederim.

Tez ¢alismam sirasinda bana istedigim zamanlarda laboratuar ara¢ ve gereclerini
kullanmama izin veren Kimya Boliimii 6gretim iiyeleri ve Kimya Bolimii Yiiksek
lisans ve doktora Ogrencisi arkadaslarim (Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya
Bolimi)’a tesekkiir ederim.

Tez calismam sirasinda gerektiginde bana izin veren Laboratuar sorumlum Uzm.
Analist Aysegiil Erdem (Deva Ilag Topkapt Mikrobiyoloji Laboratuar1 Sorumlusu)’e

tesekkiir ederim.

Bana biiylik glic veren, beni bugiinlere getiren, maddi ve manevi her tiirlii
destegini benden esirgemeyen, basarilarimla gurur duyan, her zaman yanimda olan ve
olacak olan annem ve babam Kudret /HACI RAMAZAN DUNDAR , ablam Ozlem
DUNDAR, agabeylerim Ozcan /Ozkan /Ozgiir DUNDAR ve kardesim Ugur DUNDAR

olmak {izere tiim aileme en icten duygularimla tesekkiir ederim.
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GIRiS

A. ANTIMIKROBIYAL MADDELER

Antimikrobiyal maddeler (AMM); mikroorganizmalar1 6ldiiren (=mikrobisid etki)
veya onlarin {lremesini /gelisimini engelleyen (=mikrobiyostatik etki) kimyasal
maddelerdir. Bu tanima; dezenfektanlar, antiseptikler, antibiyotikler ve inhibitor etkili
diger bazi maddeler girmektedir. Hipokloritler, kloraminler, iyodoforlar, kuarterner
amonyum bilesikleri, amfoterik bilesikler, oksidan maddeler (hidrojen peroksit,
perasetik asit, ozon, vb.), alkaliler (sodyum hidroksit); kostik veya kostik soda ,
potasyum hidroksit gibi), asitler, alkoller, aldehitler (formaldehit gibi), fenol ve
tirevleri, sabunlar, agir metal iyonlar1 ve tuzlarn gibi cesitli dezenfektanlar ve
antiseptikler, penisilin, streptomisin ve tetrasiklinler gibi cesitli antibiyotikler, metilen
mavisi, kristal violet ve brilliant green gibi inhibitor etkili cesitli mikrobiyostatik
boyalar ve sodyum kloriir ve sodyum nitrit gibi koruyucu olarak kullanilan bazi gida

katki maddeleri AMM’lere 6rnek olarak gosterilebilir.

AMM’lerden dezenfeksiyon ve antisepsi yaratma amaciyla veya enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde ila¢ (antibiyotik) olarak ya da gidalarda koruyucu katki
maddesi olarak yararlanilmaktadir. Dezenfektanlar alet-ekipman, cansiz materyal (su
gibi) ve cansiz yiizeyler ile kiiclik oda ve bdlmelerin atmosferine , antiseptikler ise
canlinin deri ve mukozasina uygulanan dezenfeksiyon etkili AMM’lerdir.
Dezenfektanlar; hastane ve benzeri saglik kuruluslar, gida isletmeleri, lokanta,
yemekhane ve restaurant gibi toplu gida tiikketim yerleri, yemek fabrikalari, hayvan
iiretim ciftlikleri, tuvaletler ve ¢6p toplama vb. alanlarda yer alan her tiirlii alet-ekipman
ve ylizey (tavan, taban, duvar, tezgah, tank, bidon, kova, vb.) ile kiiciik oda veya
bdlmelerin atmosferi ve su gibi diger bazi cansiz materyalin dezenfeksiyonunda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Diger taraftan, bazi AMM’lerden selektif (secici)

besiyerlerinde selektivite ajan1 olarak da yararlanabilmektedir.



B. ANTIMIKROBIiYAL MADDE ETKINLIGININ TEST EDILMESI

Bu amagla, AMM’lere genelde duyarli oldugu bilinen mikroorganizma suslarindan
yararlanilir. Spesifik ve duyarli test mikroorganizmasmin se¢imi ve kullanimi bu
testlerin ilk ve Onemli asamasidir. En yaygm kullanilan test mikroorganizmalari
Salmonella typhosa, Staphylococcus aureus, Bacillus stearothermophilus, B.
mesentericus ve Streptococcus thermophilus suslaridir. Bu testlerle bir AMM’nin belli
bir test mikroorganizma iizerindeki etkisi ‘minimal inhibitér konsantrasyonu’ (MIK)
veya “minimal inhibisyon konsantrasyonu” seklinde belirlenebildigi gibi, s6z konusu
herhangi bir mikroorganizma susunun belli bir AMM’ye kars1 duyarliligi da ortaya
konulabilir. Diger taraftan bu testlerden yararlanilarak herhangi bir ortamdaki (bir

ylizey, bir gida, vb.) AMM varlig1 da nitel veya nicel olarak ortaya konulabilmektedir.

AMM etkinliginin test edilmesinde bir¢ok yontemden yararlanilabilmektedir. Ancak
“tiip dillisyon yontemi” ve “agar diflizyon yontemi” bu amagla kullanilan en yaygin

yontemlerdir.

Tiip Diliisyon Yontemi:

Bu yontemle daha ¢ok AMM’lerin MIK ve/veya MLK degerleri belirlenmeye
calistimaktadir. MIK degeri; denenen test mikroorganizma suspansiyonunda (belli
sayida canli mikroorganizma iceren kiiltiir sivist) test kosullarinda iiremeyi (mevcut
canlt hiicre sayisimin artisini) inhibe eden en diisiik AMM konsantrasyonudur.

MIK degeri; mikroorganizma cesidi ve sayis1 , besiyeri bilesimi ve pH’s1, inkiibasyon
sicaklik ve siiresi gibi faktorlerden etkilenir. Dolayisiyla MIiK sonucu verilirken test

kosullar1 ayrica belirtilmelidir.

Agar Difiizyon Yontemi:

Pek ¢ok AMM’nin (dzellikle antibiyotik ve dezenfektanlarin ) etkinligi bu yontemle
kolay ve kisa siirede ortaya konulabilir. Bu yontemden yararlanilarak test edilecek
mikroorganizmanin AMM/AMM’lere duyarlhiligi veya herhangi bir ortamdaki bir
AMM’nin varlig1 da belirlenebilmektedir.



Yontem; test mikroorganizmasi asilanmis petri kutusundaki uygun bir agarl
besiyerine uygun bir sekilde eklenen AMM’nin ( ya da AMM igerdiginden siiphenilen
Ornegin), besiyerinde diffiize olmasi ve diffiize oldugu alanda test mikroorganizmasinin
gelisimini engelleyip engellemediginden belirlenmesi prensibine dayanmaktadir.

Denenen AMM test mikroorganizmasi iizerinde etkiliyse; AMM’nin eklendigi yerin
cevresinde, inkiibasyon sonrasinda mikroorganizma gelisiminin goézlenmedigi bir
‘inhibisyon zonu’olusur. Petri kutusundaki agar ylizeyinde koloni olusumu seklinde
tireme gozlenirken, inhibisyon zonu i¢inde mikroorganizma gelisimine isaret eden
higbir koloniye rastlanmaz. Inhibisyon zonu mikroorganizma gelisiminin engellendigini

gosterir.

Agar difiizyon yontemi birkag sekilde uygulanabilmektedir. Ancak en yaygin
uygulama sekli “kagit disk agar diflizyon” ve “delik agar diflizyon” yontemleridir.

1. Kagit Disk Agar Difiizyon Yontemi:

Bu yoOntemin ilk asamasinda, segilen test mikroorganizmasinin daha Onceden
hazirlanan geng¢ sivi kiiltlirii (18-24 saatlik) dokme plak yontemi ya da yiizeye yayma
yontemiyle uygun bir agarl besiyerine asilanir. Bu amagla daha c¢ok ylizeye yayma
yontemiyle asilama tercih edilmektedir.

Yiizeye yayma yoOnteminde; steril bos bir petri kutusuna dokiilmiis ve katilagmasi
saglanmig steril agarli besiyerinin kuru yilizeyine sivi kiiltiirden steril pipetle 0.1 ml
ornek aktarilir ve alevde sterilize edilmis bir Drigalski 6zesi ile agar yiizeyinde yayma
yapilir. Yiizeye yayma, sivi kiiltiire daldirilan steril bir ekiivyonla direkt olarak da
gerceklestirilebilir. Yiizeye yayma yontemi ile ekim yapilmis agarli besiyeri oda
sicakliginda 5-10 dakika bekletilir.

Dokme plak yontemiyle asilamada ise; sivi kiiltiirden 1 ml 6rnek alinarak i¢i bos
steril bir petri kutusuna aktarilir. Bunun {izerine daha 6nceden hazirlanmis ve yaklasik
50 °C’ye sogutulmus steril agarli besiyerinden 15-20 ml kadar dokiiliir ve petri kutusuna
lic defa sag ve daha sonra da ii¢ defa sol yone ¢evirme hareket: yaptirilarak 6rnek ile
besiyerinin karigmasi saglanir. Ekim yapilmis agarli besiyeri katilagsmasi i¢in oda

sicakliginda 5-10 dakika bekletilir.



