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DERLEME

Dogal Kaynaklardan Yeni Antimikrobiyal Madde Tarama
Yontemleri

Antibiyotikler, Bacillaceae, Actinomycetales, Streptomyces gibi bazi mikroorganizmalar tarafindan
cok basamakli biyosentetik yollar ile Uretilen sekonder metabolitler olup mikroorganizmalar igin bir
savunma o6zelligi ve hayatta kalma mekanizmasi olarak nitelendiriimektedir. Bu nedenle insan ve
hayvan sagliginda bakteriyel hastaliklarla miicadelede énemli bir yere sahiptir.

Antibiyotikler gegmisten ginimuze bakteriyel hastaliklarin sagaltiminda 6énemli bir yer tutmasina
ragmen toplum tarafindan bu ilaglar Gnemsenmemis ve bilingsizce kullaniimistir. Antibiyotiklerin
baglica insan hekimligi, veteriner hekimlik ve ¢evre gibi alanlarda fazla ve yanlig kullanimi, kalinti
surelerinin takipsizligi ve ¢evresel bulagsma ciddi bir sekilde artan antimikrobiyal dirence ve buna
bagli olarak antibiyotiklere direngli bakterilerin ortaya gikmasina yol agmigtir. Antimikrobiyal diren¢
dinya ¢apinda insan ve hayvan saghgini tehdit eden en 6nemli sorunlardan biri haline gelmistir.

Tarihsel olarak, son 40 yilda uretilen antibakteriyellerin yaklasik %60 dogal kaynaklardan
turetilmistir. Var olan antibiyotiklerden sentetik olarak uretilen yeni molekuller daha ¢ok énimuzdeki
birka¢ yil icin etkinligini korurken, mikrobiyal dogal urunlerden kesfedilmeyi bekleyen yeni
molekdllerin antimikrobiyal direng sorununu azaltacagi 6ngorilmektedir.

Bu derlemede dogal kaynaklardan yeni antimikrobiyal maddelerin tespit edilmesi ve

tanimlanmasinda kullanilan yéntemler hakkinda genel bilgi verilmesi amaclanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, mikrobiyal dogal tiriinler, antimikrobiyal direng

New Antimicrobial Substance Screening Methods from Natural Sources

Antibiotics, are the secondary metabolites produced by some microorganisms such as Bacillaceae,
Actinomycetales, Streptomyces etc. via multi-step biosynthetic pathways and are characterized as
a defense feature and survival mechanism for microorganisms. For this reason, they have an
important place in combating against bacterial diseases in human and animal health.

Although antibiotics have an important place in the treatment of bacterial diseases from past to
present, these drugs have been ignored and used unconsciously by the society. The overuse and
misuse of antibiotics, mainly in human medicine, veterinary medicine and the environment, the lack
of follow-up of the residual periods and environmental contamination have led to the emergence of
bacteria resistant to antibiotics, which significantly increases antimicrobial resistance. Antimicrobial
resistance has become one of the most important problems threatening human and animal health
worldwide.

Historically, about 60% of antibacterials produced in the last 40 years have been derived from
natural sources. While new molecules produced synthetically from existing antibiotics will maintain
their effectiveness for the next few years, it is predicted that new molecules waiting to be
discovered from microbial natural products will reduce the antimicrobial resistance problem.

In this review, it is aimed to give general information about the methods used in the detection and
identification of new antimicrobial substances from natural sources.

Key Words: Antibiotic, microbial natural products, antimicrobial resistance

1.Girig

Antibiyotikler,  Bacillaceae, = Actinomycetales,  Streptomyces vb. bazi
mikroorganizmalar tarafindan ¢ok basamakli biyosentetik yollar ile Uretilen sekonder
metabolitler olup mikroorganizmalar icin bir savunma 6zelligi ve hayatta kalma
mekanizmasi olarak nitelendirilmektedir (1). Bakteriyel hastaliklar 19. ylzyilin ortalarina
kadar ciddi mortalite ve morbiditeye sahip iken antibiyotiklerin kesfi bu etkilerde énemli
dususler saglayarak modern tibbin temelini olusturmustur (2).

