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Miksobakteriler pek ¢ok antibakteriyel, antifungal, antikanser, antiparazit, immunosupresif, sitotoksik ve antioksidatif
biyoaktif bilesiklerin 6nemli kaynagi kabul edilmektedir. Antibiyotige direngli patojen bakterilerin neden oldugu
hastaliklarin artmasiyla birlikte, dogal kaynaklardan bu patojenlerin kontrol edilmesi/yok edilmesini saglayacak daha
etkili yeni antibiyotiklere intiyag duyulmaktadir. Bu galigmada farkli illerden (Antalya, Burdur, Isparta, izmir, Eskisehir,
Bursa, ve Denizli) toplanan 50 adet toprak (4 adet termal kaynak civari) ve 6 adet su 6rnegi (4 adet termal su)
miksobakteri izolasyonu igin kullanilmistir. Toplam 50 miksobakteri izolatindan 10 izolatin biyokimyasal tani testleri
kullanilarak 5 cinse (Myxococcus sp., Cystobacter sp., Stigmatella sp., Nannocytis sp. ve Polyangium sp.) ait oldugu
belirlenmistir. Miksobakteri izolatlarinin antibakteriyel aktiviteleri kuyucuk difizyon yéntemi kullanilarak Gram pozitif
(Bacillus cereus ATTC 6051 ve Staphylococcus aureus ATTC 25923) ve Gram negatif (Escherichia coli ATTC 25922
ve Pseudomanas aeruginosa PAO01) suslar icin incelenmistir. MB23, MB33 ve MB34 miksobakteri izolatlar S. aureus
igin (sirasiyla 22.0, 24.7 ve 19.3 mm) ve MB9, MB23, MB28, MB33 ve Si34 miksobakteri izolatlari ise B. cereus igin
(sirasiyla 10.0, 18.5, 10.0, 28.0 ve 20.0 mm) antibakteriyel etki gdstermistir. Bu izolatlarin E. coli ve P. aeruginosa igin
antibakteriyel etkisi olmamistir. Bu sonuglara gére miksobakterilerin Gram pozitif patojen bakterilere antibakteriyel etki
gOstermesi 6nemlidir ve mevcut potansiyelin anlasilabilmesi icin Uzerinde detayl ¢calisma gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Miksobakteri, Kayan bakteri, Antibakteriyel etki

Isolation and Antibacterial Activity of Myxobacteriain Soil and Water Samples from Livestock
Farm and Thermal Source Origin

ABSTRACT

Myxobacteria are considered as an important source of new antibacterial, antifungal, anticancer, antiparasitic,
immunosuppressive, cytotoxic and antioxidative bioactive compounds. The importance of developing new antibiotics
from natural sources is increasing because of an increase in diseases caused by antibiotic-resistant pathogens. In this
study, 50 soil samples, four of which were from near thermal sources, and 6 water samples, four of which were from
thermal sources, were collected from different provinces (Antalya, Burdur, Isparta, izmir, Eskisehir, Bursa and Denizli,
Turkey), and they were used for myxobacteria isolation. They belonged to five genus of myxobacteria; Myxococcus sp.,
Cystobacter sp., Stigmatella sp., Nannocytis sp., Polyangium sp. The antibacterial activities of myxobacteria isolates
were investigated for Gram positive (Bacillus cereus ATTC 6051 and Staphylococcus aureus ATTC 25923) and Gram
negative (Escherichia coli ATTC 25922 and Pseudomonas aeruginosa PAQO1) strains using the well diffusion method.
myxobacteria isolates of MB23, MB33 andMB34 showed antibacterial effects against S. aureus (zone diameters of 22.0,
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24.7 and 19.3 mm, respectively) and myxobacteria isolates of MB9,MB23, MB28, MB33,MB34 against B. cereus (zone
diameters of 10.0, 18.5, 10.0, 28.0 and 20.0 mm, respectively) but they had no activity against E. coli and P. aeruginosa.
According to these results, it is important that the antibacterial activity of myxobacteria affects Gram positive pathogenic
bacteria and detailed studies are required to understand their potential.

