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Yiiksek Lisans Tezi

Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing 1846 Gelisimi Uzerine Ampisilin,
Gentamisin ve Siprofloksasin Antibiyotiklerinin Etkileri

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

OZET

Bu c¢alisma kapsaminda, Ampisilin, Gentamisin ve Siprofloksasin
antibiyotiklerinin bir siyanobakteri tiirii olan Microcystis aeruginosa’nin gelisimi
lizerindeki etkilerini tespit etmek amaciyla laboratuvar ortaminda arastirmalar
yapilmistir. Bu amag dogrultusunda, BG-11 besiyerinde iiretilen kiiltiirler, 23-25 °C'de,
50 pmolm?s?t 151k yogunlugunda, 16/8 aydinlik/karanlik déngiisii altindaki iklim
kabinine yerlestirilmis ve deneyler ayni kosullar altinda gergeklestirilmistir. Yapilan 6n
deneyler neticesinde antibiyotik miktar1 siprofloksasin, ampisilin ve gentamisin
1024pgL? olacak sekilde baslatilarak %50 oraninda diliie seklinde antibiyotik
miktarlar azaltilmistir. Tiim deneyler 3 tekrarli ve 24 kuyulu plakalarda mikrodiliisyon
yontemi ile yapilmistir. Segilen antibiyotiklerin M. aeruginosa kiiltiirlerinin gelisimi
tizerindeki etkilerini gozlemlemek amaciyla caligma siiresinde 3 giinde bir Ornek
alinarak 15 giin boyunca spektrofotometrik hiicre yogunluklari, klorofil-a miktarlar ve
mikroskobik olarak hiicre sayimlart yapilmistir. Calismanin sonunda, uygulanan en
diisiik dozlarda siprofloksasin igin klorofil-a miktarinin %52, hiicre sayisinin %36
oraninda; ampisilin i¢in klorofil-a miktarmin %41, hiicre sayisinin %33 oraninda ve
gentamisin i¢in klorofil-a miktarinin %42, hiicre sayisinin %20 oraninda azaldig tespit
edilmistir. Bu ¢aligmada M. aeruginosa’in gelisimini yavaslatan antibiyotiklerin etki

sirasina gore; siprofloksasin, ampisilin ve gentamisin olduklar1 belirlenmistir.
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Master Thesis

Effects of Ampicillin, Gentamicin and Ciprofloxacin Antibiotics on the
Development of Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing 1846
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ABSTRACT

In this study, laboratuarial studies were performed to determine the effects of the
antibiotics Ampicillin, Gentamicin and Ciprofloxacin on development of a
cyanobacteria species Microcystis aeruginosa. For this purpose, cultures in BG-11
media were kept at 23-25 °C in a cabinet with an 16h-8h light/dark regime provided by
cool white fluorescent tubes with an illumination level of 50 umol.m?s™, and trials were
performed in the same conditions. Following pretreatments, antibiotic levels were
adjusted as 1024pugL™t for Ampicillin, Ciprofloxacin and Gentamicin and further tests
were performed by 50% dilutions of the antibiotics. Experiments were performed in 3
replicates in the plates including 24 holes methods. To observe the effects of the
antibiotics on M. aeruginosa culture development, cultures were sampled once every 3
days and spectrophotometric cell counts, chlorophyll-a amounts and microscopic cell
counts were measured. The end of the study, it was observed that chll-a 52%, cell count
36% at ciprofloxacin; chll-a 41%, cell count 33% at ampicillin and chll-a 42%, cell
count 20% at gentamicin increasing at the smallest ratio of the antibiotics. The results
showed that the antibiotics which have negative effects on development of M.

aeruginosa was Ciprofloxacin, Ampicillin and Gentamicin, respectively.
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BOLUM 1

1. GIRIS

Yakin gelecekte diinya niifusunun yarisinin su kithigi ile karsi karsiya kalacagi
artik bilinen bir gercektir (Ozkan, Alkaya & Demirer,2008). Su sadece insanoglunun
degil, biitlin canlilarin yasamsal faaliyetlerini devam ettirebilmesi i¢in en Onemli
kaynaklarin basinda yer almaktadir. Hizli niifus artisi, tarim, sanayi ve teknolojinin
gelismesi sonucunda Kirlilik artmakta ve bununla birlikte ¢evre bilincinin yeteri kadar
gelismemesi kiiresel dl¢ekte diinyada su kaynaklarinin giderek kirlenmesine, azalmasina
ve hatta yok olmasina neden olmaktadir (Tokatli, Kose, & Cigek, 2014; Cigek, Uysal,
Kose, & Tokatl1,2017).

Insan kaynakli dogrudan veya dolayli olarak tarimsal, evsel ve endiistriyel
kullanim kaynakli olusan atik maddelerin sucul ekosistemlere ulagmasiyla su kalitesinde
bozulmalar olmakta ve sonucunda da su kirliligi meydana gelmektedir (S6nmez, Hisar,
Karatas, Arslan, & Aras, 2008). Kentlesme, tarimsal ve sanayi kaynakli olusan agir
metaller, giibreler, organik maddeler ve diger atik bilesikler yeterli aritim yapilmadan
alict su ortamlarina birakilmaktadir, bu durum sonucunda da, 6trofikasyon, biyolojik
birikim, artan toksisite, hipoksia ve patojen bakterilerin gelismesine neden
olabilmektedir (Nogales, Lanfranconi, Pina-Villalonga, & Bosch, 2011). Diinya
genelinde ekolojik dengelerin bozulmasi sonucunda ise hastalik etmenleri, hayvan ve
insan saghgr icin gerekli olan suyun kalitesinde bozulma ve sosyal hayati olumsuz
etkileyen problemleri dogurmaktadir. Meydana gelen bu problemlerin ¢6ziimii i¢in ise
ortam sartlarinin iyilestirilmesi veya hastaliklar1 tedavi amaciyla bakteriler {izerinde
antibiyotiklerin asir1 bir sekilde kullanilmasi kagmilmaz bir hal almaktadir (Kum,
Gokbulut, Akar, Kirkan, & Sekkin, 2004).



Antibiyotiklerin sucul ortamlara girisi insanlar ve hayvanlardan baglayan
cevrimle olmaktadir. Bu ¢evrimde ilag etken maddeleri sucul ortamlara, yeralt1 su
kaynaklarina ve topraga ulasmaktadir (Kulis, McQuillan, Chapman, Mawhinney, &
Meyerhein, 2003; Tiirkdogan ve Yetilmezsoy, 2009). Insanlar ve hayvanlar tarafindan
cesitli amaglar ile kullanilan antibiyotikler bu canlilarin viicutlarindan ¢ok az
doniistiiriilmiis halde ya da hi¢ degismemis haliyle idrar ve diski yoluyla kanalizasyona
ve oradan da sucul ortamlara ulasirlar (Ternes, 1998; Topal, Giilsad, Topal & Obek,
2012). ilag aktif maddelerinin sucul kaynaklara ulasma noktalarini, antibiyotik iireten
sanayi kuruluslari, kanalizasyon, saglik kurumlari, balik g¢iftlikleri gibi faaliyetler
antibiyotiklerin dogaya yayilma noktalarini ve temel kaynaklarimni olusturmaktadir
(Kulis vd., 2003).