Daha 6nce hazirlanarak uygun bir kapali kapta otoklavda sterilize edilen yaklasik 1-
1.5 cm ¢apindaki kagit diskler (absorblama giicii yiiksek olan kagit filtre kagitlarindan
hazirlanmis) bulundugu kapali kaptan aseptik kosullarda ve steril bir pens yardimiyla
tek tek alinir ve her bir disk denenecek AMM’nin farkli diliisyonuna ya da farkli bir
AMM c¢ozeltisine daldirilarak ¢ozeltiyi absorblamasini saglamak iizere bu sekilde kisa
bir slire beklenir. Daha sonra kagit disk ¢6zeltiden ¢ikarilir ve sivinin fazlasi ¢ozelti
tiibiiniin agiz kismina degdirilerek drene edilmeye g¢alisilir. Cozeltiyi absorblamis ve
stvinin fazlasi alinmig disk, test mikroorganizma asilanmis agarli besiyerinin yiizeyine
yerlestirilir. Eldeki pensle diskin iist kismina hafifce bastirilarak alt ylizeyinin besiyeri
ylizeyine tam olarak temas etmesi saglanir. Steril kagit disklerden bir tanesi ise ayni
sekilde hareket edilerek steril damitik suya daldirilir, sivinin fazlasi drene edilir ve

kontrol (AMM igermeyen 0rnek) olarak agarli besiyeri tizerine yerlestirilir.

Petri kutusundaki agarli besiyerinin ylizeyine, kontrol de dahil olmak iizere uygun
araliklarla en fazla 5-7 disk yerlestirilmelidir. Aksi takdirde, agarl besiyeri yiizeyinde
disklerden diffiize olacak farkli ¢ozeltilerin birbirine karisma sorunu yasanabilir ve bu

durum yanlis test sonuglar1 alinmasina neden olabilir.

Yontemin en son asamasinda ise, petri kutusu diiz sekilde etiive yerlestirilir ve test
mikroorganizmasina uygun kosullarda inkiibasyonu (6rnegin 37°C de 24-48 saat)
saglanir. Petri kutusu, inkiibasyon sonrasinda disklerin ¢evresinde olusacak inhibisyon

zonlar1 yoniinden incelenmeye alinir

Inhibisyon Zonlarimin Ozellikleri:

Inhibisyon zonlar1 temizlik ve cap yonlerinden incelenmelidir. Inhibisyon zonlari
temiz olmali ve iginde hicbir koloni igcermemelidir. Ancak inkiibasyonun 24. saatinde
inhibisyon zonlar1 temizken, bazen 48 saat sonunda zon icinde koloniler olugmaya
baslayabilir. Bu nedenle inhibisyon zonlar1 inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde ayri
ayr1 incelemeye alinarak degerlendirilmelidir. Zon ¢ap1 ile AMM nin inhibisyon giicii
arasinda her zaman dogrusal bir iliski yoktur. Inhibisyon zonunun ¢api; AMM nin
inhibisyon giiciiniin yani sira, bu maddenin besiyerinde diffiize olma derecesine de

baglidir.



2. Delik Agar Difiizyon Yontemi:

Bu yontemde de aynen kagit disk agar difiizyon yonteminde oldugu gibi hareket
edilmektedir. Ancak delik agar difiizyon yoOnteminde test mikroorganizmasiyla
astlanmig agarli besiyeri yiizeyine AMM emdirilmis kagit diskler yerlestirilmemekte,
bunun yerinde besiyerinde uygun araliklarla ve belli sayida delikler agilarak bu
deliklerin her birine denenecek AMM ¢ozeltisi dokiilmektedir.

Agarli besiyerine test mikroorganizmasinin asilanmasinda aynen kagit disk agar
difiizyon yoOnteminde oldugu gibi hareket edilmektedir. Test mikroorganizmasi
asilanmis agarli besiyerinde delik agmak i¢in steril i¢i bog cam veya metal borular ya da
tiiplerden yararlanilir. Bu boru veya tiiplerin agiz ¢aplar1 yaklasik 1-1.5 cm olmalidir.
Bu amacla agiz ¢aplari uygun Durham tiipleri kullanilabilir. Tiibiin (veya borunun) agiz
kismu etil alkole daldirilir ve daha sonra alevden gecirilerek sterilize edilir. Tiip agzi
soguduktan sonra agarli besiyeri yiizeyine tam dik pozisyonda temas ettirilir. Daha
sonra tlip dik vaziyette besiyeri dibine kadar daldirilir ve kendi ekseni etrafinda hafifce
saga ve sola dondiiriiliir. Bu hareketle agarli besiyeri halka seklinde kesilmis olacaktir.
Tiip yine dik vaziyette besiyerinden c¢ikarilir. Bu islem sonrasinda, kesilmis agarh
besiyeri ¢ogunlukla tiipiin i¢ine gecer ve tliple birlikte uzaklagtirilir ve bdylece de
besiyeri i¢inde bir delik acilmis olur. Kesilmis agarli besiyeri tiip icine geg¢medigi
takdirde,bu kesik kisim etil alkol kullanilarak alevde sterilize edilmis bir pens
yardimziyla besiyerinden aseptik kosullarda uzaklastirlir.

Besiyerinde yukarida anlatildigi sekilde hareket edilerek uygun araliklarla ve belli
sayida delikler acilir. Petri kutusundaki agarli besiyerinde, kontrol de dahil olmak iizere
uygun araliklarla en fazla 5-7 delik agilmalidir. Deliklerin her birine denenecek
AMM nin farkl diliisyonu ya da farkli bir AMM ¢o6zeltisi dokiiliir. Kontrol deligine ise
steril damitik su dokiiliir. Dokiim islemlerinde kiigiik hacimli steril pipetlerden (6rnegin
0.1 mI’lik) veya Pastor pipetlerinden yararlanilir. Denenecek AMM c¢ozeltisi delik igini
doldurmali ancak hig¢bir sekilde tagirilmamalidir.

Bazi durumlarda AMM ¢ozeltileri dokiildiigii agar deligi altindan petri kutusu alt
ylizeyine sizarak bu diizeyde yayilabilmekte ve sonugta da delikte bosalmalar meydana
gelmektedir. Bu sorunu yasamamak i¢in asagidaki sekilde bir yol izlenmelidir. Test
mikroorganizmasi asilanmis agarli besiyerinde delikler agilir. Herbir delik icine steril

bir pipetle yaklasik 50°C’deki steril agarli besiyerinden , deligin altin1 ince bir zar



seklinde dolduracak miktarda aktarma yapilir. Aktarilan bu agarli besiyerinin
katilagsmas1 beklenir ve daha sonra da deliklere yukarida anlatildigi sekilde denenecek
¢Ozeltiler dokiiliir.

Petri kutusu AMM c¢ozeltilerinin dokiimiinii takiben 5-10 dakika kadar hi¢bir islem
yapmadan diiz konumda tezgah {izerinde bekletilir. AMM ¢ozeltileri bu esnada agarh
besiyerinde diffiize olmaya baslar. Bu islemin amaci; petri kutusunun etiive taginmasi
aninda AMM c¢ozeltilerinin deliklerden disar1 tasma riskini en aza indirmektir.

Yontemin en son agamasinda ise , petri kutusu diiz sekilde ve yere paralel olarak,
cozeltileri delik disina tasirmadan dikkatlice taginarak etiive diiz sekilde yerlestirilir.
Petri kutusunun inkiibasyonu (6rnegin 37°C’de 48 saat) saglanir. Petri kutusu,
inkiibasyon sonrasinda deliklerin g¢evresinde olusacak inhibisyon zonlari yoniinden
incelemeye alinir. Bu incelemelerde ’kagit disk agar difiizyon yontemi’nde anlatildig:
sekilde hareket edilir.

Diliisyon Kullanim Testi (Use-Diliisyon Testi):

Bu test temelde tiip diliisyon yontemine dayanmakta ve bu testle kontamine
yiizeylerin dezenfeksiyonuna uygun AMM konsantrasyonunun belirlenmesi yoluna
gidilebilmektedir. Bu yonteme daha ¢ok fenolik olmayan dezenfektanlarin etkinligini
belirlemek i¢in basvurulmaktadir. Bu amagla, steril kiigiik paslanmaz c¢elik silindirler
veya halkalar, steril kiigiik cam c¢ubuklar ya da toplu igne gibi materyalden
yararlanilmakta ve test asagida anlatildig: gibi gergeklestirilebilmektedir.

