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Micromonospora ve Nonomuraea izolatlarimin Molekiiler Tanimlamalar: ve Antimikrobiyal Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Fadime OZDEMIR KOCAK*

OZET: Aktinobakteriler farkli ekosistemlerde yasayabilen ve sekonder metabolit acisindan zengin kaynak olusturan
bakteri grubunun en biiyiik iiyesini olusturmaktadir. Nadir aktinobakteriler ise aktif metabolitler agisindan 6nemli
hedeflerden biri haline gelmistir. Nadir aktinobakterilerden olan Micromonospora ve Nonomuraea son dénemde en ¢ok ilgi
¢eken cinslerdendir. Sunulan ¢aligmada endemik bir tiirden Micromonospora ve Nonomuraea cins iiyelerinin izolasyonu
hedeflenmistir. Izolatlarin molekiiler tanimlamalarinda 16S rRNA gen bdlgesi analizleri kullamlmistir. Analizler
sonucunda 10 izolatin Micromonospora iiyesi, 2 izolatin Nonomuraea iiyesi oldugu belirlenmigtir. Nonomuraea sp. HCI 01
ve HCI 02 suglar1 Micromonospora sp. HCI 04, HCI 23, HCI 39, HCI 44 ve HCI 49 susglarinin olas1 yeni birer tiir olma
potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda Micromonospora sp. HCI 45, HCI 47
ve HCI 49 suslan E. coli’ye karsi, HCI 20 ve HSF 02 S. aureus’a karst ve HCI 04 ve HSF 02 ise S. cerevisiae’a karsi
etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Nonomuraea sp. ise HCI 02 S. cerevisiae’a kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarla, olast yeni tiirlerin oldugu ve antibiyotik olma potansiyeline sahip biyolojik aktif
molekiillerin varlig1 gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: 16S rRNA, antimikrobiyal aktivite, Micromonospora, Nonomuraea

Molecular Identification and Determination of Antimicrobial Activity of Micromonospora and Nonomuraea Isolates

ABSTRACT: Actinobacteria are the largest member of the Bacteria group, which can live in different ecosystems and
create a rich source of secondary metabolites. Rare actinobacteria have become one of the important targets in terms of
active metabolites. Micromonospora and Nonomuraea, which are rare Actinobacteria, are among the genera that have
attracted the most attention recently. In the present study, it was aimed to isolate Micromonospora and Nonomuraea genus
members from an endemic species. 16S rRNA gene region analyzes were used for molecular identification of isolates. As a
result of the analysis, it was determined that 10 isolates were members of Micromonospora and 2 isolates were members of
Nonomuraea. It has been determined that Nonomuraea sp. HCI 01 and HCI 02 strains and Micromonospora sp. HCI 04,
HCI 23, HCI 39, HCI 44 and HCI 49 strains have the potential to become a possible new species. In biological activity
studies, Micromonospora sp. HCI 45, HCI 47 and HCI 49 strains were found to be active against E. coli, HCI 20 and HSF
02 against S aureus, and HCI 04 and HSF 02 against S. cerevisiae. Nonomuraea sp. HCI 02 was found to have
antimicrobial activity against S. cerevisiae. The results obtained have shown that there are possible new species and the
existence of biologically active molecules with the potential to be antibiotics.
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GIRIS

Dogada yaygin olarak bulunan aktinobakteriler, 6zellikle toprakta, tatli su ve denizel ortamlarda
bol miktarda bulunan Gram pozitif bakterilerdir (Benhadj ve ark., 2019). Aktinobakteri, 5 alt sinif, 6
ordo ve 14 alt ordo dahil olmak iizere, Bakteri domaini igerisinde bulunan 18 ana soy arasinda en
biiyiikk taksonomik birimlerden birini temsil eder (Barka ve ark., 2016). Aktinobakteri grubuna ait
tiirler sekonder metabolit acisindan yaygin olarak taranmaktadir. Ozellikle en ¢ok c¢alisilan grup
Streptomyces’dir. Fakat nadir aktinobakterilerinde sekonder metabolit iiretimi agisindan ozellikle
antibiyotik, antitimdr ajani, herbisit olarak, pestisit veya enzimler agisindan iyi aday olduklar1 farkl
calismalarla gosterilmistir (Bérdy, 2012; Vickers, 2017).