Antibiyotikler gegcmisten giinimize bakteriyel hastaliklarin sagaltiminda énemli bir
yer tutmasina ragmen toplum tarafindan bu ilaglar énemsenmemis ve bilingsizce
kullaniimigtir (3). Antibiyotiklerin baslica insan hekimligi, veteriner hekimlik ve ¢cevre gibi
alanlarda fazla ve yanlis kullanimi, kalinti sirelerinin takipsizligi ve ¢evresel bulasma
ciddi bir sekilde artan antimikrobiyal dirence ve buna bagli olarak antibiyotiklere direncli
bakterilerin ortaya cikmasina yol agmistir (4-8). Bu durum her gecen gin etkili
antibiyotik sayisinin azalmasina ve direngli patojen bakterilerin sayisinda da artmaya
sebep olmustur (9, 10).
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Antimikrobiyal diren¢ (AMR) diinya ¢apinda insan
ve hayvan saghgini tehdit eden en énemli sorunlardan
biri haline gelmistir (11). Oyle ki ilaca direngli patojenlerin
sebep oldugu enfeksiyonlardan kaynakli diinyada her yil
en az 700.000 kiginin 6ldugu tahmin edilmekte ve
antimikrobiyal direng ele alinmadigi taktirde bu sayinin
2050 yillina kadar 10 milyona ¢ikabilecedi
ongorulmektedir (12). Ginidmuizde antibiyotige direngli
patojenlerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlar artik
mevcut tedavilere yanit vermemekle beraber kullanilan
antibiyotiklere karsi diren¢ de gelistirebilmektedir (10).
2019 yiinin sonlarinda ortaya cikan ve milyonlarca
insanin éliimiine sebep olan COVID-19 pandemisi birgok
sorunu da beraberinde getirmistir (13). Bu sorunlardan
belki de en o6nemlisi, Ozellikle hastanede yatan ve
bagisiklik sistemi zayiflamis hastalarda gbzlenen,
genellikle ¢oklu ilaca direncli patojenlerle iligkili yuksek
sayida ikincil  enfeksiyonlardir  (14). COVID-19
tedavisinde  antibiyotiklerin ~ yogun  bir  gekilde
kullanilmasinin (15, 16) var olan AMR’in daha da
yayllmasina neden olabilecegi bildirilmistir (17, 18).
Antibiyotik direncinin blylimesi ve tedavi segeneklerinin
hizla tikeniyor olmasinin yakin gelecekte buyuk
olasilikla daha fazla olumsuz klinik, ekonomik ve
toplumsal sonuglar olacaktir (19, 20). Bu duruma karsi
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2017 yilinda yeni antibiyotik
gelistiriimesi gereken antibiyotige direngli patojenler
listesi yayinlamig ve bu liste Tablo 1'de sunulmustur
(21).

Tablo 1. DSO’'nde yayinlanan direngli patojenler (21).

Dogal Kaynaklardan Yeni Antimikrobiyal Madde Tarama Yo&ntemleri

Oncelik Kritik Yiiksek Orta
Durumu
i i ~ Acinetobacter ~ Enterococcus ~
Direncli baumannii , faecium, Streptococcus
Patojenler karbapenem direngli vankomisine pneumoniae ,
~ Pseudomonas direngli penisiline
aeruginosa , ~ Staphylococcus duyarli
karbapenem direngli aureus , metisiline olmayan
~ direngli, ~
Enterobacteriaceae,  vankomisine orta Haemophilus
karbapenem ve direngli influenzae ,
direngli, ~ Helicobacter ampisiline
pylori, direngli
klaritromisine ~
direngli Shigella spp.,
~ florokinolon
Campylobacter spp direngli
., florokinolon
direngli
~ Salmonellae ,

florokinolon direngli
~ Neisseria
gonorrhoeae ,
sefalosporin
direncli,
florokinolon direncli