Hastaliklarin artis1 ile tedavilerde siklikla kullanilan antibiyotiklerin 6énemi ve
kullanim siklig1 bazi sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Bunlardan en 6nemli olani
¢ogu canli ve yasadigi habitatlarinin antibiyotik kaynakli gordiigii zararlardir. Bakteri
hastaliklarinda kullanilan antibiyotiklerin biyokimyasal mekanizmalar1 bilinmektedir.
Bunlar bakterisit (bakterileri direkt olarak yok eden) ve bakteriyostatik (bakteri
gelismesini ve biiylimesini Onleyici) olan antibiyotiklerdir. Antibiyotiklerin bakteriler
tizerindeki etki mekanizmalar hiicre zar1 stabilitesini bozan, hiicre duvarini, niikleik asit
fonksiyonu ve protein sentezini inhibe eden etkileri siniflandirilmaktadir. (Giilay, 2017)
Antibiyotiklerin bu etki mekanizmalari, bakteriler i¢in 6ldiiriicii doza sahip olmayan
antibiyotiklerin kullanilmas1 ile bakterilerde gelisen direng genleri sayesinde
antibiyotikler giiniimiizde etkinligini kaybetmektedir. Ila¢ direng sekli, dogal (intrinsik),
genetik degisikler ve protein ekspresyonu degisimi seklinde olusabilmektedir. Direng
mekanizmalari; DNA yapisinda meydana gelen dogal degisimler veya organizmalarda
olusan direncin birbiriyle gen transferi seklindedir. Ilacin etkiledigi alanlarin
degistirilmesi, ilacin hiicreye girmesini engelleyerek ila¢ birikmesinin 6nlenmesi ve
ilacin enzimatik aktivasyonlarla pargalanmasi diger diren¢ bigimleri olarak
tanimlanmistir  (Harvey, 2006). Bakterilerde olusan direng¢ mekanizmalari,
antibiyotiklerin etkinligini artirilmasi i¢in yeni antibiyotikler elde edilmesine ve
kullanilan antibiyotiklerin doz miktarlarinin artmasina neden olmustur. Bakterilerin
antibiyotiklere karsi kazandiklar1 diren¢ mekanizmalarinin Oniine gegilmesi ve yeni

antibiyotiklerin olusumu i¢in gilinlimiizde bir¢ok bilim adami bu konu iizerinde



caligmaktadir. Sucul ekosistemler, kullanilan tiim antibiyotiklerin c¢esitli kimyasal
degisiklige ugrayarak ulastiklar1 yer olduklari igin siirekli takip ve calisilmasi gereken
sistemlerdir. Bu nedenle sucul ekosistemlerde su ve su iriinlerinden tespiti yapilan
mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1i diren¢ ve duyarlilik konusunda sik sik
caligmalar yiiriitiilmektedir. Boylelikle sucul sistemlerde antibiyotik direngliligi ile ilgili

veriler literatiire kazandirilmaktadir.

Insan ve hayvan hastaliklarinin tedavi edilmesinde ve biiyiimeyi destekleyici
olarak yaygin kullanimi olan antibiyotikler, diinya capinda yaklasik 100.000-200.000
ton arasi tiiketilmektedir (Yalap ve Balcioglu, 2008). 1996’da AB’nde ise yaklasik
10.200 ton tiiketimi oldugu tahmin edilmektedir ve %50’si hayvansal ilaglarda
biiylimeyi destekleyici olarak kullanilmistir (Kiimmerer, 2003). Tiirkiye’de antibiyotik
kullaniminda diinya genelinin iist siralarinda yer almaktadir ve bu durum son derece
kayg1 vericidir. Antibiyotiklerin asir1 tiiketimi diren¢ olusmasina neden olmustur.
Organizmalara verilen antibiyotiklerin neredeyse %90’1 metabolize olmadan viicuttan
atilmaktadir (Kemper, 2008). Bu sebeple, ¢evrede olusan antibiyotik kirliliginin bas
kaynagi olan, insan ve hayvanlarin diskisinda yiiksek miktarlarda antibiyotik

bulunabilmektedir. (Yalap ve Balcioglu, 2008).

Bu konu, antibiyotiklerin sucul ortamlarda bulunan bazi siyanobakteri tiirlerinin
gelisimi lizerine etkilerinin arastirilmasi amaciyla secilmistir. Antibiyotikler tiim
diinyada en ¢ok kullanilan ilaglar arasinda ilk siralarda yer almaktadir. Bu ilaglarin bir
kismi su ortamlarina karigmakta ve asil hedefi disindaki canlilar1 olumsuz
etkilemektedir. Antibiyotikler mikroorganizmay1 6ldiirmek ve biiyiimesini baskilamak
icin tasarlandig1 sucul ekosistemdeki ve atiksulardaki faydali mikroorganizmalarin
aktivitesini  engellemeleri veya etkisiz hale getirmelerinden dolayr endise
olusturmaktadirlar. Ayrica, antibiyotiklere siirekli maruz kalma nedeniyle, atiksu iginde
yasayan mikroorganizma toplulugu, geri kalan mikroorganizma topluluklarina nazaran
daha fazla diren¢ mekanizmasi gelistirmektedir. Bu sorunlarin ¢6ziilebilmesi i¢in sudaki

organizmalar ile antibiyotik iliskisinin arastirilmasi gerekmektedir.

Siyanobakteriler ilk olarak 1874 yilinda Sachs tarafindan renklerinden dolay1
mavi-yesil alg olarak adlandirilmistir. Klorofil-a igeren tek prokaryotlardir. Fotosentez
yoluyla C ve O iiretir. CO2 ve atmosferik N’yi kullanabilirler. Erken Prekambriyen