Micromonospora cins tyeleri toprak, rizosfer, bitki dokular1 ve denizel ortamlar gibi farkli
bircok habitatlardan izole edilmistir (Martinez-Hidalgove ark., 2020; Veyisoglu ve ark., 2020).
Micromonospora cinsi, Streptomyces cinsinden sonra en ¢ok sekonder metabolit iireten cins olarak
bilinmektedir. Bu cins iyeleri gentamicin (Lancini veLorenzetti, 1993), rifamycins (Kim ve ark.,
20006) gibi ¢ok iyi bilinen antibiyotikler yaninda Galtamycin B (Antalve ark., 2005), Levantilide C (Fei
ve ark., 2013), Mintaimycins (Hu ve ark., 2022) gibi farkli etkinlige sahip metabolitlerinde
iireticileridir. Ozellikle yeni metabolitlerin kesfi amaciyla farkli habitatlardan izolasyon galismalar
giiniimiizde de devam etmektedir (Malisorn ve ark., 2020).

Nonomuraea cins iiyeleri aerobik, Gram-pozitif, agir1 dallanmis substrat ve hava miselyumlarina
sahip hareketsiz aktinomisetlerdir. Nonomuraea cins iyelerinin birgogu topraktan izole edilmis
olmasina ragmen deniz ve nehir sedimenti, magara veya bitki yapragi gibi farkli ortamlardan izole
edilenleri de vardir (Ozdemir-Kocak ve ark., 2014; Lipun ve ark., 2020; Saygin ve ark., 2020;
Klykleung ve ark., 2020; Saricaoglu ve ark., 2020). Sealutomicins (lgarashive ark., 2021),
Nonocarbolines A-E, -Carboline (Primahana ve ark., 2020) ve Akazamicin (Yangve ark., 2019) gibi
molekiiller son donemde kesfedilmis Nonomuraea tiirleri tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerdir.
Bu cins iiyelerinin zengin bir ticari iirlin, kayda deger bir antibiyotik ve enzim {ireticisi oldugu
distintilmektedir.

Antibiyotik direnci kiiresel bir kriz olarak ortaya ¢ikmakta ve artan sayida bakteriyel
enfeksiyonun tedavisi zorlasmaktadir. 1980'lerden beri kesfedilen yeni, klinik olarak uygun bir
antibiyotik smifinin olmamasi nedeniyle, yaygin enfeksiyonlar ve kii¢lik yaralanmalarin 6liimciil hale
geldigini bildirmistir. Ortaya ¢ikan antibiyotik direnci sorununun istesinden gelmek icin direncli
mikroplara kars1 glivenli ve etkili yeni antibiyotiklerin belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir (Back ve
ark., 2021). Mikrobiyal dogal {iirlinler ve tiirevleri, farmosoétik, endiistri ve ziraat gibi alanlarda yeni
antibiyotiklerin ve diger biyoaktif mikrobiyal metabolitlerin kesfi agisindan bu bilesiklerin 6nemli bir
kaynagma sahiptir ve olmaya devam edecektir. Ozellikle kesif c¢alismalarinda calisiimamus
ekosistemler ve ekstrem habitatlar tercih edilmektedir (Abdel-Mageed ve ark., 2021; lgarashive ark.,
2021; Primahana ve ark., 2020; Yang ve ark., 2019).

16S ribozomal RNA dizileme analizleri, aktinobakterileri tanimlamak i¢in kullanilan molekiiler
yontemlerden biridir. 16S rRNA analizi ile birlikte G+C oranlar dikkate alinarak yapilan son revizyon
ile aktinobakteri sistematigi yeniden sekillenmistir (Nouioui ve ark., 2018). 16S rRNA gen bolgesi
analizleri sistematikte hala giincelligini koruyan molekiiler tekniklerden biri olup veri tabaninin genis
olmas1 ve belirli oranda korunmus bdolgelere sahip olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedir (Tindall ve
ark., 2010).