Artan bu klinik ihtiyaca ragmen, yanhs ekonomik

modeller nedeniyle buylk ilag sirketlerinin antibiyotik
arastirmalarindan c¢ekilmesi, piyasaya yeni antibiyotik
siniflarinin ulasmamasi ile sonuglanmisg, antibiyotik kesfi
akademik ve kuglk biyoteknoloji sirketleri tarafindan
arastinimaya  birakilmistir  (22). Ancak yetersiz
finansman kaynagi nedeniyle arastirmalar sonugsuz
kalmaktadir (23).
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Tarihsel olarak, son 40 yilda uretilen
antibakteriyellerin yaklasik %60 dogdal kaynaklardan
turetilmistir (24). Var olan antibiyotiklerden sentetik
olarak Uretilen yeni molekiller daha ¢ok 6nimuzdeki
birkag yil igin etkinligini korurken, mikrobiyal dogal
Uriinlerden kesfedilmeyi bekleyen yeni molekullerin AMR
sorununu azaltacagi 6ngorilmektedir (25).

Bu derlemede dogal kaynaklardan yeni
antimikrobiyal =~ maddelerin  tespit  edilmesi  ve
tanimlanmasinda kullanilan ydéntemler hakkinda genel
bilgi verilmistir.

2. Antimikrobiyal Etken Madde Tarama Yoéntemleri

2.1.0rneklerin Toplanmasi, Birincil Tarama ve

identifikasyonu

Bitki, su, toprak ve hayvanlardan alinan &érnekler
su, sicak su, damitilmis su, metanol, %0.9 NaCl izotonik,
aseton, kloroform gibi cesitli ¢ozeltilerde ¢6zdurdlur,
karigtirilir, tortunun ¢okmesi beklenir ve supernatant
kisim birincil tarama igin alinir (26-29).

Birincil tarama icin daha dnceden mikroorganizma
ekilen farkli besi yerlerine (Nutrient Agar, LB Broth Agar,
Actinomycete Isolation Agar, Potato Dextrose Agar ve
Sabouraud-2 % Glucose Agar gibi) numunenin
(stipernatant) belirli bir miktarda ekimi yapilir ve her biri
birbirinden farkli sicakliklarda (28 °C, 35 °C veya 50 °C)
inkiibasyona birakilir (3). inkiibasyon bittikten sonra,
cevresinde temiz alan olusturan mikroorganizmalar
segcilir (29, 30).

Belirlenen mikroorganizmalarin izolasyon, tani ve
identifikasyonu ise temel mikrobiyolojik ydntemler
kullanilarak yapilir (31).

2.2. ikincil Tarama

Birincil tarama sonucu segilen mikroorganizmalarin
antimikrobiyal  aktiviteleri test mikroorganizmalari
kullanilarak ¢ogunlukla ¢apraz ¢izgi metodu ile belirlenir
(29). Antimikrobiyal aktivite tayini igin Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Staphylococcus aureus,
Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Proteus vulgaris,
Enterococcus faecalis, Agrobacterium tumefaciens ve
Klebsiella pneumoniae gibi cesitli test
mikroorganizmalari kullanilir (30).

2.2.1. Capraz-Cizgi Yontemi(Cross-Streak)

Capraz-gizgi (cross-streak) metodu yeni mikrobiyal
izolatlardan antibiyotik taramak amaciyla ilk defa Sir
Alexander Fleming tarafindan kullaniimistir. Bu yonteme
gore olasi antibiyotik Ureticisi olan organizma petri
kabinin yarisindan az bir kismini kaplayacak sekilde
ekilir ve belirli bir sicakhkta inkibe edilir. Yeterli buyume
olustuktan sonra sivi besi yerinde gelistiriimis olan test
bakterileri olasi antibiyotik Ureticisi olan bakteri hicre
kitlesine dikey olacak sekilde o6ze ile g¢izgi ekim
yapilarak inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonunda
ortaya c¢lkan inhibisyon zonlari test bakterilerinin
Ureyemedigini ve bu da bakterinin etkili bir antibiyotik
Urettigini gostermektedir (Sekil 1) (32).
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Bu ydntemle inhibisyon  zonu  olusturan
mikroorganizmalar antimikrobiyal aktivite tayini igin
segilir (29).