Steril paslanmaz celik silindirler (veya yukarida belirtilen diger bir materyal),
onceden hazirlanmis olan uygun bir kaptaki sivi test mikroorganizma kiiltiiriiniin (18-24
saatlik) icine birakilir ve tiimiiyle i1slanmalar1 saglanir. Burada, 1slanmis silindirler
kontamine olmus ylizeyler olarak kabul edilmektedir. Daha sonra kiiltiir s1vis1 uygun bir
kaba dokiilerek ayrilir ve 1slanmis silindirler, tabanina filtre kagidi yerlestirilmis steril
bir petri kutusuna alevde sterilize edilmis bir pens yardimiyla aseptik kosullarda
aktarilir. Silindirlerin yiizeyleri kuruyana dek bu sekilde beklenir. Bunu takiben
silindirler, aseptik kosullarda ve alevde sterilize edilmis bir pens yardimiyla tek tek
almir ve her biri, i¢inde belli konsantrasyonlarda test edilecek AMM bulunan tiiplere
ayri ayr1 birakilir. Tipler bu sekilde daha 6nceden belirlenen bir siire boyunca bekletilir
(1, 5, 10, 20, 30 veya 60 dakika). Daha sonra tiip igerigi, silindirler tiipte kalacak sekilde
dikkatlice ve aseptik kosullarda lavaboya bosaltilir. Tiipteki silindirler, iginde 7-8 ml



steril damitik su seklinde 1 dakika bekletilir. Bu siire sonunda her bir tiipteki su,
silindirler icerde kalacak sekilde lavaboya bosaltilir ve herbir silindir, i¢inde 7-8 ml
Nutrient Broth (NB) veya uygun diger sivi besiyeri bulunan tiiplere ayr1 ayr1 aktarilir
(silindirlerin bos tiipten besiyeri igeren tiibe bu aktarimlarinda;bos tiip aseptik
kosullarda agiz kismi aktarma yapilacak tiibiin agiz bosluguna denk gelecek sekilde ters
cevrilir ve bos tiiplin dibine parmakla hafifce vurularak silindirin diger tiip igine
diismesi saglanir). Kontrol olarak, petri kutusundaki silindirlerden bir tanesi i¢inde steril
NB bulunan ayr bir tiipe aktarilir. Bu kontrol tiibli ve diger biitiin NB tiipleri uygun
kosullarda inkiibe edilir (6rnegin 37°C’de 48 saat). Inkiibasyon sonunda iireme
gozlenmeyen en diisik AMM konsantrasyonu ylizey dezenfeksiyonuna uygundur
sonucuna varilir.
Bu deneme; karsilastirma yapabilmek amaciyla farkli AMM’ler (her birinin farkl
konsantrasyonlardaki  ¢ozeltileri hazirlanarak) devreye sokularak aym1 anda
gergeklestirilebilir.

Test uygulamisinda kurumaya duyarli Salmonella typhi gibi bir bakteri
kullanilmamalidir. Staphylococcus aureus veya S. cholerae-suis gibi test bakterileri bu

amaca daha uygundur (Temiz, 2010).

D. Kemoterapi ve Antibiyotikler
Tarihsel Gelisme

Kemoterapi, hastaliklarin kimyasal maddelerle tedavi edilmesi olayidir. Hastalik
tedavisinde kullanilan kimyasal maddelere kemoterapotik ajanlar adi verilir. Bu
maddelerin bazilar1 mikroorganizmalarin metabolizma {riinleri olarak {iretilirler.
Bunlara antibiyotik adi verilir. Diger bazilar1 ise laboratuarda, kimyasal yollar
kullanilarak sentetik olarak tiretilirler.

Hastaliklarin kimyasal maddeler kullanilarak tedavi edilmesinin tarihi ¢ok eskilere
kadar gider. Mesela Misirlarin hastalarina iyilesmeleri i¢in kiiflii ekmek yedirdikleri
bilinmektedir. 1500’lerde kinkona agacinin kabuklarindan elde edilen kinin, etkili bir
sekilde sitma hastalarinda kullanilmistir. Giliney Amerikali yerlilerin baglattigi bu
uygulama 1630’larda Avrupa’ya taginmistir.

1912°de Paul Ehrlich, frengi (sifiliz) hastaligina kars1 salvarsan adi verilen ilaci

kullanmistir. Boylece bakteriyel hastaliklara karsi etkili ilk kemoterapotik ajan



bulunmustur. Salvarsan, laboratuarda sentez edilen ve hastalara zarar vermeden onlar1
tedavi edebilen ilk kemoterapotik maddedir. Ancak giiniimiizde frengiye kars1 ¢ok daha
etkili antibiyotikler kullanilmaktadir. 1935°te Gerhard Domagk, prontosil adin1 verdigi
sentetik bir maddenin streptokok enfeksiyonlarmma karsi hastalara zarar vermeden
kullanilabilecegini bulmustur. Bu maddenin hasta hayvanlarin viicutlarina verildiginde
etkili oldugu halde mikroorganizmalarin laboratuar kiiltiirleri {izerine etkili olmamasi
dikkat ¢cekmistir. Fransiz kimyacis1 Jacques Trefouel ve arkadaglar1 hayvan viicutlarina
prontosil verildiginde sulfanilamid adi verilen renksiz bir madde salgilandigin1 ve
mikroorganizmalarin {izerinde asil bu maddenin etkili oldugunu gdstermislerdir.
Sulfanilamidin sadece viicut icerisinde degil aym1 zamanda mikroorganizmalarin
laboratuar kiiltiirleri iizerinde de etkili oldugu gosterilmistir. Bu bulustan sonra
sulfanilamid benzeri maddeler {izerinde yogun bir arastirma baslamis ve 1945’lerde
sulfanilamidin binlerce tiirevleri yapilmistir. Bunlara genel olarak sulfonilamidler veya
sulfa ilaclar adi verilir. Bu maddelerin bircogu bakterilerin gelismesini inhibe etmek
bakimindan sulfanilamid’ten ¢ok daha etkilidir.

Sulfonamidler gilinlimiizde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Kimyasal yapi olarak
para-amino benzoik aside (PABA) benzerler ve bu maddenin sentezlenmesini inhibe
ederek etki gosterirler. PABA memeli ve prokaryot hiicrelerin énemli bir metaboliti
olan folik asit sentezinde kullanilan bir maddedir. Sulfonamidler ise PABA’nin folik
asit yapisina girmesini engelleyerek etkili olmaktadirlar. Insanlar ve diger memeliler
gidalariyla folik asidi aldiklarindan dolayr bu maddenin eksikligi 6nemli bir problem
cikarmaz. Ancak bakteriler PABA’y1 kullanarak kendi folik asitlerini iiretmek
zorundadirlar. Bundan dolay1 sulfonamidler bakteriler icin etkili bir kemoterapotik ajan
olarak fonksiyon gortir.

Salvarsan ve sulfonamidler laboratuarda kimyasal olarak sentezlenebilen sentetik
kemoterapotik ajanlardir. Antibiyotikler ise bir mikroorganizma tarafindan metabolizma
iiriinii olarak sentez edilen ve diger mikroorganizmalar iizerinde etkili olan maddelerdir.
Bu dogal maddelerin tedavi edici etkileri, antibiyotik olarak taninmalarindan ¢ok
onceden beri insanlar tarafindan bilinmektedir. Asirlar 6nce Cinliler sivilceleri tedavi
etmek icin kiiflii soya fasiilyesi peltesi kullanmislardir. 1881°de Ingiliz mikrobiyolog
John Tyndall, i¢lerinde bakteri gelisen kiiltiir ortamlarinin bulandigin1 ancak bu

ortamlarin yiizeyinde kif gelistiginde bulanikligin kayboldugunu gézlemistir. Pasteur



ve Joubert, antraks (sarbon basilinin saf kiiltiirlerinin idrarda gelistigini ancak diger
organizmalar oldugunda gelismenin olmadigimi goérmiislerdir. 1901°de Emmerich ve
Low tavsanlar1 antraktsan korumak i¢in bu hayvanlara Pseudomonas aeruginosa’nin
stvi kiiltiirlerini enjekte etmiglerdir. 1920’lerde Gratia ve Dath antibiyotikler ile ilgili ilk
sistematik arastirmay1 yapmislar ve aktinomisetin antibiyotigini bulmuslardir. Ancak o
zamanlar aktinomisetin hastalik tedavisinde kullanilmak yerine sadece asi iiretimi
sirasinda bakteri hiicrelerinin pargalanmasi i¢in kullanilmastir.

Biitin bu bulus ve uygulamalara ragmen modern antibiyotik cagmin 1929°da
Alexander Fleming’in penisilini kesfetmesi ile basladigi kabul edilir. Fleming,
Staphylococcus aureus ekimi yapilmis bir petri plagi igerisinde, kontaminasyon sonucu
gelismis bir kiif kolonisinin etrafindaki genis bir zonda bakterilerin gelismedigini
gormiistiir. Fleming, bakterilerin gelismesine, kiif kolonisinden ortama yayilan bir
maddenin engel oldugunu diisiinmiis ve gelisen kiifiin Penicillium cinsine ait bir tiir
(Penicillium notatum) olmasindan dolay1 bu maddeye Penisilin adim1 vermistir. Ikinci
diinya savasina kadar bu madde tedavi amaci ile kullanilmamistir. Ancak savasta
yaralanan askerlerin yogun bir sekilde enfekte olmalar1 ve bunlarin tedavi edilme
ihtiyaci, Ingiliz ve Amerikan bilim adamlarinin bu madde iizerinde yogun sekilde
arastirma yapmalarini saglamis ve penisilin ‘mucize ilag’ olarak biiyiik miktarlarda
iretilmeye baslanmistir.

Penisilinin kesfinden ve tedavide kullanilmaya baslanmasindan sonra diger
antibiyotikler de birbiri pesine kesfedilmeye baslanmigtir. 1939°da Rene Dubos,
Bacillus brevis’ten gramisidin ve tirosidin antibiyotiklerini, 1944’te Bugie ve Waksman,
Streptomyces  griseus’tan Streptomisini elde etmiglerdir. Waksman ilk defa
‘antibiyotik’terimini kullanmigtir. 1947°de genis spektrumlu ilk antibiyotik olan
kloromisetin antibiyotigi bulunmustur. Bu antibiyotik hiicre i¢i bakteri patojenlerine
etkili olan bir maddedir. 1948’de Benjamin Duggar ilk tetrasiklin antibiyotigini
kesfetmistir. Bu antibiyotik genis spektrumlu bir kemoterapotik ajan olarak giiniimiizde
de yaygin sekilde kullanilmaktadir. 1950’lerde ¢ok sayida mikroorganizma, antibiyotik
tiretimi bakimindan gozden gecirilmis ve hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek
sekilde diizinelerce antibiyotik bulunmustur.