doneminde gelisen siyanobakterilerin atmosferde oksijen artisina neden oldugu
diistiniilmektedir. Siyanobakteriler, O2’yi kullanip fotosentez yaparken, daha yiiksek
bitkilerde oldugu gibi birbirine bagli fotosistem | ve fotosistem II'yi kullanirlar.
Siyanobakteriler, tatli su habitatlarindaki en o©Onemli biyolojik faktorlerdir. Bu
organizmalarin morfolojik &zellikleri {izerine yapilan ilk ¢aligmalar ve daha sonraki
caligmalar fotosentez mekanizmasi, N fiksasyonu, gaz kabarciklarinin yapisi ve bunlarin
genetik materyalinin 6zelliklerini igermistir. Siyanobakteriler, su ekosistemlerinin ana
tireticileri olan dnemli bir gruptur ve genis bir ekolojik dagilima sahip organizmalardir.
Genellikle sucul ekosistemlerde yasarlar, ancak toprakta ve havada yasayabilen tiirler de
vardir. Sucul ortamlarinda besin zincirinin ilk halkasini olustururlar. Tek hiicreli veya
koloniyal, filamentli veya yalanci dalli olabilirler. Genel olarak siyanobakteriyel
hiicreleri disaridan igeriye dogru incelerken en dis tabakada miisilaj tabakasi vardir.
Tiire bagh olarak miisilaj tabakasi ¢ok ince veya kalin olabilmektedir. Dis miisilaj
tabakasi, organizmalarin suya tutunmasina, sudan besin saglamasina ve mavi-yesil
alglerle beslenmek isteyen mikroskobik organizmalari uzaklastirmasina izin verir.
Miisilaj tabakasinin altinda pektin yapili bir hiicre duvar1 vardir. En icteki katmanda
plazma bulunur. Plazma bélgesinin dis1, organizmanin mavi-yesil gériinmesini saglayan
fikosiyanin igerir. Siyanobakteri hiicreleri genellikle tillakoid denilen i¢ hiicre zari
icerir. Klorofil-a ve fotosentez i¢in gerekli diger molekiiller bu zara gomiiliidiir.
Gerektiginde kullanilmak tizere bulunan besinler nisasta yerine glikojenin yani sira
siyanofisin ve volitin proteinleridir. Siyanobakteriler yalnizca eseysiz olarak c¢ogalir.
Boliinmeleri, tek hiicreli olup olmadiklarina ve koloniler halinde var olup olmadiklarina
baghdir. Tek hiicrelilerde ¢ogalma, hiicrenin enine olarak gerceklesmektedir. Ipliksi
yapidakilerde, iki bagimsiz ipliksi yap1 olusturmak i¢in hiicre i¢indeki ipligin herhangi
bir kismindan ayrilmasiyla gergeklestirilir. Siyanobakteriler, uygunsuz ortamlarda
hormosist, heterosist gibi yapilar ile canliligini korurken, uygun kosullar altinda
endosporlar, ekzosporlar, planokok gibi yapilar ile ¢ogalabilirler. Ek olarak,
siyanobakteriler, atmosferdeki serbest azotu, nitrojenazin etkisiyle NH3z’e doniistiiriir ve

azot fiksasyonunu heterosistleri araciligiyla yaparlar (Batu, 2007).

Taksonomik agidan degerlendirilmesi nispeten zor olan bu grubun
siniflandirilmasiyla ilgili ¢caligmalar, molekiiler dizi analizleri ile son yillarda devaml

bir sekilde giincellenmektedir. Prokaryotik hiicre 6zelligine sahip olan bu canlilar 3



Domainli sistemde Eubacteria icinde yer alirlar. Hiicre duvari yapisina ve 16S rRNA
gen sekans dizi analizlerine gore incelendiginde ise gram-negatif bakterilere yakin
olduklar tespit edilmistir (Komarek, Kastovsky, Mares, & Johansen, 2014, Pabuggu ve
Yiicer, 2017).

Birincil ireticiler olan algler tiim sucul ekosistemlerde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Antibiyotiklerin algler {izerindeki zararli etkileri yliksek trofik
seviyelerde organizmalart bozar. Bu nedenle, antibiyotiklerin sucul ¢evreye olan
etkilerini ve risklerini degerlendirmek igin algler tizerindeki olumsuz potansiyel
etkilerini arastirmak olduk¢a 6nemlidir. Saglik kuruluslari ve hayvan ¢iftlikleri kaynakli
atiksularda 6nemli oranlarda antibiyotik konsantrasyonlar: tespit edilmistir. Bu oranlar,
B-laktam grubu antibiyotiklerde 20-80ug/L, Siprofloksasin antibiyotiginde 2-83pg/L
arasindadir. Sehir atik sularinda tespit edilen antibiyotik degerleri 2-50ug/L arasinda
tespit edilmistir (Wang ve Wang, 2016). Genel olarak tedavi/koruma amagl kullanilan
Tetrasiklin grubu antibiyotikler ise atiksulara nispeten yiiksek oranlarda karisan
antibiyotiklerdir (Akkurt ve Oguz, 2019). Bu baglamda; yapilacak deneylerle

hedeflenen sonuglara ulasilacaktir.

D1s (¢evresel) faktorler siyanobakterilerin iiremelerini smirlar ve bulunduklari
ortam uygun hale geldiginde (6zellikle yazin ve sonbaharin baslarinda), organizmalarin
iireme aktivitesinde artis gozlenir. Su sistemlerinde, fiziksel ve kimyasal kosullar
uygunsa, sudaki besin igerigi belirli bir yogunlugu astiginda o6trofikasyon meydana
gelebilir. Asirt alg ¢ogalmalart (algal bloom), suyun rengini, kokusunu ve ekolojik
dengesini bozan &trofikasyonun biyolojik onciileridir. Otrofik suda bulaniklik artar,
algler su yiizeyini bir film gibi kaplar ve 15181in alt kissmdan gegmesi zordur. Bu
nedenle, dip kisimdaki O2’nin azalmasi bu bolgede yasayan organizmalari olumsuz
etkileyecektir. Bazi siyanobakteri cinsleri muhtelif zehirli maddeler tiretmektedir. Bu
zehirli maddeler, insan ve hayvan yasamini riske atar, hastalik ve O6liim tehlikesi
barindirir ve etrafa hasar verebilmektedir. Bu maddelerin, siyanobakteri miktar belirli
bir diizeyi gectiginde etkin oldugu gozlenmistir. Siyanobakterilerin ekolojik ve
ekonomik ac¢idan 6nemli olmasi ve saglik acisindan risk olusturmasi siyanobakteri

caligmalarin1 daha da degerli kilmaktadir.



Siyanobakteriler bir¢ok alanda kullanilmakta olup iilkemizde, ne yazik ki, bu
organizmalarin kullanim alanlart konusunda yeterli arastirma bulunmamaktadir. Bu
sebeple iilkemiz birgok siyanobakteri tiiriinii bilmesine ragmen bu organizmalardan

yeterli ekonomik fayda saglayamamaktadir.

Siyanobakteriler genellikle tekstil sanayinde atik su ve agir metal gideriminde
kullanilmaktadir, bazi iilkelerde ise besin olarak tiiketilmektedir. Ayrica biiyiik
miktarlarda ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA), karoten, mineral ve vitamin gibi
degerli metabolitleri yapilarinda biriktirebilirler. Bu nedenle 6zellikle su diriinleri
yetistiriciligi ve insan sagligi i¢in besin destegi olarak kullanilabilmektedir. Spirulina,
besin takviyesi olarak kullanilan siyanobakterilere 6rnek olarak verilebilir. Spirulina’nin
protein igerigi %60-70" dir. Vitamin ve mineral yoniinden zengin bir besindir. Ayrica
pek cok hastalik tedavisinde takviye olarak kullanilabilir. B12 vitamini s6z konusu
oldugunda, ozellikle vejetaryenler i¢in en 6nemli bitkisel kaynaktir. Bolca E vitamini
iceren Spirulina, siiperoksit dismutaz icermektedir. Bu enzim antioksidan
ozelligindedir. Bunlarin disinda siyanobakterilerin biyoindikator tiirleri ile biyoizleme
yapilabilmektedir. Biyoizleme trofik durum degerlendirmesinde biiyiikk Onem
tasimaktadir. Fitoplankton ve bazi sucul organizmalar ¢ok eski zamanlardan beri
biyoindikator olarak kullanilmaktadir. Fakat su kaynaklarmma bagli olarak sucul
ekosistemlerdeki dengenin bozulmasi giiniimiizde Onemli sorunlari beraberinde
getirmektedir. Bunlari Onlemek igin su kaynaklarinin korunmasi ve siirdirilebilir
kullanim1 i¢in canli izleme c¢alismalari Onem kazanmaktadir. Siyanobakterilerin
kullanim alanlar1 bunlarla sinirli olmayip antibiyotik etkilerinin arastirildigi ¢aligmalar
baglatilmistir. Tiim 6zellikleri gbz 6niine alindiginda siyanobakterilerin ekonomik ve

ekolojik 6nemleri anlagilmaktadir (Batu, 2007).