Bu c¢alismada, Pazaryeri Ilgesi’nde endemik olarak yetisen Humulus lupulus (Serbetci otu)
rizosfer topragindan Micromonospora ve Nonomuraea fyelerinin izolasyonu, elde edilen
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izolatlarm16S rRNA gen bolgesi ile molekiiler tiplendirilmesi ve antimikrobiyal aktivitelerinin disk
difiizyon yontemi ile belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOT

Micromonospora ve Nonomuraea suslarmin izolasyonu

Serbetgi otu (Humulus lupulus) rizosfer topragindan yapilan izolasyon ¢alismasinda; siikroz
gradient santrifiigasyon prosediirii ile diliisyon plaka yontemi uygulanarak aktinobakteri izolatlari elde
edilmistir (Sembiring, 2000; Yamamura ve ark., 2003). Rizosfer 6rneginden alinan toprak ornekleri
steril kaplarda laboratuvara getirilmis ve 15 giin siiresince kurutulmaya birakilmistir. Steril havanda
dovilen ve steril elekten gecirilen 6rneklerden 1 g tartilarak 9 ml ringer ¢ozeltisine eklenmis (10°
Ydiliisyonlar) ve ilk diliisyon 55 °C’de su banyosunda 30 dk bekletilmistir. Dekontaminasyon islemi
sonrasinda %10, 20 ve 30 siikroz yogunluguna sahip 10 ml’lik tiiplerde hazirlanan siikroz ¢dzeltisinin
tist kismmma 1 ml O6rnek ilave edilmistir. Spor siispansiyonu ilave edilmis tiipler santrifiij (oda
sicakliginda 30 dk, 240xg) edilereck ve bu 6rnekler 102-10° sulandirmalar1 yapilan toprak
diliisyonlarindan 6nceden hazirlanan segici besiyerlerine yayma plak teknigi ile inokiile edilmis ve 28
°C’de 15 giin inkiibe edilmistir (Yamamura ve ark., 2003). Diliisyon plaka yonteminde ise ilk
diliisyondan sonra ringer ¢ozeltisi igeren tiiplerde seri sulandirma islemi yapilmis ve 10° ve 10
Sdiliisyonlar kullanilarak yayma plaka yontemi ile segici besiyerlerine inokiile edilmistir (Sembiring,
2000). Kullanilan besiyerleri ve ajanlar Cizelge 1°de verilmektedir.

Cizelge 1. Serbet¢i otu (Humulus lupulus) rizosfer toprak oOrneklerindeki Micromonospora ve
Nonomuraea cins liyelerinin izolasyonu icin kullanilan segici ortamlar

Adi Basal medium Secici ajan”

HV* Hiimik asit-vitamin agar Nalidilik asit (4 pg ml), Fenol

ISP 2* Yeast-malt ekstrakt agar ~ Rifamycine(4 ug ml™), Cylohexemide(50 pg ml?), Nalidilik
asit (4 pg ml?)

TYGA*  Tripton yeast glukoz agar ~ Nalidilik asit (4 pg ml?t), Rifamycine(4 pg ml?),
Cylohexemide(50 pg mi?)

SM3* Gauze’s medium No.2 Nalidixic acid (10 pg ml™?), novobiocin (10 pg ml™)

*Her bir izolasyonda kullanilan besiyerine nitatin (50 ug ml'l) ilave edilecektir

Molekiiler Karakterizasyon

Izolasyon plakalarinda morfolojik olarak aktinobakteri morfolojisine benzer koloniler segilerek
saflagtirllmistir.  Saf kiiltiirler %30’luk gliserol ¢o6zelti igerisine transfer edilerek -20 °C’de
stoklanmustir.

Genomik DNA ve 16S rRNA gen boélgesi analizleri

DNA lzolasyon Kiti (invitrogen,USA), secilen izolatlarin DNA’sin1 elde etmek amaciyla
kullanilmustir. izolatlardan elde edilen DNA 6rneklerinin varli§i agaroz jel elektroforezi kullanilarak
kontrol edilmistir.