Gilinlimiizde ylizlerce antibiyotik bilinmekte ve her gilin yeni antibiyotikler

bulunmaktadir. Ayrica bilinen antibiyotiklerin modern genetik miihendislik ve
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molekiiler biyoloji teknikleri ile kimyasal yapilar1 degistirilerek daha etkili sekilde
kullanilmalar1 saglanmaktadir. Ancak bilinen antibiyotiklerin biiyiik bir ¢cogunlugunun
insan ve hayvanlara toksik oldugundan dolay1 tedavide kullanilmalari imkansizdir.
Gilinltimiizde kullanilan antibiyotiklerin yarisindan fazlasi Streptomyces tiirleri tarafindan
, ¢ok az bir kismi da Bacillus cinsi bakteriler ve Penicillium ve Cephalosporium

(Acremonium) cinsi kiifler tarafindan tiretimektedir (Hasenekoglu ve Yesilyurt, 2002).

E. BAKTERILERDEN VE MANTARLARDAN ELDE EDILEN
ANTIBIiYOTIKLER

Antibiyotikler canli organizmalardan elde edilen, mikroorganizmalar1 Sldiiriicii ve
tiremelerini durdurucu etkileri olan maddelerdir, bazilar1 sentetik olarak da yapilmistir.
Baz1 antibiyotikler dokular i¢in toksik olmadigindan ya da az toksik oldugundan
kemoterapotik olarak kullanilir. Her antibiyotigin en etkili oldugu mikroorganizma
cinsleri vardir. Bazilar1 bir ¢ok cins mikroorganizma etkilidir ve bunlara genis
spektrumlu antibotikler denir.

Antibiyotikler Waksmann’in 1956’daki tarifine gore mikroorganizmalar tarafindan
husule getirilen ve ¢ok sulandirilmus halde bile diger bazi mikroorganizmalarin
tiremesini durduran veya onlar1 6ldiiren kimya maddeleri olarak tarif edilmistir.

Antibiyotikler ~bir ¢ok  mikroorganizmalardan ve = Ozellikle  Penicillium,
Cephalosporium, Streptomyces, Micromonospora ve Bacillus tiirlerinden elde edilmistir
ve yenileri de elde edilmektedir. Diger yonden bazi antibiyotiklerin terkipge ayn1 olan
kimya maddeleri yapildigi gibi (Chloromycetine benzeri Chloramphenicol),
mikroorganizma iirlinii antibiyotiklerin etkin kokiine bagka kollar takarak Ampicillin,
Carbenicillin ... gibi yeni ilaglar hazirlanmis ve bu iki yoldan elde edilen sentetik ve
biyosentetik maddeler de antibiyotik olarak kabul edilmistir.

Antibiyotikler bakteri hiicre duvarinin yapimini bozarak (beta-laktam antibiyotikleri,
Bacitrasin), ribozomlarin isleyigini onleyerek (aminoglikomakrolidler, tetrasiklinler
,chloramphenicol), sitoplazma zarmi bozarak (Polymyxin G), mantarlarin sterollu
zarlarmi etkinsizlestirerek (amphotericin B, nystatin gibi polyene antibiyotikleri )

mikroorganizmalar1 oldiiriir veya onlarin tiremelerini durdururlar.
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Antibiyotikler arasinda bakterisidler( Penicillinler, Cephalosporinler, Vancomycin,
Aminoglikosidler, Bacitracin, Polymyxin, Colistin) ve bakteriostatikler (kloramfenikol,
tetrasiklin’ler, eritromisin, linkomisin, klindamisin ,novobiosin...) ayrilabildigi gibi
baslica Gram pozitif bakterilere etkililer (penicilin, erythromycin), Gram negatiflere
etkililer [Streptomisin, Kanamisin, Neomisin, Polymyxin B, Colistine methanesulfonate
ve etki alan1 genis antibiyotikler (Ampicillin, Amoxycillin, Carbenicillin, Cefoxitin,
Gentamicin, Tobramycin, Tetrasiklinler. Kloramfenikol...)] bulunmaktadir(Unat, 1985).

Gilintimiizde enfeksiyonlara kars1 antibiyotikler kullanilmaktadir ve su an 8000’den

fazla antibiyotik bilinmekte ve her yil ylizlerce yeni antibiyotik buna ilave edilmektedir.
Ancak arastirmalar Streptomyces, Penicillium ve Bacillus cinslerine ait tiirler iizerinde
yogunlagmistir. Bunlarin en 6dnemlileri Tablo 1, 2 ve 3 te goriilmektedir. Bitkilerden ve
hayvanlardan elde edilen antibiyotikler de vardir.
Bazi arastiricilar ise yeni antibiyotiklerin kesfi i¢in diger mikroorganizma gruplarini da
incelemektedir. Biyoteknoloji alanindaki gelismelerle antibiyotikler iiretilse de yeni
antibiyotiklerin kesfedilmesi icin baslica yol “screening” (eleme) ve antimikrobiyal
aktivitenin test edilmesi yontemleridir. Bu yoOntemler mikrobiyolog, kimyager,
genetikci, molekiiler biyolog, farmakolog, biyokimyager ve veteriner gibi bilim
adamlarim1 birlikte calistiklar1 bir ¢ok disiplin tarafindan kullanilsa da, bu alanda en
biiylik gérevi mikrobiyologlarin iistlendigi agiktir (Nakayama, 1981).

Kimyasal bilesikler olduklarindan, antibiyotiklerin bazilar1 sentetik olarak da elde
edilmistir. Ayrica benzer yapida olan diger antibiyotikler sentetize edilmistir. Birbirine
yakinlig1 olan antibiyotikler gruplar halinde toplanirlar.

Ik elde edilen penisilin tuzlar1 benzil penisilin kokiinii ihtiva ederler. Bunlar sindirim
yolunda pargalandiklarindan agizdan kullanilamazlar. 1953 yilinda penisilinin bir tiirevi
olan fenoksimetil penisilin ( penisilin V) elde edilmistir. Bu madde asitlere mukavim
oldugundan midede parcalanmaz ve agiz yolundan kullanilir. Biitiin penisilinlerin
cekirdegi 6-amino penisilanik asitten ibarettir. Buna ilave olan yan zincirlerle muhtelif
penisilinler olugur. Bu hususun anlasilmasi, sentetik penisilinlerin kesfine yol agmustir.
Fenoksimetil penisilin de bu sekilde elde edilmis sentetik bir penisilindir. Diger sentetik
penisilinlerden fenetisilin (broksil), propisilin (brocillin), fenbenisilin (penspek),
ampisilin (penbritin), kloksasilin (orbenin) de asitlere dayaniklidir. Bunlardan ampisilin

Gram negatif basillere de etkilidir. Bir diger sentetik penisilin olan metisilin (celbenin)
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asitlere dayaniksizdir, fakat penisilinazeye dayaniklidir. Bundan dolay1 penisilinaze
enzimi ile penisiline mukavemet gosteren Staphlococcus aureusun sebep oldugu
infeksiyonlarda kullanilir. Kloksasilin’in dahil bulundugu izoksazolil penisilinler de
penisilinazeye dayaniklidr.

Bir Cephalosporium tiiriinden elde edilen Sefalosporin N, C ve P isimleri verilen 3
antibiyotik penisiline benzer yapidadirlar. Gram Pozitif koklardan baska Escherichia
coli ve Proteus mirabilis’e de etkilidir.

Tablo 1 : Mantarlardan elde edilen antibiyotikler

Antibiyotik Elde edilen Etikili oldugu mikroorganizmalar
mantarlar

Penicilin Penicillium Gram +koklar,
notatum Gram —koklar

Bacillus anthracis,
Anaplasma bovis,
Corynebacterium sp.,

Clostridium sp.

Streptomycin Streptomyces Streptokoklar, pndmokoklar,
griseus Neisseria gonorrhoeae
Gram — bakteriler,

Mycobacterium tuberculosis

Chloramphenicol | Streptomyces Gram + koklar, Gram — koklar,
venezuelae Clostridium sp., Corynebacterium diphteriae.
Bacillus anthracis, Anaplasma bovis,
Gram — ¢omaklar, Borrelia sp.,
Treponema sp., Riketsiyalar,

Psittacus lymphogranuloma grubu viruslar
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Tetracycline Streptomyces Gram + koklar, Gram - koklar ,Gram +
texas comaklar , Anaplasma bovis, Proteus sp. ve
Pseudomonas sp. hari¢ Gram — ¢omaklar, spiril
ve Spiroketler, Riketsiya ve biiylik viruslar .
Chlortetracycline | Streptomyces Gram +koklar,Gram — koklar ,Gram +
aureofaciens comaklar, Anaplasma bovis, Proteus sp. ve
Pseudomonas sp. hari¢ Gram — ¢omaklar, spiril
ve Spiroketler, Riketsiya ve biiylik viruslar
.Entomoeba histolytica
Oxytetracycline Streptomyces Gram +koklar,Gram - koklar ,Gram +
rimosus comaklar , Anaplasma bovis, Proteus sp. ve
Pseudomonas sp. hari¢c Gram — ¢omaklar,spiril
ve Spiroketler,Riketsiya ve biiyiik viruslar
.Entomoeba histolytica
Demethylchlor Streptomyces Gram +koklar, Gram - koklar ,Gram +
tetracycline aureofaciens’in comaklar ,Anaplasma bovis, Proteus sp. ve
mutant susu Pseudomonas sp. hari¢c Gram — ¢omaklar,spiril
ve Spiroketler,Riketsiya ve biiyiik viruslar
.Entomoeba histolytica
Erythromycin Streptomyces Gram + koklar, baz1 Gram — koklar,
erythreus Clostridium sp., Corynebacterium sp.,