Siyanobakteriler, antikanser, antimikrobiyal, antifungal, antiviral,
antienflamatuar ve daha birgok farmakolojik aktiviteleri olan gesitli bilesikler liretir.
Bulunduklar1 yasam ortamlarindaki degisimlere yanit olarak sekonder metabolitleri
tiretirler. Bu bilesiklerin bazilari, diger rekabet¢i mikroorganizmalarin gelisimini ve
biiylimesini engelleyen veya sinirlayan antimikrobiyallerdir (Pérez, Falqué, &
Dominguez, 2016). Algler, ekosistemlerdeki agir metal kirliligi, antibakteriyal etkileri
ve diger birgok (tibbi, antimikrobiyal) etkileri nedeniyle biiyiik biyoaktivite ozellik
sergilemektedir (Abo-State, Shanab, Ali, & Abdullah., 2015; Kausalya ve Rao, 2015).



Sanayi devriminden baslayarak giiniimiize kadar gegen siirede g¢evre kirliligi
giderek artmakta ve her gecen giin ¢6ziilmesi imkansiz hale gelen bir problem halini
almaktadir. Yasadigimiz g¢evrede kirliligin bas aktorii endiistriyel faaliyetler gibi
goriinse de son yillarda saglik alaninda kullanilan ilaglarin ¢evreye vermis oldugu
olumsuz etkiler ve sonucunda ortaya ¢ikan g¢evre kirliligi de 6nemli bir sorun olarak
giindeme gelmeye baslamistir. Cagimizda antibiyotikler ila¢ kullaniminda en 6nemli
gruplarin basinda gelmektedir. Hem insan hem de hayvancilikta bakteriyel
enfeksiyonlarin iyilesimi ve tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin asir1 olarak bilingli
veya bilingsiz kullanimi artmaktadir. Diger yandan kullanilan antibiyotiklerin fazlalik
ve kalintilart sucul ortamlara ulastiinda suda yayilmakta ya da sedimentte
birikmektedir. Bu tiir birikimlerin bakteriler iizerinde segici bir etki yaparak sadece
ortamdaki antibiyotiklere kars1 direngli bakterilerin ¢ogalmasini saglayabildigi gibi, bu
antibiyotiklerin kontrolsiiz olarak ¢evreye verilmesi ve alict su ortamlarina karigmasi
sonucunda hedef dis1 organizmalar tizerinde sorunlar olusturmaktadir (Topal, vd.,2012;

Yildiz, Varkal, & Uniivar, 2014).

Antibiyotiklerin alg kiiltiirlerinin gelisimleri iizerine etkilerinin tespit edilmesine
yonelik galismalar giin gectikge artmaktadir. M. aeruginosa tizerinde siprofloksasin,
ampisilin ve gentamisin antibiyotiklerinin etkilerilerinin tespiti ile ilgili daha o6nce
yapilmis bir ¢alismaya rastlanmamustir. Bu galisma ile sucul ortamlarda yasayan ve
sucul ekosistemlerdeki besin zincirinin tabaninda bulunan siyanobakteri gibi hedef dis
organizmalarin dogada yaygin olarak bulunan antibiyotiklerin kirliliginden ne sekilde
etkilendigini tespit etmek ve bu konuyla ilgili ileride yapilacak olan benzer g¢alismalar

ile besin piramidi ¢alismalarina 6nemli bir katki saglayacagi diisiiniilmektedir.



BOLUM 2

2. GENEL BIiLGILER

2.1 Antibiyotikler

Mikroorganizmalari  kullanilarak veya suni bir sekilde, diger bir
mikroorganizmanin iiremesini durdurmak veya oOldiirmek amaciyla Tretilen
farmakolojik maddelere antibiyotik denir. Antibiyotik 1829’da Alexander Fleming
tarafindan Penicillium’dan elde edilmistir. Antibiyotikler genel frajil hale soktuklari
mikroorganizmalarin  ¢ogalmalarint  Onleyerek pasif hale getirenler Dbiyostatik,

mikroorganizmalari eriterek (lysis) onlari oldiiriip yok edenler biyosidal, olarak iki

grubta tanimlanmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Bakteriostatik ve bakterisidal antibiyotiklerin logaritmik bakteri
kiiltiirti gelisimi (Scholar & Pratt, 2000)



Yaygin olarak kullanilan antibiyotikler ev, hastane, hayvansal {iretim tesisleri,
ila¢ iiretim yerleri, kara veya sucul ekosistemler olmak iizere birgok ortamda tespit
edilebilmektedir (ikizoglu ve Tiirkdogan, 2017).

Antibiyotikler kimyasal yap1 veya etki mekanizmalarina gore gruplandirilabilir.
B-laktamlar, kinolonlar, tetrasiklinler, makrolidler, siilfonamidler ve digerleri gibi alt
gruplara ayrilabilen gesitli bir kimyasal gruptur. Genellikle ayn1 molekiil i¢inde farkli
islevlere sahip olabilen karmasik molekiillerdir. Bu nedenle, farkli pH kosullar1 altinda
bu molekiiller notr, katyonik veya anyonik olabilir. Bir molekiil i¢indeki farkli iglevler
nedeniyle, fizikokimyasal ve biyolojik 0Ozellikleri pH seviyeleri ile degisebilir
(Kiimmerer, 2012).

Ilag aktif maddeleri farkli yollardan gevreye giris yapabilmektedir (Topal vd.,
2012).

2.2 Antibiyotiklerin Simflandirilmasi ve Ozellikleri

Antibiyotikler bircok o&zelliklerine gore smiflandirilmaktadir. En  yaygin
siniflandirma big¢imleri kimyasal 6zelliklerine, etki mekanizmalarina, etki gii¢lerine gore
siniflandirilabilir (ilhan, 2018).