Aktinobakterilerin 16S bolgesinin ¢ogaltilmasinda yaygin olarak kullanilan iki primer (27f ve
1525r) ile ¢ogaltma isleme gerceklestirilmistir (Lane, 1991). 16S rRNA gen bolgesinin PCR yontemi
ile ¢cogaltilmasinda her bir 6rnek i¢in 50 pl 6lgiideki bir reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Karigim;
Hot Start Master Mix (25 pl), primerler (1 pl), DNA (1-2 pl) ve sudan (niikleaz icermeyen)
olusmaktadir. PCR reaksiyon kosullari; 6n denatiirasyon (94 °C, 2 dk, 1 déngii), denatiirasyon (94 °C,
1 dk, 35 dongii), baglanma (55 °C, 2 dk, 35 dongii), uzama (72 °C, 3 dk, 35 dongii) ve son uzama (72
°C, 8 dk, 1 dongii) basamaklarindan olugsmustur.
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PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan 16S rRNA gen boélgesinin dizi analizi MacroGen (Hollanda)
firmasindan hizmet alimi yapilarak gerceklestirilmistir. MacroGen firmasi tarafindan farkli 5 farkli
primer (800r, MG3f, MG5f, 27f ve 1525r) kullanilarak 16S rRNA gen bolgesinin baz dizilimini
ABI3730XL dizileme cihaz1 ile elde edilmistir. ABI formatindaki dosyalar fasta formatina
donistiiriildiikten sonra MEGAX programlart kullanilarak karsilagtirmali ve manuel olarak 5 farkl
primerden elde edilen diziler birlestirilmistir (Kumar ve ark., 2018). Birlestirilen diziler NCBI blast
programinda analiz edilmistir. Daha sonra, bu diziler ExTaxon Server programi kullanilarak
analizlerine devam edilmistir (Kim ve Chun, 2014). Ilgili izolatlara en yakin tip tiirleri belirlenmis ve
sonrasinda tip tiirlerinin 16S rRNA gen dizileri NCBI; hptt://www.ncbi.nlm.nih.gov adreslerinden
indirilerek elde edilmistir. Tip tlirlerine ait diziler ile izolat/izolatlara ait dizilerin hizalama islemi
MEGAX programinda gerceklestirilmistir. Ayni program kullanilarak filogenetik analizler yapilmistir.
Filogenetik soyagaclar, Neighbour-joining algoritmasi ve Jukes-Cantor uzaklik matriksi kullanilarak
elde edilmistir (Jukes ve Cantor, 1969). Filogenetik agaglari olusturma sirasinda kullanilan bootstrap
analizleri ise 1000 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Antimikrobiyal Aktivite Testi

Micromonospora ve Nonomuraea sp. suslarmin S. aureus (Gram pozitif), E. coli ve P.
aeroginosa (Gram negatif), S. cerevisiae (maya) ve C. albicans (fungus) patojenlerine karsi etkileri
incelenmistir (Williams ve ark., 1983). Spor siispansiyonu hazirlanan suslar nokta ekim yontemi ile
modifiye Bennett’s agar ortamina inokiile edilmis ve 30 °C ‘de 5-7 giin inkiibasyona birakilmigtir
(Jones, 1949). Gelisen koloniler iizerine, 3-5 ml ‘lik kloroform dokiilmiis ve oldiiriilen koloniler
lizerine, daha sonra her biri steril %0.5’1ik nutrient agar igerisinde 2 giin siireyle gelisen patojen test
organizmalar 0.1 OD’ye ayarlanarak yayma plak yontemiyle inokiile edilmistir. inokiilasyon petrileri
37 °C ‘de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Koloni etrafinda meydana gelen aciklik bakterinin
patojene kars1 etkinlige sahip oldugunu géstermektedir. Inhibisyon zon ¢aplart kumpas ile dlgiilmiistiir.

BULGULAR VE TARTISMA

Micromonosporave Nonomuraea suslarinin izolasyonu

Serbet¢i otu (Humulus lupulus) rizosfer topragindan alinan o6rneklere dekontaminasyon
islemi uygulandiktan sonra dilusyon plaka yontemi ve siikroz santrifiigasyon metodu kullanilarak
HV, ISP 2, TYGA ve SM3 agar gibi segici besiyerlerine ekimleri yapilmis ve 10-14 giinliik
inkiibasyona birakilmistir. izolasyon prosediirleri sonucunda aktinobakteri benzeri izolatlar elde
edilmis ve tek koloni ekimi ile elde edilen izolatlarin saflastirilmasi yapilmistir. Saflastirilan
izolatlarin miselyum ve sporlar1 %25°lik steril gliserol ¢ozelti icerisine transfer edilerek -20 °C’de
stoklanmustir.