Keywords: Myxobacteria, Gliding bacteria, Antibacterial effect

GiRiS

Glnumizde sentetik kimyanin gelisimi ile zengin bir
cesitlilikte organik bilesik Uretiimesine ragmen, yeni
ilaclarin geligtirimesinde dogal bilesikler énemli bir rol
oynamaya devam etmektedir [1]. 1981 ile 2010 yillar
arasinda onaylanan kiglik molekdlll ilaglarin %34’G
dogal urlnler olup, %16’sI toplam sentez ile yapilmis
farmakofor dogal Grtnlerdir [2]. Antibiyotiklerin dykiisiine
baktigimizda ise mikroorganizma tirevli  ikincil
metabolitler yarim yazyilh askin bir siredir zengin bir
kaynaktir. Ancak antibiyotik kesfinin hizi yavaslamis ve
direngli bakteri yayihmi énemli bir halk saglig! tehdidi
haline gelmistir [3]. ABD Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi (CDC) her yil ABD’de en asag: iki milyon insanin
antibiyotiklere direngli bakterilerin sebep oldugu ciddi
enfeksiyonlara  yakalandidi  antibiyotiklerin  etkisiz
kalmasindan 6tird  bunlardan  23000’nin ~ dlimle
sonuglandigini tahmin edildigini acgiklamistir [4]. Direng
oraninin bu hizla artmaya devam etmesi halinde, 2050
yilinda antimikrobiyal dirence bagh olarak her yil 10
milyon kiginin hayatini kaybedecegi tahmin edilmektedir
[5]. Bu yuzden bakteriler gibi dogal kaynaklardan yeni
antimikrobiyal maddelere ihtiya¢c duyulmaktadir ve
antimikrobiyal madde Ureten potansiyel bakteriler
arastinimaktadir [4]. Biyoteknolojik gelismeler kaltur
olarak elde edilmesinin zor oldugu ya da hig elde

edilemeyecegi distndlen mikroorganizmalarin
gelecegine umut olmustur. Bunlardan biri de
miksobakterilerdir [6] ve sahip olduklari genomik

Ozelliklerinden dolayi ikincil metabolit Uretimi agisindan
¢ok 6énemli bir grup oldugu gérilmektedir [7-9].

Miksobakteriler Gram negatif, kayarak hareket eden [10-
13], kurumaya direngli [14] meyvemsi yapi olusturan [15]
cubuk sekilli [13, 16], O-proteobakteri sinifina ait
bakterilerdir [17]. Anaeromyxobacter dehalogenans [18]
(fakultatif aneorob) hari¢ tim miksobakteriler zorunlu
aeroptur [19, 20]. Miksobakteriler genelde dogada cesitli
toprak katmani, kompost, clrimis aga¢c ve otgul
hayvanlarin diskisinda bol miktarda bulunmaktadir. Kum
ve tagli yuzeylerde de geligebilirler [11, 12]. Ayrica buzul
[21], deniz ve diger tuzlu alanlarda [22-26] ve magara [27]
gibi degdisik habitatlardan da izole edilmislerdir. Birgogu
gelistikleri ortamlarda renkli pigmentler meydana getirir.
Bazi turleri ise selllozun yani sira, agar ve kitin gibi
kompleks substratlari da pargcalama yetenegindedir.
miksobakteriler insanlar icin patojenik degildir, ancak
besin kaynagi olarak Gram pozitif ve Gram negatif
bakterileri kullanabilmektedirler [17]. Cogunlukla pH 5-8
arasindaki topraklarda bulunurlar. Prokaryotlar arasinda
essiz olarak kabul edilen miksobakteriler, bakterilerin gok
ilging bir grubu olup hayat dongileri [10, 12, 28] ve
urettikleri ikincil metabolitleri [29, 30] bir hayli dikkat
¢ekmektedir.
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Dinyada miksobakteriler Uzerinde yapilmakta olan
galismalarda halen yeni miksobakteri turlerine ve bu
turlerin Urettigi dGnemli biyolojik aktiviteleri olan yeni ikincil
metabolitler rapor edilmektedir [15]. Bu ydnuyle de
miksobakteriler farkli biyolojik 6zellikler agisinda buyik
potansiyele sahiptir.