2.2.1 Etki Mekanizmalarina Gére Siiflandirilmasi

Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore simniflandirilmasini 5 ana baglikta

incelenebilmektedir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Antibiyotiklerin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi (Topal,
Uslu Senel, Arslan Topal & Obek, 2015)

Bakteri Hiicre Duvar Sentezini Bozan ve Beta-Laktamlar

Litik Enzimleri Aktive Edenler Penisilinler
Monobaktamlar

Sitoplazma Membran Permeabilitesini Polimiksinler
Gramisidin

Bozanlar Katyonik Deterjanlar

Tetrasiklinler
Makrolitler
Fusidik Asid
Aminoglikozid

Ribozomlarda Protein Sentezini Bozanlar

Florokinolonlar
Aktinomisinler
Mitomisinler

Bakteri Genetik Materyali Uzerine Etki
Yapanlar




Siilfonamidler
Bakteriyel Antimetabolitler Etambutol
Trimetoprim

2.2.2 Etki Giiglerine Gore Simiflandirilmasi
Antibiyotiklerin etki gii¢lerine goére simiflandirilmasim1i 2 ana baslikta
inceleyebiliriz (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Antibiyotiklerin etki gii¢lerine gore simiflandirilmast (Topal vd.,
2015)

Bakteriyostatikler ) Tetrasiklinler,
(Hiicre Gelisimini ve Biiyiimesini Onleyen Makrolitler,
Antibiyotikler) Stilfonamidler

Beta-Laktamlar,
Florokinolonlar,
Penisilinler
Aminoglikozidler

Bakterisidler
(Bakteriyi Direkt Olarak Yok Eden
Antibiyotikler)

2.2.3 Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirilmasi
2.2.3.1 Beta-Laktam

Beta-laktam antibiyotikler en popiiler ve en eski antibiyotik siniflarindan biridir.
Cesitli gram-negatif ve gram-pozitif enjeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Bu
antibiyotik smifi, penisilinler, sefalosporinler, karbapenemler, monobaktamlar,
penisilin-sefalosporin melezleri ve penemlerini igerir. P-laktamlarin ana kimyasal
yapilar1 B-laktam antibiyotikler dort iiyeli P-laktam halkasi ile karakterize edilir.
Ajanlar, hiicre duvar1 biyosentezinden sorumlu olan penisilin baglayici proteinler olarak
adlandirilan bakteriyel enzimleri hedefler. B-laktam antibiyotiklere direng, ilacin f-
laktamazlar, akis pompasi mekanizmasi, azaltilmis gecirgenlik ve hedef bolge
degisiklikleri inaktivasyonu ile ortaya ¢ikar. Bu antibiyotikler gram-pozitif ve gram-
negatif enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmasina ragmen, diren¢ her iki bakteriyel

patojen tipinde de ¢ok yaygindir. (Kiigiikiinsal, 2018)
2.2.3.2 Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, dogasi geregi cok benzer olan ve tetrasiklik bir bilesik olan
Naftasenkarboksamidin tiirevleri olan genis spektrumlu antibiyotiklerdir. Bakteriyel

ribozomlarda protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik etki gdsterirler.
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Tetrasiklinler, bir¢ok farkli bakteri grubuna, riketsiyalara, klamidya, spiroketlere,
mikoplazmalara, leptospire ve bazi protozoalara kars1 etkilidir. Bu nedenle, en genis etki
yelpazesine sahip antibiyotiklerdir. Ana tetrasiklin tiirleri sunlardir: tetrasiklin ve

oksitetrasiklin, dimetilklortetrasiklin, doksisiklin ve minosiklindir (Giirses, 2004).
2.2.3.3 Makrolid

Makrolid antibiyotik 14-, 15- ve 16- iiyeli makrosiklik lakton halkasina sahip
makrosiklik bilesiklerdir. Yapisinda birka¢ deoksi amino seker gruplar1 olan glikozid
baglar ile baglidir. Streptomyces strain’in sivi kiiltiir ortaminda gelistirilmesiyle elde
edilir. Micromonosporda mirosamisin kaynagidir. Makrolidler, bakteri ribozomun 50S
alt linitelerine baglanarak peptidil transferazi engelleyerek protein sentezini inhibe eder.
Peptidil transferaz enzimini bloke ederek peptidilin t-RNA’ya baglanirlar. Bir sonraki
gelecek amino asite baglanarak ribozomal translokasyonu inhibe ederler. Bdylece
protein sentezini baskilanmis olur. Diger potansiyel mekanizma ribozomdan peptidil t-
RNA’nin tamamlanmadan ayrilmasi ile bakteriyel iireme engellenir. Makrolidler
bakteriyostatik  antibiyotiklerdir. ~ Yiiksek konsantrasyonlarda bakterisid etki
gosterebilirler. Makrolidler belirgin postantibiyotik etkiye sahiptir ve bu 6zellik yeni
tiretilen makrolidlerde daha fazladir (Kanfer, Skinner, & Walker, 1998; Retsema, & Fu,
2001).

Makrolidler genis spektrumlu olup gram (+) bakteriler kars1 etkililer ve gram (-)
bakteriler iizerinde ise etki alani sinirlidir. Mikroplazmalarin sebep oldugu hastaliklara

kars1 ¢ok etkilidirler. (EImas, 2010).
2.2.3.4 Linkozamidler

Linkozamid ailesinden olan linkomisin ve klindamisin yaklasik yarim asir yil
once kullanilmaya baglanmistir. Bu iki liye gram (+) ve anaerob mikroorganizmalar ile
mikoplazma ve protozoonlara kars1 etkindir. Linkozamidler, eritromisin ile ¢ok benzer
etki mekanizmasina sahiptirler. Ayrica linkozamidlere klor atomu eklenmesiyle

klindamisin elde edilmistir (Bilir Bag, 2011).
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2.2.3.5 Amfenikoller

Amfenikol antibiyotik grubu, Kloramfenikol ve Tiamfenikolden olugmaktadir.
Genis spektrumlu antibiyotiklerden olan kloramfenikol, gram pozitif kok, gram negatif
bakterilerin bircogu, aerob ve anaerob gram pozitif basillere karst duyarhdir.
Bakterilerin ribozom alt birimine baglanan kloramfenikol, peptidil transferaz enzimini

bloke eder. Boylece protein sentezini inhibe edebilir (Giirses, 2004).
2.2.3.6 Aminoglikozidler

Aminoglikozidler 6zellikle gram-negatif bakteriyel enfeksiyonlara karsi 6nemli
antibakteriyel ilaglar olarak kabul edilmistir. Aminoglikozitlerin tiimii birbiriyle benzer
kimyasal, fiziksel ve farmakolojik oOzellikleri paylasir. Bes ana aminoglikozit
antibiyotigi sunlardir: Amikasin, gentamisin, netilmisin, streptomisin ve tobramisin.
Streptomisin, kesfedilen ilk aminoglikozit antibiyotiktir. Aminoglikozid antibiyotikleri
konsantrasyona bagli 6ldiirme kapasitesine sahiptir. Glikozidik baglar ve amino grubu
ikameleri olan alt1 liyeli esansiyel halkalar1 vardir. Bu grupta, -misin ile biten isimler
Streptomyces tiirtinden, -mikin ile biten isimler ise Micromonospora tiirlerinden
tiiretilmistir. Aminoglikozidler, bakterilerin 30S ribozomal alt birimine baglanir,
translasyonu inhibe eder ve genetik kodun yanlis okunmasina ve fonksiyonel olmayan
proteinlerin birikmesine yol acar. Ayrica, gram-negatif bakterilerin dis zarin1 yeniden
diizenlerler. Bu hiicre duvarinda delik olusumuna ve gecirgenlik fonksiyonunda