Sekil 1. Capraz — ¢izgi yontemi (32)

2.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal aktivite tayini, inhibisyon zonu
olusturan mikroorganizmalarin etkinliklerini belirlemek
amaciyla kullanilir. Antimikrobiyal aktivite tayini icin
cesitli in vitro yéntemler kullaniimaktadir. Bu ydntemlerin
amacl maddenin antimikrobiyal etkisinin olup olmadigi,
var ise minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIiK) ve
mikroorganizma spektrumu belirlenir.  Antimikrobiyal
aktivite testleri icinde en uygun yontemi secmek
onemlidir. YOontemin segiminde; maddelerin miktari,
sayisl, ¢ozunurlagu ayrica kullanilacak
mikroorganizmanin yogunlugu, 6zelligi ve cinsi rol oynar
ve en O6nemlisi sonuglarin tekrarlanabilir ve guvenilir
olmasi gereklidir (33). Antimikrobiyal aktivite testlerinin
degerlendiriimesinde  yaygin  sekilde  Klinik ve
Laboratuvar Standartlan  Enstitisi  (Clinical and
Laboratory Standards Institute, CLSI) standartlari
kullaniimaktadir (34). Antimikrobiyal aktivite testleri bu
standarda gdre bir antimikrobiyal ajanin belli bir bakteri
tirine kars! in vitro etkinligini tespit etmek amaciyla
uygulanan testlerdir. Bu testler icerisinde en ¢ok
difiizyon, dilisyon ve epsilometre testi (Etest) olmak
Uizere Ui¢ yontemden yararlaniimaktadir (34).

2.3.1. Difuizyon Yoéntemleri
2.3.1.1. Disk Difiizyon Testi

Disk difizyon testi laboratuvarlarda antibiyotik
duyarhhgdinin tespitinde en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu
yéntemin en 6nemli avantaji uygulamasi kolay ve ucuz
olmasidir. Kirby-Bauer tarafindan gelistirilmig
oldugundan bu isimlerle de aniimaktadir (35). Test, kagit
olan disklere emdirilen antibiyotigin, daha &énceden
duyarhhgi arastirilan organizmanin inokule edildigi besi
yerine difize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu
amacla; miktarlar belirli antibiyotik emdirilmis kagit
diskler, test icin kullanilacak olan mikroorganizmanin
inokule edildigi kati besi yerlerine yerlestirilirler. Bir sure
sonra diskler ¢6zlinlp besi yerine dogru difiize olurken,
inokule edilen mikroorganizma da cogalmaya baglar.
inkiibasyondan sonra diskin gevresinde mikroorganizma
Uremesi gorilmez. Diske emdirilen madde
mikroorganizmaya ne kadar duyarli ise etrafinda olusan
inhibisyon zonu o kadar genis olacaktir. inhibisyon zonu
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Olgulerek (capi mm seklinde Olgllerek), standart zon
tablolarina gére karsilagtirmalar yapilir ve test
mikroorganizmasina kargi hali hazirda kullanilan
antibiyotiklere karsi etkinlik durumu belirlenir (Sekil 2)
(36).

Bakteriyostatik ve bakterisidal etkiler bu ydntemle
ayirt edilemez. Besi yeri olarak genellikle Mueller Hinton,
Nutrient agar, Tryptone Soya agar vb. kullanilir. Disk
difiizyon testi bize “kalitatif’ sonuglar saglar ve MiK
hesaplamasi  mumkin  degildir  (33).  Duyarlilik
kategorileri seklinde sonuglar verir ve organizmalar, test
edilen antimikrobiyal bilesige duyarli, orta veya direngli
olarak kategorize edilir (37).