Bu calismada, endustriyel ve tibbi alanlar agisindan
biyoteknolojik Gneme sahip olan miksobakterilerin gesitli
toprak, su ve termal su kaynaklarindan izole edilerek
tanimlanmasiyla, Ulkemize 06zgli  mikroorganizma
kaynaklarindan izole edilen miksobakterilerin
antibakteriyel o6zelliklerinin ve antibiyotik Uretimleri
acisindan potansiyellerinin belilenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT
Materyal

Farkli bolgelerden (Antalya, Burdur, Denizli (Bozkurt ve
Pamukkale ilgesi, Karahayit bolgesi), Eskisehir ve
Isparta) alinan 50 farkh toprak ve 6 farkli (termal) su
ornegi bakteri izolasyonu amaciyla toplanmistir.

Orneklerin Toplanmasi ve izolasyon

Ornekler steril malzemeler kullanilarak aseptik olarak
toplanmistir.  Ornekler ortam sicakhginda ve steril
kosullarda laboratuvara getirilmigtir. Miksobakterilerin
gelistiriimesi, izolasyonu ve tanimlanmasi igin nutrient
agar besiyeri kullaniimigtir. Laboratuvara getirilen
ornekler 10 katli dilisyonlar halinde [31] hazirlanarak NA
besiyerinde 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
meyvemsi yapl olusturan koloniler sk ve stereo
mikroskop kullanilarak saflik kontrolleri yapilmistir.
izolatlar galisma boyunca +4°C’de muhafaza edilmistir.

Yontem

Secilen izolatlarin 1sik ve stereo mikroskopta koloni
morfolojisi incelenerek, Gram boyama, seliilozu hidrolize
etme, kazeini hidrolize etme, Kongo kirmizisi ile
boyanma 6zellikleri belilenmigtir [11].

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Sivi besiyerine agsilanan o6rneklerin inkibe edilmesi
amaciyla calkalamali inktbatér kullaniimistir. Bakteriler
200 rpm/dk hizla galkalanarak 28 C’de 24-36 saat inklibe
edilmistir [32].

izolatlarin  antibakteriyel ~ aktivitelerinin  belirlenmesi
amaciyla Agar Diflizyon Yontemi kullaniimistir [33] Tani
testleri sonucunda miksobakteri olarak belirlenen izolatlar
NB besiyerinde 15 gin 28°C ve 150 rpm’ de inklbe
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edilmistir. inkiibasyon sonunda kiiltiirler Whatman No:1
kagidindan filtre edilerek Uzerine 1:1 (v/v) oraninda etil
asetat eklenerek 3 kez katli ekstraksiyon yapilmistir.
Toplanan (st fazin doéner buharlastiricida (HL/HB G3,
Heidolp, Almanya) 37°C’de ve 80 rpm’de etil asetati
ucurularak ham metabolit ekstresi elde edilmigtir. Ekstre
Uzerine dimetil-silfoksit ilave edilerek antibakteriyel
aktiviteleri belilenmek Uzere -20°C’de muhafaza
edilmistir.

Antibakteriyel test igin Gram pozitif (Bacillus cereus
ATTC 6051 ve Staphylococcus aureus ATTC 25923) ve
Gram negatif (Escherichia coli ATTC 25922) ve
Pseudomanas aeruginosa PAO1) suslari kullaniimigtir.
Bu amagla sivi besiyerinde inkiibe edilmis ve bulanikligi
0,5 Mcfarland bulanikhga esdeger bulanikliga ayarlanmis
kulturlerden 100 pL alinarak 5 mL (BPW 25,5 g/L, Agar 5
g/L) icerisine eklenmistir ve NA petrilerine ikinci kat olarak
dokulmuistir. Katilasan soft agara pastor pipeti
yardimiyla kuyucuklar agimigtir. Kuyucuklar igerisine
70’er yL MB4, MB5, MB9, MB23, MB28, MB30, SB31,
MB32, MB33 ve Si34 kodlu izolat ekstrelerinden ilave
edilerek 35°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra
kuyucuk ¢evresinde olusan inhibisyon zon g¢aplari (mm)
Olgllmustir. Gentamisin (8mg/mL) pozitif kontrol olarak