Molekiiler Karakterizasyon

Genomik DNA izolasyonu ve 16S rRNA gen boélgesi analizleri

Micromonospora ve Nonomuraea benzeri izolatlar se¢ilmis ve genomik DNA izolasyonlari
gergeklestirilmistir  (Cizelge 2). DNA’nin  varligir jel elektroforez yontemi kullanilarak
belirlenmistir.
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Cizelge 2. 16S rRNA dizileme ¢alismalarinda kullanilan izolatlar ve ait olduklar cinsler

Organizma Cinsi Organizma Cinsi

HCI 01 Nonomurae sp. HCI 34 Micromonospora sp.
HCI 02 Nonomurae sp. HCI 39 Micromonospora sp.
HCI 04 Micromonospora sp. HCI 44 Micromonospora sp.
HCI 20 Micromonospora sp. HCI 45 Micromonospora sp.
HSF 02 Micromonospora sp. HCI 47 Micromonospora sp.
HCI 23 Micromonospora sp. HCI 49 Micromonospora sp.

Saf DNA ornekleri kullanilarak 16S rRNA genini kodlayan DNA bdélgesi tiniversal primerler
kullanilarak (27f ve 1525r) ¢ogaltilmistir (Lane, 1991). Cogaltilan 16S rRNA gen bolgesinin PCR
tirlinleri agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir.

PCR amplifikasyon iirlinlerinin baz dizi analizi MacroGen firmasindan hizmet alim
yapilarak gerceklestirilmistir. 16S rRNA gen bolgesinin baz diziliminde farkli 5 farkli primer
kullanilmis ve MacroGen firmas:1 tarafindan ABI3730XL otomatik baz dizileme cihaziyla
belirlenmistir. Elde edilen dizilerin birlestirilmesinde MEGAX programi kullanilmis ve zayif
nitelikli baz dizileri uzaklastirilmistir. Olusturulan dizi ile en yakin oldugu akraba tip tiirlerin
dizileri MEGAX programi kullanilarak analiz edilmistir. 16S rRNA baz dizilerinin filogenetik
soyagaglari yine MEGAX programinda Neighbour-joining algoritmasi ve Jukes-Cantor uzaklik
matriksi kullanilarak cizilmistir. Filogenetik agaclarda bootstrap analizleri 1000 tekarli olarak
gerceklestirilmistir.

68 . turkmeniaca DSM 43926" (AF277201)
N. candida HMC10" (DQ285421)

N. salmonea DSM 436787 (X97892)

N. rubra DSM 43768" (AF277200)
N.helvata IFO 14681" (U48975)

Nonomuraea sp. HC102 (KT004651)

100 |— N. maritima FXJ 7203 (GU002054)

97 _|_— N. maheshkhaliensis 16-5-14T (AB290014)
N. kuesteri GW 14-1925T (AJ746362)

2 — Nonomuraea sp. HC101 (KT004650)
E

|: N. roseoviolacea subsp. roseoviolacea IFO 14098"
100

N. roseoviolacea subsp. carminata IFO 159037
L L———— N. bangladeshensis 5-10-10" (AB274966)

—N. dietziae DSM 443207 (AJ278220)

81 [N. thailandensis KC-061" (AB720113)
99 N. monospora PT708" (FJ347524)

A. orientalis IMSNU 20058" (NR042104)

—
0.01

Sekil 1. Test organizmalari ile Nonomuraea cinsine ait tip tiirlerinin 16S rRNA gen bolgesinin Neighbour-joining
filogenetik soy agaci. Dig grup olarak A. orientalis kullanilmigtir
[zolasyon calismalar1 sonucunda elde edilen izolatlarin filogenetik analizleri sonucunda 2
izolatin Nonomuraea cins lyesi ile iligkili oldugu belirlenmistir. Nonomuraea sp. HCI 01
izolatinin N. salmonea tip tiiriine %98 benzerlik ve 28 nt (1149 bp) farkliligina sahip oldugu ve
Nonomuraea sp. HCI 02 izolatinin ise N. maritima ile % 99.2 benzerlik ile 11 nt (1477 bp)
farkliligina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 1).
Filogenetik analizler sonucunda 10 izolatin Micromonospora cinsine tiiye oldugu tespit
2008
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edilmistir. Micromonospora sp. HCI 04, HCI 20, HCI 23, HCI 44, HCI 47 ve HSF 02 izolatlarinin M.
siamensis tip tiirl ile %99.0 ile %99.2 arasinda benzerlik gosterdigi ve bu izolatlarin 10-14 niikleotit
farkliligina sahip oldugu belirlenmistir. Micromonospora sp. HCI 34 izolat1 ise M. coxensis tip tiiriiyle
%099.1 benzerlik ve 11 niikleotit farkliligi gostermektedir. HCl 39 Micromonospora izolatt M.
fulvirididis ile %99.18 benzerlige ve 12 niikleotit farkliligina sahip oldugu tespit edilmistir.
Micromonospora sp. HCI 45 izolati ise M. saeliensis tip tiirii ile %99.59 benzerlige ve 6 niikleotit
farkliligina sahip oldugu belirlenmistir. HCI 49 izolat1 M. purpureochromogenes tip tiirii ile akrabalik
iligkisi ~ oldugu  goriilmiistiir (%99 benzerlik ve 14 nikleotit farklilik; Sekil  2).