Bacillus anthracis, Haemophilus sp.,
Brucella sp.,Borrelia sp.,
Leptospira icterohemoeehaglae,
Rickettsia akari,

Entomoeba histolytica
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Magnamycin Streptomyces Gram +koklar, bazi Gram - koklar,
(Carbomycin) haistedii Corynebacterium diphteriae, Baz1 Riketsiyalar
ve bliylik viruslar, Entomoeba histolytica
Oleandomycin Streptomyces Gram +koklar, Neisseria meningitidis harig
antibioticus Gram — koklar, Haemophilus influenzae ,
Rickettsia akari
Neomycin Streptomyces Gram +bakteriler(Clostridium sp. hari¢)Gram —
fradiae bakteriler ,Borrelia sp. , L.icterohemorrhagiae.
Mycobacterium tuberculosis
Framycetin Streptomyces Enterokok hari¢ Gram +koklar, Gram —koklar,
(Neomycin B) decaris Haemophilus pasteurella ve Vibrio sp. harig
(Streptomyces Gram negatif bakteriler, Mycobacterium
lavendulae) tuberculosis
Viomycin Streptomyces Mycobacterium tuberculosis
puniceus
Kanamycin Streptomyces Staphylococcus aureus,
kanamyceticus Enterobakteriler,
Vibrio cholerae,
Mycobacterium tuberculosis
Spiramycin Streptomyces Gram + koklar,
ambofaciens Neisseria gonorrhoeae, Riketsiyalar
Novobiocin Streptomyces Gram +koklar, Gram — koklar,
spheroides Corynebacterium diphteriae,

Bacillus anthracis, Haemophilus sp.,
Pasteurella sp., Proteus sp.,

Entomoeba histolytica
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Vancomycin Streptomyces Gram + bakteriler
orientalis
Cycloserine Streptomyces Stafilococcus sp., Streptococcus sp.,
orchidaceus Corynebacterium diphteriae,
Escherichia coli.
Mycobacterium tuberculosis
Fumagillin Aspergillus Entomoeba histolytica
fumigatus
Neomycin Streptomyces Gram+bakteriler (Clostridium sp .harig),
fradiae Gram — bakteriler , Borrelia sp.,
Leptospira icterohemorrhagiae,
Mycobacterium tuberculosis
Framycetin Streptomyces Enterokok hari¢ Gram +koklar, Gram —koklar,
(Neomycin B) decaris Haemophilus pasteurella ve Vibrio sp. harig
(Strep.lavendulae) Gram negatif bakteriler,
Mycobacterium tuberculosis
Viomycin Streptomyces Mycobacterium tuberculosis
puniceus
Kanamycin Streptomyces Staphylococcus aureus, Enterobakteriler,
kanamyceticus Vibio cholerae, Mycobacterium tuberculosis
Spiramycin Streptomyces Gram + koklar, Neisseria gonorrhoeae,
ambofaciens Riketsiyalar
Novobiocin Streptomyces Gram +koklar, Gram — koklar,
spheroides Corynebacterium diphtheriae,

Bacillus anthracis,
Haemophilus sp.,
Pasteurella sp., Proteus sp.,

Entamoeba histolytica
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Vancomycin Streptomyces Gram + bakteriler
orientalis
Cycloserine Streptomyces Stafilococcus  sp., Streptococcus  sp.,
orchidaceus Corynebacterium  diphtheriae, Escherichia
coli, Mycobacterium tuberculosis
Fumagillin Aspergillus Entamoeba histolytica
fumigatus

Fusidik asit, Fusidium coccineum’dan elde edilen bir antibiyotiktir. Fusidin bunun
sodyum tuzudur. Kimyasal yapist sefalosporin P’ye benzer. Gram + ve Gram — koklar,
Corynebacterium diphtheriae ve Clostridium’lara etkilidir.

Streptomyces cinsinden Streptomisin disinda kimyasal yapisi ve antibakteriyel
spektrumu bu antibiyotige benzeyen Neomisin, Kanamisin, Paramomisin, Framisetin

antibiyotikleri de elde edilmistir.

Tetrasiklin  grubunda tetrasiklin, klortetrasiklin  oreomisin), oksitetrasiklin
(terramisin), ve demetilklortetrasiklin vardir. Bunlardan bagka pirolidinometil
tetrasiklin, tetrasiklin -1- metilen —lizin ve 6-metilen oksitetrasiklin gibi yeni bilesikler

bulunmustur.

Eritromisin grubu veya makrolid grupta eritromisin , oleandomisin, spiramisin ,

karbomisin ( magnamisin), ostreogrisin vardir.

Polipeptid  antibiyotikler — grubunda  gramisidin, polimiksinler, basitrasin

bulunmaktadir.

Antifungal antibiyotikler mantarlara kars1 kullanilir. Cok kullanilanlar siklohekzimid,

nistatin, amfoterisin B, griseofulvin ,tenesetindir. Antifungal antibiyotiklerden bir grup
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poliyen konjugasyon karakteristigi olan ultraviyole absorbsiyon spektrumu verirler.
Bunlara poliyen antibiyotikler denir. Poliyen antibiyotiklerden nistatin tetraen,
amfoterisin B heptaen ihtiva eder. Diger poliyen antifungal antibiyotiklerden pimarisin

tetraen, askosin, kandisidin, kandidin, perimisin ve trikomisin heptaen ihtiva ederler.

Timor hiicrelerini inhibe eden antibiyotikler de vardir. Aktinomisin, azoserin ve

DON bu cesit antibiyotiklerdir (Cetin, 1965).

F. ANTAGONIZM

Antagonizm ve antibiosis terimleri bir mikroorganizmanin digeri iizerinde biiylime ve
faaliyetlerinin azalmasi ile sonuclanan etkileri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.
Antibiosis, fizyolojik karakteristiklerde ve morfolojide ve bir virulansin azalmasinda
gecici veya sabit bir durum ortaya ¢iktiginda kullanilir. iki organizma ayni ortam
tizerinde biiyiitiildiiklerinde birisi digerini ekseriye ezecek ve hatta onu dldiirecektir. Bu
antagonistik faaliyetler rekabete veya birinin besin maddelerini digerinden daha iyi bir
sekilde tiikketmesine dayanir.

Bir ¢ok antagonizm tipleri mevcuttur:

1. Invivo i¢inde antagonizm,invitro i¢cinde antagonizm

2. Bakteriostatik veya fungustatik, bakterisidal veya fungisidal etkiler.

3. Islev antagonizmasi,biiyiime antagonizmasi.

4. Dogrudan ve dolayli antagonizma

5. Bir yanl veya iki-yanli antagonizma.

6. Izoantagonizm ve heteroantagonizm, veya ayni tiiriin suslar1 arasinda antagonizma ve
farkl tiirler arasinda antagonizma.

7. Litik olay ile antagonizma.

Antagonizmanin en iyi ve en belli olanlar1 toksinler, lizinler veya bakteriolisinler
olarak adlandirilan antibiyotik liretmeye dayananlaridir. Bu maddeler fiziksel, kimyasal

ve biyolojik 6zellikleri bakimindan birbirlerinden ¢ok fark ederler. Bunlardan bazilari
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kaynatildiklarinda veya 1s18a maruz birakildiklarinda tahrip olduklar1 halde, digerleri 151
ve ultraviyole 1sinlara karst direnglidirler. Bazilar1 suda ¢oziiniir; digerleri suda
¢cOziinmez, fakat 6zel ¢oziiciilerde ¢oziiniir. Bazilar1 hayvanlar icin, ¢ok zehirli olduklari
halde, bazilar1 da nispeten zehirsizdirler.

Toprak, su cukurlar1 ve kompostalar, antagonistik organizmalarin ozellikle
Actinomycete’lerin ana kaynaklarin1 olustururlar. Antagonistik organizmalar tarafindan
antibiyotiklerin tiretimi mutlaka bagka organizmalarin onlarin yaninda bulunmalarini
gerektirmez. Toprak zenginlestirilemez ve bundan dolayi, baslangicta antibiyotik
cikaran suslar tahrik etmek i¢in baska organizmalara gereksinim oldugu sanilmistir.
Esasinda, onlar birbirlerinden adaptasyon olaymi sergileyen enzimatik prosesler, veya
nitrifiye eden veya nitrojen fikze eden bakterilerin gelisimi ile birbirinden ayrilirlar.
Azot fikse eden bakterilerden azotu fikse etmesinden bir organizma dogrudan
yararlanir. Antibiyotik olusumu ile besin maddelerinin pargalanmasi, oksidasyonu ve

azot fiksasyonu arasinda bir korelasyon yoktur.

G.ANTIBAKTERIYEL VE ANTIFUNGAL ARASTIRMA INCELEMELERI
Antibiyotik liretme kapasitesine sahip mikroorganizmalarin izolasyonunda kullanilan
islemlerden bir tanesi disardan gelen bir madde ile, genellikle tozla enfekte olmus
bakteriyel plaklarin incelenmesine dayanir. Burada kontaminant biraz biiylidiigiinde
etrafinda acik bir zon olusur. Bu zonun iginde bakteriyel biiyiime onlenir. iste bu
Alexander Fleming’in kiiften penisilin liretmede ilk defa gordiigiiniin temelini olusturur.
Diger yontem ise ¢esitli organizmalarin dogal maddelerden izole edilerek onlarin agar
cizgi yontemi ile c¢esitli bakteri ve funguslarin biiylimelerinin inhibe edilip
edilmediginin testinden baska bir sey degildir. Waksman ve Woodruff ( 1940 )

tarafindan bu ikinci islem uygulanarak elde edilmistir(Oner, 1989).