kullanilmistir. Olusan inhibisyon zon gaplari antibakteriyel
aktivitenin degerlendiriimesi igin kullaniimigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

izmir Denizli, Eskisehir ve Bursa illerinden toplamda 56
toprak ve su o6rneginden 10 izolat elde edilmistir. 10
izolatin 8 tanesi toprak orneklerinden, iki tanesi ise [zmir
ve Bursa illerinden alinan su O&rneklerinden elde
edilmistir. Termal su kaynaklarindan miksobakteri elde
edilememistir. iki adet su 6rnedinden miksobakteri
izolasyonun saglanmasi, genel habitatlari toprak olan bu
mikroorganizmalarin Ulkemizdeki su kaynaklarindan da
elde edilebilecegini gostermesi acgisindan Onem
tasimaktadir. Termal kaynaklardan (Karahayit ve
Pamukkale) alinan 4 adet toprak ve 4 adet su 6rneginden
higbirinde miksobakteri tlrine rastlanmamis olmasi bu
bakterilerin daha ¢ok mezofilik 6zellik gostermesinden
kaynaklanmaktadir [11].

Calismada Gram negatif ve Kongo red pozitif oldugu
belirlenen izolatlarin koloni 6zellikleri (buyukligu, rengi,
sekli), ¢ozinebilir pigment olusumlari ve kazein
hidrolizleri incelenerek dahil olabilecekleri miksobakteri
cinsleri belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Miksobakteri izolatlarinin petri plagindaki koloni morfolojileri ve bazi biyokimyasal 6zellikleri
Table 1. Colony morphologies and some biochemical properties of myxobacteria isolates on petri plate

Kongo .
izolat izolasyon Gram Kazein Seliloz Kirmizisini  Goziinebilir Bii ISE:S?L ve KoloniRengi  Hucre
numaralari Materyali Boyama Hidrolizi Hidrolizi  Absorbe Pigment ySek?i 9 Sekli
Etme
MB4 TE Gr(-) - - + - Orta Acik Sari Cubuk
MB5 TE Gr(-) - - + Koyu Sari Orta Kahverengi Cubuk
MB9 TE Gr(-) + - + - Orta Beyaz Cubuk
MB23 TB11 Gr(-) - + + Acik Sari Cok Kiguk Gri Cubuk
MB 28 TB11 Gr(-) - + + - Cok Kuguk Koyu Sari Cubuk
MB 30 TB11 Gr(-) - - + - Cok Kigiik Cok Aglk Sarnt Cubuk
- - Koyu
MB 31 SB Gr(-) - + - Cok Blyuk Pembe/Mor Cubuk
i Orta, Zincir Sari (Etrafi
MB 32 TB8 Gr(-) + + Cok Acik Sari Sekiinde  Beyaz Zonlu) Cubuk
MB 33 KUE Gr(-) - ’ + - Blyuk Koyu Sari Cubuk
MB 34 Si1 Gr(-) - ’ + Acik Sari Kiguk Pembe/Kirmizi  Gubuk

TE: toprak 6rnegi Eskisehir, TB: toprak érnegi Bozkurt, SB: su 6rnegi Bursa, KUE: kiimes topragdi Eskisehir, Si1: su érnegi izmir

Calisma kapsaminda izole edilen miksobakterilerin
saflastirma sonucunda elde edilen kolonilerinin stereo
mikroskop ile yapilan inceleme ile morfolojik 6zelliklerine
iliskin karakteristik gorintiler elde edilmistir (Sekil1).