azalmaya yol agar (Kiigiikiinsal, 2019).
2.2.3.7  Kinolon Grubu Antibiyotikler

Kinolon grubu antibiyotikler, diger antibiyotiklerin disinda kimyasal yollarla
elde edilmis sentetik maddeler arasinda yer almaktadir. Dolayisiyla antibiyotik degil
kemoterap6tik madde olarak nitelendirilmektedir. Bu 6zellikleri kinolon molekiiliiniin
labaratuvar kosullarinda sentezlenmesine izin verir. Kinolon molekiiliindeki yapilarin
anlasilabilmesi genis spektrumlu ve daha az yan etkiye sahip molekiillerin
iiretilebilmesine olanak saglamistir. Giinliimiizde kullanimda olan tiim kinolonlar iki
halkali yapiya sahiptir. Ilk halkanin 1.pozisyonunda nitrojen, 3. pozisyonunda karbon

atomu, 4. pozisyonda ise kinolon grubu bulunmaktadir. Bunlarin diginda bir¢ok ikili
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halka yapis1 mevcuttur. En basarili olan halka yapilari, 8. pozisyonda kendi karbon
atomunu bulunduranlardir. Naftiridin, bu halka yapisina sahip basarili bir kinolondur
(Andriole, 2005; von Bambeke, Michot, von Eldere & Tulkens, 2005; Boteva ve
Krasnykh 2009).

Kinolonlar sahip oldugu toksisite nedeniyle kullanimlari olduk¢a sinirhdir.
Siprofloksasin, levofloksasin ve gemifloksasin kinolon grubu antibiyotikleri kimyasal

yapilarina gore siniflandirilabilmektedir (Kayili, 2020).
2.2.3.8 Glikopeptid Grubu Antibiyotikler

Glikopeptidler karmasik yapiya sahip antibiyotik gruplar1 arasinda yer
almaktadir. Pek ¢ok yan zincir yapilariyla 3 halkaya bagli, c¢oklu peptidlerden
olugmaktadirlar. Glikopeptidler, homeostatik hiicre duvari sentezine miidahale eden

antibiyotik gruplar1 (B-laktam grubu antibiyotikler) arasinda bulunmaktadir.

B-laktam grubu antibiyotikler ile hiicre duvari kararsizlig1 ve bakteri hiicre lizisi
aynidir. Glikopeptid grubu antibiyotikler gram (+) mikroorganizmlara kars1 etkindir ve
vankomisin ile teikoplanin bu grubta yer almaktadir. Streptomyces orientalis’den
vankomisin, Actinoplanes teichomyceticus’den ise teikoplanin elde edilmistir.
Vankomisinin klinik kullanimi 1950’lerin sonunda baglamistir. Giiniimiizde kullanimi

halen devam etmektedir (Kayili, 2020; Kohanski, Dwyer, & Collins, 2010).
2.2.3.9 Siilfonamidler ve Trimetoprim

Prontosil (siilfonamid chrysoidine) 1932'de bulundu ve siilfonamidlerin kesfine
yol agmustir. Siilfonamidler, yapisal olarak p-aminobenzoik aside benzeyen p-amino-
benzen-siilfonamidden tiiretildi. Bakterilerin folik asidi sentezlemesi igin p-
aminobenzen-siilfonamid gereklidir. Antibakteriyel aktivite i¢in 1'de bir siilfonamid
grubu ve 4'te bir serbest amino grubu gereklidir. Siilfonamid yerine gecen aromatik
veya heterosiklik halkalar, adsorpsiyonu degistirerek ilacin aktivitesini arttirir.
Stilfonamid antibiyotikleri, tetrahidrofolik asit sentezini inhibe etmek icin dihidropteroat
seviyesinde p-aminobenzoik asit analoglar1 olarak islev goriir. Ayrica, pteridin ile iiriine

dahil olmak i¢in alternatif substratlar olarak islev goriirler.
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Diaminopirimidinli siilfonamidler bakterilerdeki folat yolunu inhibe eder. Bu
nedenle diaminopirimidinler, 6zel durumlar disinda genellikle siilfonamidlerle birlikte
kullanilir. Bunlar 5'te aromatik bir grup ile siibstitiie edilmis pirimidinlerdir. Major
diaminopirimidin trimetoprim olarak adlandirilir. Diaminopirimidinler, dihidrofolik
asidin pteridin kismimni taklit ederek bakteriyel dihidrofolat rediiktazi rekabetci bir
sekilde inhibe eder (Kiiciikiinsal, 2019).

2.3 Antibiyotik Direnci ve Mekanizmalari

Bir mikroorganizmanin, bir antimikrobiyal ajanin 6ldiiriici ya da tliremeyi
durdurucu 6zelligine karsi engel olabilme yetenegine direng denir. Antibiyotik direnci,
antibiyotigin bazi mikroorganizmalarin suslarina karsi etkin olamamasi ya da susun
antibiyotige  duyarli hale gelerek antibiyotie diren¢ gOstermesi olarak
tanimlanabilmektedir (Isik, 2020). Antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin gelismesi,
yaygin antibiyotik kullanimindan kaynaklanabilmektedir. Ayni zamanda bulunduklari
ortamdaki olumsuz kosullar da bakterilerin farkli korunma mekanizmalari
gelistirmesine neden olmaktadir. Gereksiz veya uygun olmayan hastaliklarda kullanilan
antibiyotikler de mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasina neden olur. Dolayisiyla uzun
siire kullanilan antibiyotigin etkin olmamasit durumu olusmaktadir. Bu yiizden

antibiyotik kullanim bilincinin olusturulmasi énemlidir (Gengoglu, 2019).

Bakterilerde diren¢ mekanizmalar1 2 baslik altinda siniflandirilabilir. Bunlar;

bakterilerde dogal (intrinsik) ve kazanilmis direngtir.
2.3.1 Bakterilerde Dogal (intrinsik) Direnc

Bakterilerde antibiyotiklere karsi dogal diren¢ bulunmakla birlikte bakterinin
temel bir Ozelligi olabilir. Ancak kalitsal degildir. Antibiyotik kullanimima baglh
olmayan bu durum, tiir 6zelliginden gelen ilaci hedef yapiya tasiyamamalar1 veya ilacin
yapisindan kaynakli hedefe ulasamamasindan dogan bir sonuctur. Ilacin dis
membrandan gegememesinden dolayr gram (-) bakteriler vankomisine dogal direngli
olmas1 oOrnek olarak verilebilir. Bir baska ornek ise bazi c¢epersiz yapiya sahip
mikroorganizmalarin, hiicre duvar1 biyosentez inhibitdrlerine (penisilin v.b.) dogal

direngli olmasidir. Metabolik olarak inaktif olan sporlarin dogal direngli olmasi bu
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orneklere benzerdir. Bunun nedeni bazi ilaglarin etkinligi i¢in bakterinin aktif {ireme

evresinde olmasi seklinde agiklanabilir (Gengoglu, 2019).
2.3.2 Bakterilerde Kazanilmis Direnc¢

Antibiyotigin hedefledigi genlerin mutasyonu ve plazmid bakteriyofaj gibi
taginabilir genetik materyallerin transferi ile kazanilmig direng gerceklesmektedir.
Genellikle degisim, bakteriyofaj vasitasiyla transdiiksiyon, konjugasyon, diger dlen
mikroorganizmalarin  DNA’s1, plazmid, kromozomal DNA’nin kromozomuyla

birlesmesinden transformasyon ile sonuclanabilmektedir.