Bu aragtirma; antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinin 6nemini vurgulamak, yapilan
antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarina katkida bulunmak ve belirli fungus tiirlerinin, baz
bakteri tiirleri iizerindeki antimikrobiyal aktivitesini incelemek amaciyla yapilmistir.
Makrofunguslar ~ ve mikrofunguslarin bakterilere karst1  antimikrobiyal aktivite
calismalar1 oldukca Onem tasiyan ve glindemde olan calismalar arasindadir.

Antimikrobiyal aktivite calismalar1 pek ¢ok sekilde yapilmaktadir. Ornegin; Bitkilerden
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elde edilen ekstrelerin mantar ve bakterilere karsi etkileri, mantarlardan elde edilen
ekstraktlarin, bakterilere ya da diger mantarlara karsi etkileri ve bakterilerden elde
edilen antimikrobiyal maddenin yine bakterilere etkileri gibi bir ¢ok ¢alisma mevcuttur.
Fleming (1929), White ve Hill (1942), Wang ve arkadaslar1 (1972), Diilger ve
arkadaslar1 (1999), Raaijmakers ve arkadaglart (2002), Santamarina ve arkadaslari
(2002), Jonathan ve Fasidi (2003), Yilmaz ve arkadaglar1 (2003), Imtiaj ve Lee (2007),
Wang ve arkadaslar1 (2007), Demirhan ve arkadaslar1 (2007),Sano ve arkadaslari
(2007), Fagade ve Oyelade (2009), Gesheva (2010) yillarinda makrofungus,
mikrofungus ve likenlerde antimikrobiyal aktivite calismalari yapmistir. Yapilan
caligmalarda kullanilan mantarlar ve mantarlarin etkisinin incelendigi bakteriler
farklidir. Bu arastirma caligsmasinda kullanilan ¢elik silindirlerle yapilan antimikrobiyal
aktivite calismasi, genellikle antimikrobiyal aktivite calismalarinda kullanilan Disk
Difiizyon yontemine alternatif olarak kullanilabilecek bir yontem olmustur. Boylece bu
calisma simdiye kadar yapilan metodlara ilaveten farkli metod kullanimiyla farklilik
saglamaktadir. Bu calismada kullanilan yontem ile bir ¢ok mikrofungus tiiriiniin
bakterilere karst antimikrobiyal aktiviteleri hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Gelecekte
yeni ¢alismalar i¢in onciiliikk edebilecek bu calismalar 6nem arz etmektedir. Boylece
cesitli yerlerden izole edilen mantar tiirleri teshis edilip, tiir diizeyinde tanimlandiktan
sonra bazi bakteri tiirleri lizerinde antimikrobiyal aktivite caligmalariyla desteklenip

daha genis kapsamli calismalar gergeklestirilebilecektir.
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MATERYAL VE METOD

Test mikroorganizmalar:

Bu tezde kullanilan bakteri ornekleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Temel
Bilimler Mikrobiyoloji boliimiine ait standart sus koleksiyonundan ve Deva ilag
Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilmistir. Arastirmada; Staphylococcus aureus
ATTC 6538 P, Stapylococcus epidermidis ATTC 12228, Bacillus subtilis ATTC 6633,
Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027 ve Salmonella sp. ATTC 14028 standart suslari

kullanilmastir.

Mikrofunguslar:

Bu tezde kullamlan mikrofungus ornekleri Trakya Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji laboratuarindan temin edilmistir. Kullanilan
mikrofungus Ornekleri havadan izole edilip Arastirma Gorevlisi Dr. Burhan SEN
tarafindan teshis edilmistir.

Arastirmada Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus wentii, Trichothecium

roseum ve Penicillium digitatum tiirleri kullanilmistir.

Mikrofunguslarin ekstraksiyonu:

PDA (Merck) besiyerinde 7 giinliik inkiibasyonu dolmus mikrofungus 6rneklerinden
Thoma lamiyla ml’sinde 10* spor olacak sekilde sayilmustir. iginde 100 ml PDB
bulunan 500 cc’lik erlenmayer icine her bir mikrofungus i¢in 1 ml konulmustur. Sivi
Potato Dekstrakt ortaminin igerigi: litrede gr olarak Dextrose (20.0 gram), Peptone (5.0
gr.), KH,PO4 (1.0 gr.), MgS04.7H,0 (0.5 gr.), NaCl (5.0 gr.) dir. Daha sonra 28 °C’ de

14 giin inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonu dolmus mikrofungus kiiltiirlerini iceren PDB’ler, daha sonra Whatman
No 4 kagidiyla miselyumlardan filtrasyon yardimiyla ayrilmistir. Kiiltiir stipernatantlar
50 cc’lik diklorometan ile 3 kez yikanarak ekstrakte edilmistir. Ayirma hunisiyle

besiyerinden uzaklastirilan diklorometanlar evaporator balonlarina alinip, evaporasyon
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aletiyle azot gazi altinda ugurulmustur. Boylece muhtemel antimikrobiyal maddeler
evaporator balonunun alt kisminda kristal halinde kalmistir. Bu kristal halindeki
antimikrobiyal maddelere 10 ml aseton koyulmus bir sonraki asama i¢in hazir hale

getirilmigtir. (Santamarina ve ark.)

Antimikrobiyal aktivite icin 2 farklh yol kullanilmistir:
1. Disk Difiizyon Yontemi (Kirby-Bauer Yontemi):

Bakteriyal gelisimin inhibisyonuna dayali bu yontemde Nutrient Broth (Merck)
besiyerlerinde 1 mI’sinde 0.5 Mac Farland (10* CFU /ml) bulanikliginda hazirlanan test
mikroorganizmalar1 kullanilmistir. Sicakligi 45-50 °C’ye ayarlanmis 100 ml besiyerinin
lizerine test mikroorganizmas:t siispansiyonlart ayr1 ayri ilave edilmistir.
Mikroorganizmanin besiyeri iginde homojen bir sekilde dagilmasi i¢in karigtirilmistir.

Besiyerleri 9 cm ¢apindaki petrilere 20 ml olacak sekilde aktarilmastir.

Daha sonra 13 mm’lik kagit disklere (BD,Blank Paper Discs,13 mm), kiiflerden elde
edilen maddeler 50 ve 100 mikrolitre emdirilip test mikroorganizmalarina karsi
denenmistir. Zonlarin karismamasi i¢in ayni petride en fazla 4 kagit disk kullanilmastir.
Kontrol olarak 50 ve 100 mikrolitre aseton kagit disklere emdirilip denenmistir. Tiim
test mikroorganizmalarma karsi yapilan antimikrobiyal aktivite deneyleri 3 paralel
calistimistir. 37°C°de 24 saat inkiibe edilen petrilerde olusan zonlar kaydedilmistir
(Sekil 1). Ayn1 zamanda pozitif kontrol i¢in Piperasilin ve Lorafloksasin antibiyotikleri

kullanilmistir.

2.Celik silindirler kullanilarak yapilan yontem:

Antimikrobiyal ¢aligmalarda olusacak zonun iyice goriilebilmesi icin, olabildigince
kiigiik mm’lik diskler kullanilmalidir. Antibiyogram c¢aligmalarinda kullanilan
antibiyotiklerin disk ¢apt 5 mm‘dir. Bu yiizden bu c¢alismada 5 mm’lik disk tedarik
edilemediginden bu diskin yerini tutacak 5 mm ¢apinda ¢elik silindirler kullanilmistir.

Disk difiizyon yontemindeki asamalar tekrarlanmis sadece diskler yerine c¢elik

halkalar kullanilmistir. Kontrol i¢in c¢elik halkalara 50 ve 100 mikrolitre aseton
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koyulmustur (Sekil 2 ). Ayn1 zamanda pozitif kontrol i¢in Piperasilin ve Lorafloksasin

antibiyotikleri kullanilmastir.

Sekil 1-Disk Diflizyon yontemiyle antimikrobiyal aktivite arastirilmasi

Sekil 2-Celik halkalar kullanilarak antimikrobiyal aktivite arastiriimasi
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Miieller-Hinton Agar besiyeri (Oxoid) kullanilarak 6lgiilen inhibisyon zonlar

sonrasinda 5 farkli mikrofungusun 5 farkli bakteriye kars1 antimikrobiyal aktiviteleri ve

pozitif kontrol i¢in kullanilan antibiyotiklerin olugturdugu zonlar, negatif kontrol olarak

¢Ozgenin (aseton) olusturabilecegi zonlar Ol¢ililmiistiir (Tablo 4, Tablo 5, Tablo 6 ve

Tablo 7 ). Yapilan oOlgiimler sonrast 3 kez tekrarlanan petrilerde olusan zonlarin

ortalamasi alinarak ortalama antimikrobiyal aktivite hesaplanmustir.