Simdiye kadar sellilozu pargaladidi  bilinen tek
miksobakteri familyasi Polyangiaceadir. [34]. Bu sebeple
sellilozu pargalayan MB23 ve MB28 kodlu izolatlarin
(Sekil 1d, Sekil 1e) Polyangium sp. cinsine ait oldugu
disunilmektedir. Myxococcus sp. cinsine ait kolonilerin
genellikle sarimsi renkte ortasi turuncu oldugu ve bu
kolonilerin gok bliylik boyutlarda olmadigi, Cystobacter
sp. cinsine ait kolonilerin kahverengi oldugu ve zincir
seklinde koloni olugturduklari, Nannocytis cinslerinin tek
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tek ayri koloniler seklinde olustugu ve agik sari bir renge
sahip oldugu, Stigmatella sp. cinsinin beyaz renk
koloniler seklinde olustugu bilinmektedir [11]. Sekil 1 de
belirtilen elde edilen izolatlara iligskin goruntuler yer
almaktadir. Koloni morfolojisi ve streo mikroskop (x28)
goruntilerine gore MB4 kodlu o6rnegin (Sekil 1a)
Nannocytis cinsine, MB5, M31 ve M34 kodlu izolatlarin
(Sekil 1b, g ve j) Cystobacter cinsine, MB9 kodlu izolatin
(Sekil 1c) Stigmatella sp. cinsine, MB30, MB32 ve SI34
kodlu izolatlarin (Sekil 1f, h ve j) ise Myxococcus cinsine
ait oldugu disunlilmektedir. Tar duzeyinde bir
siniflandirma yapabilmek igin molekiler siniflandirma
yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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I) MB33 (Myxococcus) j) Si34 (Cystobacter)

g) SB31 (Cystobacter)

h) MB32 (Myxococcus)

Sekil 1. Miksobakteri izolatlarinin karakteristik kolonilerine ait stereo mikroskop gortntleri (x28)
Figure 1. Stereo microscope images of characteristic colonies of myxobacteria isolates (x28)

Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin antibakteriyel
potansiyellerinin belirlenebilmesi igin S. aureus, B.
cereus, E. coli ve P. aeruginosa icin antibakteriyel
ozellikleri degerlendirilmistir. Izolatlardan MB23,MB33 ve
SI34 kodlu miksobakterilere ait ekstreler hem S. aureus
ATTC 25923 (22.0+1.0, 24.7+0.6 ve 19.3+1.2 mm) hem
de B. cereus ATTC 6051 (18.5+0.5. 28.0+1.0 ve 20.0+1.0
mm) igin antibakteriyel aktivite gostermistir (Tablo 2 ve
Sekil 2). MB9 ve MB28 ekstreleri ise B. cereus ATTC
6051 igin 10.0£1.0 mm c¢apinda antibakteiyel etki
gdstermistir (Tablo 2). Ozellikle Gentamisinin S. aureus
ATTC 25923’a ait inhibisyon zon gapi (21.8+3.55mm)
olup MB23 ve MB33 ekstrelerinin zon caplarinin
gentamisinden daha ylksek olmasi s6z konusu
izolatlarin gentamisinden daha etkili antibakteriyel
aktivitiye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica B.
cereus ATTC 6051 icin MB33 izolatina ait ekstrelerin
inhibisyon zon c¢apinin, gentamisine ait zon c¢apina
(31.722.9 mm) yakin degerde olmasi ileride yapilacak
calismalar  igin potansiyele  sahip  oldugunu
gOstermektedir.
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Ekstrelerin higbirisi E. coli ATTC 25922 ve P. aeruginosa
PAO1 i¢in antibakteriyel etki gdstermemistir. Bu durumun
Gram (-) bakterilerdeki peptidoglikan, lipoprotein ve
lipopolisakkarid yapidan meydana gelen hicre duvarinin
bu etkiyi engelledigi anlagiimaktadir. Elde edilen
izolatlarin Gram (+) bakterilere etkili antibakteriyel etki
gOstermesi, Gram (+) bakterilerde hiicre duvarinin daha
kalin olmasina ragmen peptidoglikan ve teikoik asitten
meydana gelmis basit bir yapi mevcut olmasina ve bu
yapida antibakteriyel etkili bilesiklerin hiicre zarindan
iceriye girerek bakterilere daha kolay etki etmesine neden
olmasindan kaynaklandi§i diusunulmektedir [35].