go| M. saelicesensis  Lupac 09 T (AJ783993)
Micromonospora sp. HC145 (KT004658)
M. chokoriensis  2-19/6 T (AB241454)
M. jinlong ensis NEAU -GRX11 T (KC134254)
M. zamorensis  CR38 T (FN658656)
M. mirobrigensis WA201 T (AJ626950)
Micromonospora sp. HCI149 (KT004659)
M. coerulea DSM 4314 3 1X92598)
M. purpureochromogenes  DSM 43821 T (X92611)
M. chaiyaphumensis MC5-1T (AB196710)
M. tulbaghiae TVU1 T(EU196562)
M. peucetia  DSM 43363 T (X92603)
M. endolithica DSM 44398 T (AJ560635)
M. halotolerans CR18 T (FN658652)
M. chersina  DSM 44151 T (X92628)
Micromonospora sp. HCI39 (KT004657)
65 M. fulviviridis  DSM 43906 T (X9 2620)
M. humi_P0402 T (GU459068)
M. coxensis 2-30-b/28 T (AB241455)
— M. maritima D10 -9-5T(HQ704071)
7ol M. marina_JSM1 -1TAB196712)
64— M. aurantiaca ATCC 27029 T(CP002162)
33 M. siamensis  TT2 -4T (AB193565)
10d-|_—M.wenchangensis 2602GPT1 -05T (JQ768361)
Micromonospora sp. HC104 (KT004652)
95 Micromonospora sp. HCI20
Micromonospora sp. HSF02 (KT004654)
67| | Micromonospora  sp. HCI23

97

51

75

99Micromonospora sp. HCl44

Micromonospora sp. HCI147
——M. schwarzwaldensis  HKI0641 T (KC517406)

S. ambofaciens NBRC 12836 T(NR041079)

P
0.01

Sekil 2. Test organizmalari ile Micromonospora cinsine ait tip tiirlerinin 16S rRNA gen bdlgesinin Neighbour-
joiningfilogenetik soy agaci. D1s grup olarak S. ambofaciens kullanilmistir

Ay ve ark.’nin yaptigi caligmada Micromonospora izolatim1 Nemrut goli sediment
orneginden izole etmis ve 16S rRNA dizileme ¢aligmasinda M. radices ile %99.4 benzerlige sahip
oldugunu belirlemislerdir. Yapilan homoloji c¢alismasi ve diger kemotaksonomik, molekiiler
analizlerle yeni bir tiir olarak literatiire kazandirmiglardir (Ay ve ark., 2020). Topraktan izole
edilen NEAU-HG-1 izolat1 ise M. auratinigra tip tiiriine %98.9 benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir (Sun ve ark., 2021). Yine farkli bir ¢alismada topraktan izole edilen Nonomuraea sp.
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FMNO3 izolatt molekiiler, niimerik ve kemotaksonomik analizlerle yeni bir tiir olarak
tanimlanmistir (Ozdemir-Kocak ve ark., 2014). Karakum ¢oliinden yapilan izolasyon ¢alismasi ile
Saygin ve arkadaslar1 4 farkli yeni tiirii literatiire kazandirmiglardir. Farkli ortamlardan yapilan
izolasyon c¢aligmalart ile olas1 yeni tiirlerin taramasinda 16S rRNA gen bolgesi analizleri oldukca
etkin olarak kullanilmaktadir. Sunulan g¢alismada da Micromonospora ve Nonomuraea cinslerine
ait oldugu belirlenen suslardan potansiyel yeni tiir olma ihtimali olan adaylar bulunmaktadir.
Biyolojik ¢esitliligin ortaya konmasi ve yeni biyolojik aktif metabolit lireticilerinin kesfi amaciyla
izolasyon ve tanimlama ¢alismalar1 giincelligini ve 6nemini korumaktadir.