Tablo 2 — Celik Halka yontemiyle 100 pl’e gore milimetrik bulgular

Celik Halka | Staphylococcus | Staphylococcus | Bacillus | Salmonella | Pseudomonas
yontemi aureus epidermidis subtilis sp. aeruginosa
ATTC 6538 P | ATTC 12228 ATTC ATTC ATTC 9027
6633 14028
Aspergillus - - - - -
niger
A. wentii 33.3 mm 23.9 mm 36.2 27.2 mm -
mm
A . terreus 54.2 mm 47.7 mm 49.2 mm | 13.3 mm -
Penicillium 37.3 mm 28.4 mm - - -
digitatum
Trichothecium | - - - - -
roseum
Aseton - - - - -
Piperasilin 58.1 mm 43.3 mm 51.1 mm | 19.1 mm 43.2 mm
Lorafloksasin | 37.2 mm 54.2 mm 64.2 mm | - 40.1 mm
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Tablo 3 — Celik Halka yontemiyle 50 pl’e gore milimetrik bulgular

Celik Halka | Staphylococcus | S.epidermidis | B.subtilis | Salmonella | Pseudomonas
yontemi aureus ATTC 12228 | ATTC sp. aeruginosa
ATTC 6538 P 6633 ATTC 14028 | ATTC 9027

Aspergillus - . - - -

niger

A. wentii 32.3 mm 23.9 mm 29.1 mm | 22.4 mm -

A. terreus 51.3 mm 43.6 mm 433 mm | - -

Penicillium 27.2 mm 22.1 mm - - -

digitatum

Trichothecium | - - - - -

roseum

Aseton - - - - -

Celik Halka yontemiyle yapilan deneylerde Aspergillus wentii, Aspergillus terreus ve

Penicillium digitatum mikrofungus tiirlerinden elde edilen antimikrobiyal maddelerin

standart suslara etkileri gézlenmektedir. Sekil 3(a-d), sekil 4(a-d), sekil 5(a-d),sekil 6(a-

d),sekil 7.

Sekil 3-a Celik Halka yontemiyle Aspergillus niger, Aspergillus terreus ve Aspergillus

wentii elde edilen antimikrobiyal maddenin ve asetonun 50 pl ‘sinin Staphylococcus

aureus’a kars1 antimikrobiyal etkisi
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PR

Sekil 3-b Celik Halka yontemiyle Penicillium digitatum, Trichothecium roseum’dan
elde edilen antimikrobiyal maddenin 50 pl’sinin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin

Staphylococcus aureus’a kars1 antimikrobiyal etkisi

Sekil 3-c¢ Celik Halka yontemiyle Aspergillus niger, Aspetgillus terreus ve Aspergillus
wentii elde edilen antimikrobiyal maddenin ve asetonun 100 pl ‘sinin Staphylococcus

aureus’a kars1 antimikrobiyal etkisi



26

Sekil 3-d Celik Halka yontemiyle Penicillium digitatum, Trichothecium roseum’dan
elde edilen antimikrobiyal maddenin 100 pl’sinin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin

Staphylococcus aureus’a kars1 antimikrobiyal etkisi

Sekil 4-a Celik Halka yontemiyle Aspergillus niger, Aspergillus terreus ve Aspergillus

wentii elde edilen antimikrobiyal maddenin ve asetonun 50 pl ‘sinin Staphylococcus

epidermidis e kars1 antimikrobiyal etkisi
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Sekil 4-b Celik Halka yontemiyle Penicillium digitatum, Trichothecium roseum’dan
elde edilen antimikrobiyal maddenin 50 pl’sinin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin

Staphylococcus epidermidis’e kars1 antimikrobiyal etkisi

Sekil 4-¢ Celik Halka yontemiyle Aspergillus niger, Aspergillus terreus ve Aspergillus
wentii’den elde edilen antimikrobiyal maddenin ve asetonun 100 pl‘sinin

Staphylococcus epidermidis’e kars1 abtimikrobiyal etkisi
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Sekil 4-d Celik Halka yontemiyle Penicillium digitatum, Trichothecium roseum’dan
elde edilen antimikrobiyal maddenin 100 pl’sinin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin

Staphylococcus epidermidis’e kars1t antimikrobiyal etkisi

Sekil 5-a Aspergillus niger, Aspergillus terreus ve Aspergillus wentii elde edilen

antimikrobiyal maddenin ve asetonun 50 pl ‘sinin  Bacillus subtilis’e karsi

antimikrobiyal etkisi
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Sekil 5-b Celik Halka yontemiyle Penicillium digitatum, Trichothecium roseum’dan
elde edilen antimikrobiyal maddenin 50 pl’sinin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin

Bacillus subtilis e kars1 antimikrobiyal etkisi

Sekil 5-¢ Celik Halka yontemiyle Aspergillus niger, Aspergillus terreus ve Aspergillus

wentii’den elde edilen antimikrobiyal maddenin ve asetonun 100 pl ‘sinin Bacillus

subtilis’e kars1 antimikrobiyal etkisi
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Sekil 5-d Celik Halka yontemiyle Penicillium digitatum, Trichothecium roseum’dan
elde edilen antimikrobiyal maddenin 100 pl’sinin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin

Bacillus subtilis’e kars1 antimikrobiyal etkisi

Sekil 6-a Celik Halka yontemiyle Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus
wentii elde edilen antimikrobiyal maddenin ve asetonun 50 pl ‘sinin Salmonella sp.’e

kars1 antimikrobiyal etkisi
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Sekil 6-b Celik Halka yontemiyle Penicillium digitatum, Trichothecium roseum’dan
elde edilen antimikrobiyal maddenin 50 pl’sinin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin

Salmonella sp. e kars1 antimikrobiyal etkisi

Sekil 6-¢ Celik Halka yontemiyle Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Aspergillus

wentii'den elde edilen antimikrobiyal maddenin ve asetonun 100 pl ‘sinin Sa/monella

sp. e kars1 antimikrobiyal etkisi
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Sekil 6-d Celik Halka yontemiyle Penicillium digitatum,Trichothecium roseum’dan
elde edilen antimikrobiyal maddenin 100 pl’sinin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin

Salmonella sp. e karsi etkisi

Sekil 7- Celik Halka yontemiyle Aspergillus niger, Aspergillus wentii, Aspergillus
terreus, Penicillium digitatum ve Trichothecium roseum’dan elde edilen antimikrobiyal
maddelerin ve asetonun 50 ve 100 pl’sinin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin

Pseudomonas aeruginosa’ya kars1 antimikrobiyal etkisi
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Yapilan ¢alismalarda standart suglarin antibiyotiklere kars1 duyarliliklari i¢in ayr1 ayri
petrilere antibiyotikler koyulmus, olusan zonlar gozlenmistir. Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa ve

Salmonella sp. standart suslar1 PIP’e (Piperasilin) ve Salmonella sp. hari¢ diger 4
standart sus LOR’e (Lorafloksasin) kars1 duyarlidir ( Sekil 8, Sekil 9,Sekil 10).

Sekil 8- Staphylococcus aureus ATTC 6538 P bakterisinin PIP (Piperasilin) ve LOR
(Lorafloksasin) antibiyotiklerine kars1 duyarliliklari

Sekil 9- Bacillus subtilis ATTC 6633  bakterisinin PIP (Piperasilin) ve LOR

(Lorafloksasin) antibiyotiklerine kars1 duyarliliklar
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Sekil 10-

Staphylococcus

epidermidis ATTC

(Lorafloksasin) ve PIP (Piperasilin) antibiyotiklerine kars1 duyarliliklar

Tablo 4- Disk Difiizyon yontemi ile 100 pl’e gore milimetrik bulgular

12228 Dbakterisinin LOR

Disk Difiizyon | Staphylococcus | S.epidermidis | B.subtilis | Salmonella | P.aeruginosa

yontemi aureus ATTC 12228 ATTC sp. ATTC 9027
ATTC 6538 P 6633 ATTC 14028

Aspergillus - - - - -

niger

A. wentii 24.1 mm 24.2 mm 323 mm | 21.1 mm -

A. terreus 42.2 mm 37.2 mm 41.1 mm | 22.1 mm 22.1 mm

Penicillium - - - - -

digitatum

Trichothecium

roseum

Aseton
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Tablo 5-Disk Diflizyon yontemi ile 50 pl’e gore milimetrik bulgular

Disk Difiizyon Staphylococcus | S.epidermidis Bacillus Salmonellasp. | Pseudomonas

yiintemi aureus ATTC 12228 subtilis ATTC 14028 aeruginosa
ATTC 6538 P ATTC ATTC 9027
6633

Aspergillus - - - )

niger

A. wentii - 15.1 mm - -

Aterreus - 35.1 mm - -

Penicillium - - - )

digitatum

Trichothecium

roseum

Aseton

Disk Difilizyon yontemiyle celik halka yontemine nazaran daha az ¢ap gozlenmekte,

ozellikle Aspergillus terreus ve Aspergillus wentii mikrofunguslarinin antimikrobiyal

aktiviteleri goriilmektedir (Sekil 11-Sekil 12-sekil 13).
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Sekil 11- Aspergillus niger , Aspergillus terreus ve Aspergillus wentii elde edilen
antimikrobiyal maddenin ve PIP (Piperasilin) antibiyotiginin 50 pul ve 100 pl ‘sinin

Staphylococcus epidermidis’e kars1 antimikrobiyal etkisi

Sekil 12- Aspergillus niger , Aspergillus terreus , Aspergillus wentii , Trichothecium
roseum ve Penicillium digitatum elde edilen antimikrobiyal maddenin ve PIP

(Piperasilin) antibiyotiginin 100 pl ‘sinin Bacillus subtilis e kars1 etkisi
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Sekil 13-Degisik tiirlerde antimikrobiyal aktivitenin gézlenmedigi petriler
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TARTISMA VE SONUC