Sekil 2. %50 lik ethanol ekstratalarinin disk diflizyon yontemi

kullanilarak  belirlenen  inhibisyon alanlann  (mm). 1;
Staphylococcus aureus , 2; Escherichia coli , 3; Bacillus subtilis
(36)

2.3.1.2. Agar Kuyu Difiizyon Testi

Sekil 3'de gosterildigi gibi agar kuyu diflizyon
yonteminde test mikroorganizmalarinin bulundugu agar
plaklari yuzeyine steril kuyucuklar acilir. Antibiyotik
numuneleri  kuyucuklara  belirli  miktarda etrafa
tasmayacak sekilde doldurulur. Daha sonra kuyulardaki
antibiyotik agar icerisine yayilir ve test
mikroorganizmasina etkili oldugu duzeylerde Uremeyi
durdurur. Boylece, Sekil 3'de gortldigu  gibi
kuyucuklarin  gevresinde test mikroorganizmalarinin
Uremedigi dairesel bir inhibisyon zonu olusur (38).

inhibisyvon
ronu

R direnchi
mikroorganizmalarm

firedigi bilge

kuyu

Sekil 3. Agar kuyu diflizyon yontemi (35)

2.3.2. Diliisyon Yontemleri

Dilisyon ydntemleri numunenin suda homojen bir
sekilde dagilmasini gerektiren tekniklerdir. Esas olarak
bir ekstraktin ugucu yagin veya saf maddenin MIK
degerlerini belirlemek icin kullanilir (33). Antimikrobiyal
aktivitenin 6n taramasinda kullanilabilirler. Dillisyon
yonteminde bulanikhik, bakteri yogunlugunun bir
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gOstergesi olarak alinir. Buyume olmadiginda ise ortam
berrak kalir (39).

Dilisyon yontemleri difizyon tekniklerine goére
daha kuguk ekstrakt hacimleri igin gelistiriimis
hassasiyet, kantitatif analiz ve test numunesinin
bakteriyostatik ve bakterisidal etkilerini ayirt etme
yetenedi gibi bazi avantajlar sunar. Bir dizi
mikroorganizma igin kullanilabilen ekonomik bir testtir ve
oldukga tekrarlanabilir sonuglar verir. Tup dilisyon ve
agar dilisyon yéntemi olmak Uzere iki farkh dilisyon testi
vardir (37).

2.3.2.1. Tiip Diliisyon Yontemi

Antibiyotik duyarhlik testlerinin gerceklestiriimesine
yonelik geligtirilen tip dilisyon yontemi, patojenik
organizmalarla  ilgili ~ olarak  minimum  inhibitér
konsantrasyonunu tanimlamak icin yaygin olarak
kullanilan bir ydntemdir. Ayrica, agar difiizyon testindeki
inhibisyon bdlgesinin  boyutu ile minimal inhibitér
konsantrasyonlarini  karsilastirmak igin bir referans
olarak kullanilir (40). Ayrica bu yéntem, bir antibiyotige
direng seviyelerini  belilemek icin de kullanilir.
Antibiyotigin seri dilisyonlari, standart sayida organizma
ile asllanmig ve 6ngdrilen bir stre boyunca inkibe
edilmis sivi bir ortamda yapilir. Bulaniklik gériniminu
onleyen en disik antibiyotik konsantrasyonu (en yiksek
seyreltme), MIK olarak kabul edilir (41). Bu yéntemde
¢ogunlukla katyon (kalsiyum ve magnezyum) eklenmis
Mueller-Hinton buyyon besi yeri kullanilir (33). Test
edilecek antimikrobiyal ajanlar 6zel g¢oziciler iginde
hazirlanir ve ardindan sivi besi yerlerinde iki kat azalan
sulandiriimalar yapllir. Daha sonra test
mikroorganizmasi standart bir miktarda hazirlanip,
antimikrobiyal ajanlarin bulundugu besi yerlerine esit
miktarlarda eklenir. Ayrica sadece besi yeri konmus bir
tip, besi yeri kontroli olarak ve antimikrobiyal ajan
katilmayan ancak test mikroorganizmasi eklenmis bir
besi yeri de kontrol amacgh olarak hazirlanir (42). Besi
yerleri bir gece 35°C'de inkiibasyona birakildiktan sonra
test mikroorganizmasi Uremesini gdsteren bulaniklik
yoénunden incelenir. Test mikroorganizmasinin dremesini
onleyen ve gdzle gorunlr bir bulanikhdin olmadidi en
diisiik ilag konsantrasyonu, MIK olarak degerlendirilir
(Sekil 4) (43, 44).