Antimikrobiyal Aktivite Testi

Micromonospora ve Nonomuraea cinsine ait suslarin antimikrobiyal aktiviteleri 5 farkli patojene
kars1 test edilmistir. Bu suslarin antimikrobiyal etkinliklerinin en az 8 mm ile en ¢ok 12 mm arasinda
oldugu tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite testi yapilan izolatlarin ¢ogu (6 izolat) Gram negatif
bir bakteri olan E. coli bakterisinde inhibisyon olusturmustur. P. aeroginosa ve C. albicans
patojenlerini ise higbir susun inhibe etmedigi belirlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3.Micromonospora ve Nonomuraea suslarinin patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
etkileri

Ornekler E.coli S. aureus S. cerevisiae  P. C. albicans
aeroginosa
HCI 01 - - - - -
HCI 02 - - 9 mm - -
HCI 04 - - 10 mm - -
HCI 20 - 11 mm - - -
HCI 23 8 mm - - - -
HCI 34 9 mm - - - -
HCI 39 9 mm - - - -
HCI 44 - 9 mm - - -
HCI 45 10 mm - - - -
HCI 47 11 mm - - - -
HCI 49 11 mm - 8 mm - -
HSF 02 - 12 mm 10 mm - -

E. coli’e kars1 HCI 23 (8 mm), HCI 34 (9 mm), HCI 39 (9 mm), HCI 45 (10 mm), HCI 47 (11
mm) ve HCI 49 (11 mm) suslar1 etkinlik gosterirken S.aureus’a karst HCI 20 (11 mm), HCI 44 (9 mm)
ve HSF 02 (12 mm) suslar1 antimikrobiyal aktivite etkinligi gostermistir. HCI 02 (9 mm), HCI 04 (10
mm), HCI 49 (8 mm) ve HSF 02 (10 mm) S. cerevisiae’a karsi etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

Benhadj ve ark.’nin yapmis oldugu c¢alismada nadir aktinobakteri izolasyonu, molekiiler
tanimlamasi ve izolatlarin antimikrobiyal 6zelliklerini incelemislerdir. Yapilan izolasyon ¢alismasinda
Actinomadura sp., Micromonospora spp., Nocardia spp. ve Nonomuraea sp. izolatlar1 elde edilmis ve
16S rRNA analizleri ile filogenetik iligkileri belirlenmistir (Benhadj ve ark., 2019). Suslarin
antimikrobiyal  ozellikleri incelendiginde ~ Micromonospora suslarindan  EIN386  susunun
Staphylococcus sp. izolatina, ESN430 susunun ise yine S. aureus ve Staphylococcus sp. izolatina karsi
aktivite gosterdigi belirlenmistir. ESN429 susu ise hi¢ bir patojen mikroorganizmaya kars1 aktivite
gostermedigi tespit edilmistir. Nonomuraea sp. izolat1 ise E. coli, Staphylococcus sp. ve Enterobacter
sakazakii kars1 aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismada ayn1 zamanda antimikrobiyal aktivite
calismalarinda kullanim icin 3 farkli besiyeri Onerilmis ve besiyeri farkina gore antimikrobiyal
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etkinligin degistigi tespit edilmistir. Genellike aktinobakteri cins {iyelerinin antimikrobiyal
caligmalarinda Bennet’s agar kullanilmakta olup bu ¢alismada ISP 2 ve glukoz maya ekstrak agar
(GYMA) kullanilabilecegini gostermislerdir (Benhadj ve ark.,, 2019). Yaptigimiz c¢alismada
Micromonospora ve Nonomuraea suslarmin antimikrobiyal etkinlikleri modifiye Bennet’s agar
kullanilarak belirlenmis ve bazi suslardaki diisiik etkinligin nedeninin kullanilan besiyeri olabilecegi
diisiiniilmistiir. Ancak bir¢ok tarama ¢aligmasinda standart olarak Bennet’s agar kullaniliyor olmasi
nedeniyle ¢alismamizda besiyeri olarak tercih sebebi olmustur (Ouhdouc ve ark., 2001).