Kazanilmig direng, mikroorganizmanin kromozomunda gergeklesen degisim
veya transpozon araciligiyla diren¢ geninin duyarli mikroorganizmalara aktarilmasiyla
gerceklesir. Genetik degisim mekanizmalari, seleksiyon ve mutasyon, antibakteriyel
ajanlarin bakteri ortamlarma girip diger bakteri tiirlerine hizlica adaptasyon saglamasina
imkan verir. Bazen yalnizca mutasyon, mikroorganizmalarda direng goriilmesinde
yeterli olmaktadir. Rifampisine kars1 direng gosteren Staphylococcus aureus bu duruma

Ornektir.

Diinyada, hizli ulagimin artmasiyla beraber direncli yapiya sahip organizmalarin
da tiim diinya iizerinde yayilip artmasi sorun teskil etmektedir. Gelismekte olan
iilkelerde antibiyotik kullanimi bulunmayan bebeklerde, bagirsak floralarinda direng

genlerine sahip bakteriler yiiksek miktarda tespit edilebilmektedir (Isik, 2020).
2.3.3 Antibiyotiklerin Diren¢ Problemi

Tiim diinyada son zamanlarda antibiyotik diren¢ problemi canli yasamini tehdit
eden bir sorun haline gelmistir. Ayni zamanda viral enfeksiyonlarda antibiyotik
kullanim1 ile bilingsiz tiikketime bagli olarak mikroorganizmalarda direng gelisimi ve

lizumsuz harcamalara neden olmaktadir.

Antibiyotik kullaniminin diinyanin genelinde yaklasik 1-2 milyon ton arasinda
oldugu diisliniilmektedir. Giinlimiizde antibiyotik kullaniminin yayginlasmasi ile
bagisiklik sistemi zayif ya da ¢6kmiis hastalarin ve yogun bakim iinitelerinin artmasina
neden olmaktadir. Gida endiistrisinde de sik¢a kullanilan antibiyotikler

mikroorganizmalardaki diren¢ artisini daha da artirmaktadir. Diinyanin her yerinde
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tehlike olusturan antibiyotik direnci bulasict hastalik tedavi ¢alismalarini zorlagtirmakta

ve yeni diren¢ mekanizmalarini artirarak kiiresel bigimde yayilmaktadir (Isik, 2020).

Bir kisim direng tiplerinin diger bakterilere gectigi i¢in, baz1 enfeksiyonlarin
antibiyotiklerle tedavisi artik yapilamamaktadir. Antibiyotik direnci ¢ok sayida insani
etkiledigi icin tiim diinyada 6nem kazanmistir (Gengoglu, 2019). Antibiyotik direnci
sadece bugiin degil gelecegimizi de tehdit eden bir sorundur (Yunusoglu, Yardim, &

Berkoz, 2020).

Sucul ekosistemlerde antibiyotik artiklari bulunmasi halinde buralarda da direng
olusumu gozlenmektedir. Buradaki su ¢evrelerinde toksisite sorunlarindan dolay1
ekolojik denge zarar gormektedir. Antibiyotikler mikrobiyal ortamlarda sinyal ajanlar
gibi davranarak cevrede ve ortamda bulunan bitkilerin yasamsal dongiilerinde bir¢ok
fonksiyonu etkileyebilmektedir. Gelecek yillarda sorun teskil eden noktalardan biri de
antibiyotiklerin ~ primer  {iretimden  sorumlu  fitoplanktonik  organizmalari

etkileyebilecegidir (Baquero, Martinez, & Canton, 2008).
2.4 Antibiyotiklerin Hedef Dis1 Etkileri

Antibiyotikler, insanlar ve hayvanlar tarafindan az ¢ok biiyiik 6l¢iide metabolize
edilebilir. Uygulamadan sonra, insan kullanimi icin antibiyotikler veya bunlarin
metabolitleri, atik suya atilir ve kanalizasyon aritma tesislerine ulasir. Metabolize
edilmemis kisim, hala aktif bir bilesik olarak atilir. Kanalizasyon aritma tesislerinde
antibiyotikler yalnizca kismen ortadan kaldirilir. Eger aritma iglemi sirasinda elimine
edilmezler, kanalizasyon sisteminden gecerler ve basta su bélmesi olmak iizere ortama
karigabilirler. Kalan miktarlar ylizey sularina, yeralti sularina veya ¢okeltilere ulasabilir.
Tarimda giibre olarak uygulanan siv1 giibre ile bosaltilan aktif maddeler yagmur sonrasi
ist topraktan yikanabilir. Ayrica, 6zellikle kiimes hayvani isletme, et isleme ve su
riinleri yetistiriciliginden ve evcil hayvanlardan (6rnegin akvaryumlar) dogrudan
bosaltma da miimkiindiir, kanalizasyon ve yiizey suyundaki toplam antibiyotik
konsantrasyonunun artmasina katkida bulunabilir. Farkli iilkelerde Glgiilen antibiyotik
konsantrasyonlarinin sirasiyla kanalizasyon ve yiizey suyu gibi farkli bolmelerde ayni

konsantrasyon araliginda oldugu bulunmustur (Kiimmerer, 2012).
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Siyanobakteriler genellikle antibiyotiklere duyarlidir ¢iinkii hiicre yapilari
bakterilerinkine benzer. Bu nedenle siyanobakteriler, su toksisitesi degerlendirmesinde
gosterge tiir olarak kullanilmaktadir. Ayrica siyanobakteriler, su ortaminda gerekli olan
bir grup organizmadir. Deniz habitatlarindaki siyanobakterilerin ¢ogunu temsil ederler
ve serbest O iiretimine ve CO> fiksasyonuna biiyiik dlgiide katkida bulunurlar. Bazi
siyanobakteriler de atmosferik azot fiksasyonuna katkida bulunabilir. Bu nedenle,
antibiyotiklerin siyanobakteriler tizerindeki ¢ikariminin arastirilmasi biiytik ilgi gordii.
Antibiyotik Kirleticiler, M. aeruginosa'nin fotosentetik etkinligi ve hiicre biiyiimesi
tizerinde etki yapabilir, fotosentez ile ilgili genlerin transkripsiyonunu degistirebilir ve
M. aeruginosa hiicrelerindeki antioksidan enzimler ve oksitler arasindaki dengeyi
bozabilir. Antibiyotikler ayrica M. aeruginosa'da mikrosistin tiretimi ve salinimi
artirdigi sonucunu ¢ikarabilir. Bu nedenle, siyanobakteriler iizerindeki antibiyotik
etkilerini kapsamli bir sekilde izlemek ve degerlendirmek gerekir. Bununla birlikte,
ekosistem iizerindeki antibiyotiklerin olasi ¢ikarimina iliskin bilgi yeterli degildir ve
birgok antibiyotik i¢in ilgili toksisite verileri de yoktur (Ye, Huang, Shang, Xu, & Wu,
2020).