Bu calisma ile belirli fungus tiirlerinin baz1 bakteri tiirleri {izerindeki antimikrobiyal
aktivitesi arastirllmistir. Calismada bazi bakteri tiirlerine karsi bazi mantarlarin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmistir. Bu arastirmada antimikrobiyal
aktivitenin; mikrofungusun tiirline veya cinsine, kullanilan ¢dzgenin standart suslarin
tizerindeki etkisine ve kullanilan standart suslarin farkliligina gore degisiklik gosterdigi
saptanmistir (Tablo 4, tablo 5 , tablo 6 ve tablo 7 ). Yapilan incelemelerde Aspergillus
wentii ve Aspergillus terreus mikrofungus tiirlerinin 50 ve 100 mikrolitresinin standart
suslarinin ¢ogunda etkili oldugu goriilmiistiir. Santamarina ve ark. 2002’de yaptigi
calismada Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin bakteri tiirleri iizerinde antagonistik etki
gosterdigini saptamustir. Penicillium griseofulvum, griseofulvin ve patulin {iretme
kabiliyetiyle bakteriyel gelisimi engelleyen dnemli bir inhibitér olarak raporlanmustir.
Aslinda 1929 yilinda ilk defa Fleming Penicillium tiirlerinden birinin (Penicillium
notatum) bakterilere karst antimikrobiyal etkisi oldugunu goérmiistiir. 1942 yilinda
White Aspergillus flavus’tan elde ettikleri antibakteriyal iirlin Aspergillik asit’in
antimikrobiyal aktivitesini gozlemlemistir. 1972 yilinda antibiyotiklerin fungal
kiiltiirlerden siklikla izole edildigi fakat sadece ¢ok az rapor edilmis Pycomycetes
sinifina ait bazi mantarlarin antibiyotik tiretebildigi yaymlanmistir(Wang ve arkadaslari,
1972). Wang ve arkadaslar1 siit igeren ortamda Rhizopus oligosporus’un daha ¢ok
antibakteriyal aktivite gosterdigini saptamigtir.  1990’Ii  yillara  gelindiginde
antimikrobiyal aktivite calismalar1 daha da 6nem kazanmis ve ge¢miste yapilan bu
calismalar klavuz kabul edilerek olduk¢a 6nemli ¢alismalar yapilmistir. 1999 yilinda
Diilger ve arkadaglart makrofunguslarin antibakteriyel aktivitelerini aragtirmistir. Bu
makrofungus c¢aligmalarinda c¢alisilacak mantar tiirii (Russula Delica Fr. /Coriolus
versicolor) kurutulduktan sonra 15 gram tartilarak 150 ml kloroform igerisinde Soxhlet
cithazina yerlestirilip 12 saat ekstrakte edildikten sonra ¢ozgenlerle (etilasetat , aseton ve
etanol) muamele edilmistir. Uygun kosullarda saklanan bu ekstreler, daha sonra disklere
emdirilip Miilller Hinton Agar besiyerinde Disk Difiizyon yontemiyle antibakteriyal
aktivite caligmasi1 yapilmustir. Literatiir bilgilerine gore disk difiizyon uygulamalarinda
etanol ekstrelerinin daha iyi sonu¢ verdigi gozlenmistir(Diilger ve ark.1999). 2002

yilinda Raaijmakers ve arkadaglari bakterilerin antibiyotik tiretimi ile ilgili ¢alisma
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yapmistir. 2003 yilinda Jonathan ve Fasidi Nijerya’ya 0zgii yenilen 2 makromantar
tiirlintin (Lycoperdon giganteum ve Lycoperdon pusilum) antimikrobiyal aktivitesini
arastirmistir. Su , metanol ve etanol ¢oziiciileri kullanilarak yapilan calismada Disk
Difiizyon yontemi ve MIC yontemi uygulanmistir. Bu ¢alismada Etanol ekstresinin en
iyi sonu¢ verdigi gozlenmistir. Fagade ve Oyalade’nin 2009 yilinda yaptig1 ¢aligmada
da etanol ekstresinin en iyi sonug¢ verdigi saptanmistir. 2004 yilinda Yilmaz ve
arkadaslan tarafindan Cladonia foliacea likeninin antimikrobiyal aktivitesi ve bu likene
ait Usnik asit, Atranorin ve Fumarprotocetraric asit olusumuyla ilgili bir ¢alisma
yapilmistir. Likenlerin de yiiksek oranda organik bilesik iirettigi primer ve sekonder
metabolite sahip oldugu vurgulanmistir. 2007 yilinda Imtiaj ve Lee tarafindan
Kore’deki vahsi mantarlarda antibakteriyal ve antifungal aktivite calismast yapilmistir.
Yine 2007 yilinda Wang ve arkadaslar1 Psedomonas CUY8’den elde edilen chitosonase
ve chitooligosakkaritlerin antimikrobiyal aktiviteleri iizerine bir ¢aligma yapmislardir.
Bu ¢alismada MIC ve Disk Difiizyon yontemi uygulanmistir. 2007 yilinda Sano ve
arkadaslan tarafindan Aspergillus oryzae’nin kiiltlirii olan Koji’nin iirlin substratlari
lizerine bir ¢alisma yapilmstir.

Santamarina ve ark. 2002’de yaptiklar1 calismada Aspergillus ve Penicillium tiirlerinden
elde edilen ekstraktlarin 50 mikrolitresinin hi¢bir bakteri tiiriinde hic¢bir inhibisyon zonu
gozlemleyememis, 100 mikrolitre i¢in bazi tiirlerin antimikrobiyal aktivitelerini
gbzlemlemistir. Bu arastirmada 50 mikrolitre kullanilan antimikrobiyal maddelerin de
standart suslarda etkili oldugu gdzlenmistir. Bunun nedeni, kullanilan mikrofungusun
tiirline, icerdigi metabolik aktiviteye, kullanilan ¢dzgenle etkilesimine bagli olabilir.
Santamarina ve ark. yaptiklart calismada PDB (Potato Dextrose Broth)un
mikrofunguslarin gelisimi ve antimikrobiyal maddelerini ortama salabilmeleri i¢in iyi
bir besiyeri oldugunu gézlemlemislerdir.

Antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda ¢ok c¢esitli test yontemlerinin ve test
mikroorganizmalarinin kullanilmakta oldugu, bu yontemler arasinda ise en uygun ve
giivenilir olaninin Disk Difiizyon Metodu oldugu bildirilmektedir(Demirhan ve ark. ,
2007). Bu arastirmada kullanilan Disk Diflizyon yontemine nazaran ¢elik halka yontemi
daha basarili olmustur. Bunun nedeni kullanilan kagit diskin c¢apmna , c¢ozgenle
etkilesimine, ¢6zgenin kagit diske gecebilmesine , etrafa tagsmasina bagl olabilir. Ancak

celik halka metodunda 5 mm’lik ¢apinda ¢elik halkalar kullanilmasi hem ¢6zgenin
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etrafa yayilmasina engel olmus, hem de iyi bir zon olusmasina olanak saglamistir. Daha
once yapilan caligmalarda bu ¢alismada kullanilan aseton disinda siklohekzan , aseton
ve siklohekzan karisimi da denenmistir (Santamarina ve Ark.). Funguslarin
ekstraksiyonunda kullanilan diklorometan disinda etil asetatta alternatif olarak
kullanilabilmektedir. Halil Biyik ve ark. gliniimiizde yiiriitmekte olduklari projede 15
giinliik inkiibasyondan sonra miselleri filtre etmekte ve kalan siviy etil asetat (3 x 200
mL) ile ekstrakte etmektedirler. Miseller etil asetat ile 24 saat ¢alkalandiktan sonra filtre
edilmektedir. Daha sonra etil asetat tabakasi evapore edilerek ve kii¢iikk miktarlarda
antibiyotik ekstraktlar1 elde etmektedirler. Bu ¢alismada kullanilan evaporasyon aletinin
diklorometan i¢in uygun bir sicaklikta ayarlanip dyle evapore etmesi dnemlidir. Aksi
taktirde ugurulan diklorometan ile birlikte antimikrobiyal madde de ucurulabilir.
Diklorometan yerine bagka bir kimyasal da kullanilabilir. Her kimyasalin kendine has
belirli sicaklikta evapore edilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alisma mikrofunguslarin antimikrobiyal aktivitelerinin 6nemini vurgulamaktadir.
Ulkemizde ve yurtdisinda antimikrobiyal aktivite calismalar1 {izerine pek ¢ok ¢alisma
yapilmaktadir. Makrofunguslarin bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesi, belirli
bitkilerin ekstraktlarinin bakterilere ve mantarlara kars1 antimikrobiyal aktivitesi,
mantarlarin ekstaktlarinin yine mantarlara karsi antimikrobiyal aktivitesi hakkinda bir
cok calisma mevcuttur. Bu calisma ile bazi mikrofunguslarin belirli bakteri tiirleri
lizerine antimikrobiyal aktivitesi g¢aligmalarma yardimci bir kaynak ve kullanilan
degisik metod ile alternatif fikir vermesiyle onem tasimaktadir. Bu celik silindirle
uygulanan metod ile bir cok yeni calisma yapilabilir. Bdylece Disk Difiizyon
yontemiyle paralel kullanilarak metodlar arasinda kiyas yapabilme sansi
bulunabilcektir. Bu tip arastirmalar sonucu elde edilen sonuglarla bakterilere kars1 yeni
antimikrobiyal maddeler bulunabilip, hastalik yapic1 bakterilere karsi yeni antibakteriyal

madde ya da antibiyotikler kesfedilebilecektir.
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