2.3.2.2. Agar Diliisyon Yontemi

Agar  dilisyon, ekstraktlarin  antimikrobiyal
potansiyelini arastirmak icin iyi bilinen bir yontemdir.
Yaygin olarak yeni antimikrobiyal ajanlarin ve duyarlilik
testi protokollerinin degerlendiriimesi icin bir referans
yoéntem olarak kullanilir (45). Bu yéntemin prensipleri tip
dilisyon yontemiyle aynidir. Aralarindaki tek fark
antibiyotik sulandinmlarinin agar ile karistinlarak petri
plaklarina dokilmesidir. Boylece her plakta antibiyotigin
farkli konsantrasyonlari bulunur. Bu yontem igin de tiip
dilisyonda oldugu gibi 6nerilen besi yeri Mueller-Hinton
agardir (46). Agar dilisyon yonteminde antimikrobiyal
ajan, filtre ile sterilize edildikten sonra erimis agar
ortamina dahil edilr ve her plaka farkhh bir
konsantrasyonu igerir. Muller-Hinton agar, test icin
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kullanilan besi yerinin organizmalara ve bazi durumlarda
test edilecek antibiyotige goére belirlenmesine ragmen
yaygin olarak kullanilimaktadir (33). MIK, organizmanin
blylmesini tamamen inhibe eden en duisik antibiyotik
konsantrasyonu olarak okunur. Asi veya tek bir koloninin
neden oldugu hafif bir bulaniklik, blylime olarak
okunmamalidir. Agar dilisyon plakalarini hazirlamak igin
gereken iscilik ve nispeten kisa raf émurleri bu yéntemin
dezavantajlaridir. Ek olarak, duyarlilik sonugclarinin
manuel olarak degerlendiriimesi ve yorumlanmasi
zaman alici olabilir ($ekil 5) (45).

(0

19000

9000
o
X

e
0

Sekil 5. Agar Diliisyon Yontemi (45)

2.3.3. Epsilometre Testi (Etest)

isveg'te gelistirimis, hem disk difizyon hem de
agar dilisyon yoéntemlerinin prensiplerini birlestiren bir
gradyan teknidi olan yenilik¢i bir ticari antimikrobiyal
duyarlilik testidir (46). Ik olarak, 1988'de Antimikrobiyal
Ajanlar ve Kemoterapi (ICAAC) toplantisinda
sunulmustur. Etest plastik seritler, kuru formda
antimikrobiyal konsantrasyon gradyani ile emdirilir. Etest
seridinin Ust yUzeyinin bir 6l¢egi vardir; karsilik gelen bir
MIK araliginda kalibre edilir. Test organizmasi ile
asilanmis agar plakasinin ylzeyine yerlestirildiginde,
test seridi Uzerindeki antimikrobiyal, surekli gradyan
tarzinda derhal plakaya aktarilir. Optimum inkibasyon
suresinden sonra, antimikrobiyal aktivite, serit etrafinda
inhibe edilmis bilylimenin bir elipsi olarak gérilir. MiK
degderi, elipsin Olgekle kesistigi noktadan elde edilir.
Cogu laboratuvar  ortaminda  yiksek oranda
tekrarlanabilir sonuglar verir (Sekil 6) (45).
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2.4, Antimikrobiyal Etken Maddenin Tanimlanmasi ve
Tespiti

Elde edilen antimikrobiyal etken maddenin
tanimlanmasi,  kimliginin, kimyasal ve molekiler
yapisinin belirlenmesi igslemleri ile ilgili birkag yéntemden
asagida kisaca bahsedilmistir.