Igarashi ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada Nonomuraea susundan yeni bir molekiil elde etmisler ve
bu molekiiliin yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu belirlemislerdir. Bulduklar1 bu molekiile
Sealutomi cins adin1 veren arastirmacilar 6zellikle direngli Enterobacter gruplarina karsi etkinlik elde
etmeleri umut vericidir (Igarashi ve ark., 2021). Bu g¢alismada elde edilen Nonomureae suslarinin
antimikrobiyal etkinliklerinin olduk¢a diigsiik oldugu belirlenmistir. Farkli patojenlere karsi etkinlik
caligmalar1 yapilarak daha genis bir taramanin yapilmasi suslarin etkinlik profilini belirleyebilmek i¢in
faydali olacagir diisiiniilmektedir. Derin deniz ortaminda bulunan siingerden izole edilen
Micromonospora izolatinin antimikrobiyal aktivitesi farkli patojenlere karsi test edilmistir (Back ve
ark., 2021). Gram pozitif patojenlere kars1 iyi bir aktivite gostermezken Gram negatif patojenlere karst
oldukga yiiksek bir aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Calismada 2 farkli E. coli tip susu
kullanilmis ve bu suslara karsi aktivite farkliligi gozlemlenmistir. Micromonospora izolatlarinin
E.coli’e kars1 daha etkin oldugu belirlenmistir. P. aeroginosa ve C. albicans’a karsi hi¢ bir izolatin
aktivite gostermedigi tespit edilmistir (Back ve ark., 2021). Sunulan bu c¢alismada kullanilan
Micromonospora suslarinin funguslara karsi etki etmemesi, Gram pozitif patojenlere karsi diisik
aktivite gostermesi ve Gram negatif patojenlere daha etkin olmasi yapilan ¢aligmanin literatiirle de
uyumlu oldugunu gostermektedir.

Dogal aktif metabolit eldesi amaciyla yapilan caligmalarin derlendigi literatiirde, bir¢ok
Micromonospora izolatinin farkli lokalitelerden eldesi ve sekonder metabolitlerinin tanimlanmasi
yapilmustir (Hifnawy ve ark., 2020). Bu ¢alisma ile bir aktinomiset cinsinden ortaya ¢ikabilecek
olaganiistli biyosentetik c¢esitliligi 6zetlemekle birlikte yeni dogal iiriinler arayisinda kesfedilmemis
tiirleri kesfetmeye yonelik gelecekteki ¢alismalar1 desteklemektedir. Enfeksiyonlara karst miicadelede
de yeni antibiyotiklerin, antiviral ve antifungallerin tespiti oldukca dnemlidir. Bu nedenle yeni tiirlerin
kesfi yeni metabolitlerinde kesfini saglayabilecegi dngoriilmektedir.

SONUC

Farkli ¢evrelerde yagabilen aktinobakterilerin izolasyonu, tanimlamasi ve yeni biyolojik aktif
metabolit taramalar1 oldukga énemlidir. Ozellikle son dénemde mikrobiyal kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisinde antibiyotiklerin yetersiz kalmasi, patojenlerin direng gelistirmesi saglik alaninda 6nemli
sorunlar arasindadir. Yeni antibiyotiklerin kesfi biiyilk onem tasimaktadir. Bu amagla, rizosfer
topragindan yapilan izolasyon c¢alismasinda Micromonoispora ve Nonomuraea izolatlar1 elde edilmis
ve 16S rRNA dizi analizleri ile molekiiler tanimlamalar1 yapilmistir. Antimikrobiyal ozellikleri
belirlenen suslarin 6zellikle Gram negatif bakterilere kars1 etkinlik gosterdigi tespit edilmistir.Yeni
antibiyotik ve aktif sekonder metabolit agisindan daha ileri ¢calismalarla tanimlamalar1 yapilabilecek
olan bu izolatlarin ticari degerleri onem arzetmektedir.16S rRNA analizleri ile de olas1 yeni tiirlerin
belirlenmesi saglanmis ve ileri sistematik ¢aligmalar ile literatiire kazandirilmasi1 amaglanmaktadir.
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