Miksobakterilerin antibakteriyel etkilerinin  Gram (+)
bakterilere mi yoksa Gram (-) bakteriler Gizerine mi daha
fazla oldugu ile ilgili farkli arastirma sonuglari
bulunmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalarin ekserisinde
miksobakterilerin ¢ogunlukla Gram (+) bakterileri inhibe
eden dogal urlnleri salgiladiklari, buna karsin ¢ok az
saylida miksobakteriyel izolatin Gram (-) bakterilere karsi
inhibisyon aktivitesi gosterdikleri ortaya konmustur [36,
37]. Aksine Gaspari ve ark.’nin [38] israil'de izole ettikleri
miksobakterilerin %50’den fazlasinin Gram (-) bakterilere
karsi etkili oldugu ve eczacilik alanindaki ihtiyaclara
karsilik verebilecegi saptanmistir.
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Sekil 2. Agar difU_zyon ybntemine gére MB4, MB5, MB9, MB23, MB28, MB30, SB31,
MB32, MB33, SI34 izolatlarina ait ekstrelerin a) S. aureus, b) E. coli igin bazi

antibakteriyel petri goruntuleri

Figure 2. Some antibacterial petri images of extracts of MB4, MB5, MB9, MB23,
MB28, MB30, SB31, MB32, MB33, SI34 isolates according to agar diffusion method

a) S. aureus, b) E. coli

Tablo 2. izolatlara ait ekstrelerin ve kontrol grubuna ait inhibisyon zon gaplari (mm)
Table 2. Inhibition zone diameters of the extracts of the isolates and the control group (mm)

izolat kodlari S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
MB4 * * * *
MBS * * * *
MB9 * 10.0+1.0 * *
MB23 22.0+1.0 18.5+0.5 * *
MB28 * 10.0+1.0 * *
MBSO * * * *
SBSl * * * *
MBSZ * * * *
MB33 24.7+0.6 28.0+1.0 * *
MB34 19.3+1.2 20.0+1.0 * *
Gentamisin 21.8+3.55 31.7+£2.9 25.2+2.8 40.045.0

*Antibakteriyel aktivite gdézlenmemistir.

Bagka bir calismada ise Buyuk Britanya’dan alinan toprak
orneklerinden elde edilen izolatlarin buytk bir kisminin
Corallococcus spp. ve Myxococcus spp. tirlerine ait
oldugu ve Gram (+) ve Gram (-) patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite agisindan ¢ok farkli sonuglarin
bulundugu, belirlenmistir. Bu sonug yani Myxococcus
cinsinin antimikrobiyal etkisinin Gram (+) ve Gram (-)

tirler  Gzerinde farkli olmasi bu bakterilerin
makromolekulleri pargalayan ya da hicre duvarini yikan
enzimler tarafindan  farkli  sekilde etkilendigini

gOstermektedir [39].
SONUC

Calismada kullanilan 10 miksobakteri izolatinin %20 sinin
su kaynaklarindan izole edilmis olmasi, genel
habitatlarinin toprak oldugu bilinen miksobakterilerin su
kaynaklarinda da 6nemli miktarda bulundugunun bir
gOstergesidir. Jeotermal kaynaklarin bakteriyel gesitliligi
hakkinda c¢ok sayida calisma yayinlanmis olmasina
ragmen, termofilik miksobakterilerin veya sicak su
kaynaklarinda yasayan miksobakterileri konu alan sinirli
sayida calisma oldugu goérulmektedir. Ancak o6nemli
biyolojik 6zellikleri olan yeni miksobakterileri izole etmek
icin bu habitatlarin daha detayll incelenmesi
gerekmektedir.
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Yapilan kaynak arastirmasinda Ulkemiz kaynaklarindan
izole edilen miksobakterilerin antibakteriyel etkileri ilk
defa bu calismada rapor edilmistir. Bu c¢alismada
sirasiyla Denizli ili Bozkurt ilgesinden ve Eskisehirden
alinan kiimes topraklari ile izmirden alinan su
orneginden elde edilen Myxococcus sp MB23, MB33 ve
Si34 kodlu izolatlarinin S. aureus (ATTC 25923) ve B.
cereus (ATTC 6051) suslar igin gugli antibakteriyel
aktivite gostermesi bakimindan 6nemlidir. Elde edilen
izolatlarin %50’sinin antibakteriyel 6zellikte olmasi, daha
detayli calisilma ile Ulkemizde toprak ve su kaynaklarinin
ticari 6neme sahip miksobakteriler icin ©6nemli bir
potansiyeli oldugunu gostermektedir.
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