Sekil 6. Etest inhibisyon elipsinin kesisim noktasinda MiK'yi
organizmanin ve kalibre edilmis seridin bliyimesi (45)

2.4.1. ince Tabaka Kromatografisi (TLC) Yontemi

"Thin layer chromatography” yani ince tabaka
kromatografisi (TLC) olarak bilinen yontem c¢ok kolay,
hizli ve maliyetinin az olmasi nedeniyle; maddelerin
kalitatif analizleri, ayriimasi ve bilinmeyen karigimlarin
kag bilesenden olustudunu tespit etmek igin sik¢a
kullanilan bir yontemdir (47).

Bu ybéntemde madde o6nce kati bir yilzeye
(aluminyum veya slika) ekilir ve uygun bir ¢ézucu igine
batirilir bdylece ¢6zlicinin kati yuzey Uzerinde
ilerlemesi  saglanir.  Coziclnin ylzey Uzerinde
ilerlemesiyle birlikte madde de ilerleyecektir (47). Bu
basit ydntemle metabolitler kiltirden kesilen kuguk
miselyum tipasina bir damla ¢6zicli damlatilarak
ekstrakte edilir. Ardindan tipa islatiimis tarafi asagi
gelecek sekilde bir TLC plakasina birka¢ saniye slreyle
yerlestirilir ve daha sonra tipa ¢ikarilir. Plaka yikanir ve
floresanla veya segici puskirtmeden sonra ultraviole
(UV) 15181 altinda gorsellestirilir. Yontem ilkel goriinse de
ilkel kosullar altinda bile siniflandirma, tanimlama ve
metabolit tespiti igin etkili oldugu kanitlanmistir (48).

2.4.2. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Yontemi

Nukleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)
atom gekirdeginin belirli manyetik 6zelliklerini kullanan
bir arastirma teknigidir (49). Nikleer manyetik rezonans
olgusuna dayanan NMR spektroskopisi, icerisindeki
atomun vyapisi, reaksiyon durumu, dinamigi ve
molekilin kimyasal yapisi hakkinda ayrintili bilgi verir.
Bu nedenle organik kimyada bilinmeyen maddelerin
kimligini dogrulamak igin kullanihr (50). Dogal Uriin
ekstraktlarindan bilinen veya istenmeyen bilesiklerin hizl
bir sekilde tanimlanmasi igin kullanilir. Son birkag¢ yilda
teknolojideki  gelismeler, sivi  kromatografi  kitle
spektrometrisi (LC-MS), LC-MS-MS, sivi kromatografi
nikleer manyetik rezonans (LC-NMR) gibi tandem
analitik tekniklerin gelistiriimesine olanak saglamistir.
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LC-NMR, HPLC ayirma giiciini NMR ustiin yapisal bilgi
icerigiyle birlestirir. Bu iki teknik geleneksel olarak
ilgilenilen molekillerin  yapilarini  izole etmek ve
belilemek icin dogal Urin kimyagerleri tarafindan
kullanilan birincil cihazlar olmustur (51). LC-NMR, LC-
MS ile karsilastirildiinda daha disik hassasiyetine
ragmen bilinen bilesiklerin hizli bir sekilde tanimlanmasi
ve yeni bilesiklerin yapi siniflarinin tanimlanmasi igin
glcli bir ara¢ saglar. LC-NMR, o6zellikle LC-MS'den
gelen verilerin eksik oldugu veya bir numunenin aktif
bileseninin guvenilir bir sekilde tanimlanmasina izin
vermedigi durumlarda yararhdir (50).

2.4.3. Kiitle Spektrometresi Yontemleri

Kitle spektrometrisi (MS), c¢ok cesitli kimyasal
bilesiklerin tanimlanmasi i¢cin kullanilan gugli bir
karakterizasyon teknigidir. En basit haliyle MS, bir
numunedeki kimyasal turlerin  molekiler agirhgini
belilemek igin yalnizca bir aragtir. Bununla birlikte,
modern makinelerden elde edilebilen yiksek ¢ézunurlik
ile izomerleri, izotoplari ve hatta nominal olarak ayni
molekiler agirliklara sahip bilegikleri ayirt etmek
mimkindldr.  Birgok  iyonizasyon  teknigi  vardir.
Bunlardan en o6nemlileri elektron iyonizasyonu (El),
elektrosprey iyonizasyonu (ESI) ve matriks iliskili lazer
desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI)dur (52).

MS yoOntemine dogal Urlnlerin tanimlanmasinda
siklikla bagvurulmaktadir. Bu yontem ile bir karigimdaki
metabolitlerin tespit edilmesinin yani sira metabolitin
kimyasal yapisi hakkinda da fazlaca bilgi alinmaktadir.
MS yontemi; sivi kromatografi-kiitle spektrometresi
(Liquid chromatographymass spectrometry- LC-MS),
nukleer manyetik rezonans (MS/NMR), gaz
kromatografisi (Gas chromatography-GC/MS)  gibi
analitik yontemler ile kombine kullanilarak dogal
uriinlerin tespit edilmesini daha da kolaylastirmaktadir
(53).

2.4.4. Polymerase Chain Reaction (PCR -Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) ile Bakterilerin 16S rRNA
Amplifikasyonu, Dizilimi ve Molekiiler Tanimlanmasi

Bu yontem ile elde edilen antimikrobiyal maddenin
fenotipik identifikasyonu yapilir. Fenotipik identifikasyon
yapilirken bakterilerdeki hedef genlere bakilir. Bu
genlerde fonksiyonun evrim boyunca degismemis olmasi
ve tum bakteriler icin korunmus bir bdlgeye sahip olmasi
gibi bazi 6zellikler istenir. 16S rRNA geni ile tanimlama
yapiimasinin sebebi; bitin bakterilerde bu gen bulunur,
fonksiyonel olarak korunmustur, Uzerinde iyi korunmus
ve heterojen bolgeler igerir. Ayrica 16S rRNA’nin yeterli
veri tabani bulunmaktadir. Bu yontemde temel olarak
cesitli antimikrobiyal duyarlilik testleri sonucu elde edilen
izolatlardan DNA ornekleri c¢ogaltiir ve 16S rRNA
bayatalar.  Amplifiye edilmis 16S rRNA, PCR’de
saflastiriimis ve dizinlenmistir. Elde edilen diziler NCBI
BLAST a (National Center for Biotechnology Information
Basic Local Alignment Search Tool - Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi Temel Yerel Hizalama Arama Araci) tabi
tutularak molekuler tanimlama yapilir (54).
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3. Sonug

Antibiyotikler pek ¢ok hastaligin tedavisinde yaygin
kullanilan ilaglardir. Bilingsiz kullanimlarindan dolayi
bircok mikroorganizma antibiyotiklere karsi direng
kazanmistir. Antibiyotik Uretiminin temelini sentetik
Urunler ve dogal yollardan Uretilen maddeler olusturur.
Sentetik olarak Uretilen antibiyotiklerin kimyasal yapilar
benzerlik gdsterdiginden bu ilaglara kargi da capraz
diren¢c cok c¢abuk olugmaktadir. Antibiyotiklere karsi
olusan diren¢ olayi enfeksiy6z hastaliklarin tedavisi igin
yeni antimikrobiyal ilaglara olan ihtiyaci arttirmaktadir.

Mikrobiyal dogal Griinler gectigimiz ylzyilda ilaglar
icin kaynak olarak ¢ok dnemli bir rol oynamistir. Bununla
birlikte dogal uriin kimyasinin tamamen sentetik tabanl
kesif yontemleriyle rekabet etmeye devam edebilmesi
icin, dogal Urtin arastirmalarinin; se¢cme, tarama, de-
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