2.5 Dogal Cevrede Bulunan Antibiyotik Kaynaklar:

Giliniimlizde insan ve veterinerlik tibbinda terapdtik amaglar i¢cin genis bir
antibiyotik kullanilmaktadir. Sonu¢ olarak, bu maddeler ¢evreye salinir. Boylece,
ortamda farmasotik antibiyotiklerin kalinti konsantrasyonlart bulunur. Antibiyotiklerin
cesitli organizmalar {izerindeki toksik etkileri sadece yiiksek konsantrasyonlarda degil,

ayn1 zamanda diisiik konsantrasyonlarda da bulunmustur.

Cevrede sik kullanilmalar1 nedeniyle insan ve hayvan sagligi i¢in kullanilan
antibiyotik konsantrasyonlar1 ortama kalic1 olarak yerlesir. Ampisilin ve eritromisin,
atik suda tespit edilen en yaygin antibakteriyel ilaglardir (Cizelge 2.3) (Uzun, 2015).

Cizelge 2.3. Baz1 antibiyotiklerin ¢evre sularinda belirlenen miktarlar1 (Saygi,
Battal, & Sahin, 2012; Ikizoglu ve Tiirkdogan, 2017)

Tlac¢ Belirlenen Miktar Bulundugu Yer

Ampisilin 20-80 pg/L Hastane Atik Suyu

Eritromisin 47,4 ng/L Evsel Atik Su Aritma Tesisi Cikisi
Gentamisin 0.4-7.6 pg/L Hastane Atik Suyu

Klaritromisin 0,24 pg/L(max.) Evsel Atik Su Aritma Tesisi Cikisi
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Kloramfenikol 0,06 ng/L(max.) Yiizeysel Su

Norfloksasin 45-120 ng/L Aritma Tesisi Cikisi

Penisilin Gruplar1  >10 ng/L Kullanma Suyu

Siprofloksasin 0,7-124,5 png/L Hastane Atik Suyu

Sulfametazin 0,16 ng/L(max.) Yeralt1 Suyu

Tetrasiklin 0,2 ng/kg Toprak

Tetrasiklin ~1 pg/L Nehir Suyu

Trimetroprim 0,66 ng/L(max.) Evsel Atik Su Aritma Tesisi Cikisi

Hem insanlar hem de veterinerlik alaninda antibiyotik kullanimi, bir dizi yolla

cevrenin maruz kalmasina yol agabilir (Sekil 2.2 ve Sekil 2.3).
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Sekil 2.2. Su ortaminda antibiyotik kaynaklar1 (Celebi, 2012)

2.5.1 Kanalizasyon

Birgok antibiyotik idrarla ve digk ile kanalizasyona atilir. Hastanelerden ve ilag

fabrikalarindan gelen atik suyun, aritma tesislerinde antibiyotik direncine katkida

bulundugu gosterilmistir. Ayrica, kentsel kanalizasyon ve tarimsal yiizey akisiyla

kirlenen nehirlerin, kontaminasyon kaynaginin iizerinde olanlardan daha fazla

antibiyotige

direngli bakteri populasyonuna sahip oldugu da gosterilmistir.

18



Akarsulardaki antibiyotik direnci, agir metal igeren endiistriyel atiklarin artmasiyla

dolayl olarak artmaktadir.
2.5.2 Tibbi Atiklar

Tibbi bir tesiste antibiyotiklerin uygulanmasi kaginilmaz olarak atiklara yol agar.
Hastane atik su desarjinlarda, oksitetrasiklin gibi bazi antibiyotiklere direngli bakteri

popiilasyonlarinda bir artisa neden oldugu gosterilmistir.
2.5.3 Endiistrideki Faaliyetler
Dogal su sistemlerinde antibiyotik kaynaklari, ila¢ endiistrisinde {iretim
faaliyetlerinden kaynakli olabilir.

2.5.4 Uretim

Antibiyotik satiglar1 her yil diinya genelinde toplam 8 milyar dolardan fazla.

Yani her yil iretilen 50 milyon doz, 25 milyon dozu insan kullanimi i¢in regete ediliyor.
2.5.5 Ev Uriinleri

Son yillarda 700'den fazla antibakteriyel ev iirlinii tanitildi. Bunlar arasinda, dis
macunlari, mutfak plastikleri, ¢cimento ve boyalar gibi 6geler bulunur. Bu iiriinler

evlerimizde kullanildiktan sonra atik su veya depolama alanina girer.
2.5.6 Bitkilere Piiskiirtiilmesi

Her yil bitki liretiminde bazi antibiyotikler kullanilir. Bakteriyel enfeksiyonlari
onlemek icin meyve agaclar1 gibi yiiksek degerli iriinlere piskirtiiliirler. Bu,
tiriinlerimizde direngli bakteriler igin secilebilir. Tiim ilaglamalar meyvede kalmaz.

Antibiyotiklerin ¢ogu topraga karisir ve sonunda yeralti suyuna girer.
2.5.7 Hayvan Uretimi

Antibiyotikler hayvan beslemelerine biiyiime destekleyicileri olarak alt terapotik
seviyelerde eklenir. Oncelikle yogun tarimda kullanilirlar. Sahada hayvanlar {izerinde
kullanilan antibiyotikler dogrudan idrar yapar ve digkilanir, bu nedenle toprak

organizmalarini etkiler. Hayvan giibrelerinin tarlalara giibre olarak uygulanmasi boylece
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antibiyotikler veya antibiyotik kalintilar1 igerebilir. Suda ¢6ziiniir antibiyotikler veya
antibiyotik kalintilar1 bu nedenle tarlalarin ¢evresindeki ylizey suyuna sizabilir ve

mikroalg gibi ekosistemleri etkileyebilir (Demirden, 2005).
2.6 Antibiyotiklerin Cevresel Etkileri

Tiim farmasotik ilaglar ve antibiyotikler, sucul ve karasal c¢evre lizerinde geri
dontisic olmayan ciddi etkilere maruz birakmaktadir. Antibiyotiklerin organizmalar
tizerinde etkileri, or. bakteri, alg, kronik testlerde diisiik konsantrasyonlarda da

bulunmustur.

Antibiyotik ajanlar, ¢evresel bakteri siire¢lerini bozma ve mikrobiyal tiir
cesitliligini degistirme ile direng ve bakteri toksisitesi olusturma potansiyeline sahiptir.
Bu nedenle, artan antibiyotik tiretimi ve tiiketimi, dogada bulunan mikroorganizmalarin
genetik havuzunda degisiklik ve mikroorganizmalarin yiiksek oranda geri doniisiimsiiz

direng ile sonuglanmaktadir (Otker, 2002).

Antibiyotik kalintilari, sucul ortamdaki fitoplanktondan baliga kadar tiim
canlilar1 olumsuz etkilemekte ve dolayli yoldan insan sagligini bozabilmektedir. Bu
nedenle sulara karigan antibiyotik kalintilarinin tespit edilerek canlilara olan etkilerinin
ve suyun trofik diizeyinin belirlenmesinde olan roliiniin arastirilmasi gerekmektedir.
Antibiyotikler hem birincil iireticileri hem de ayristiricilart etkileyerek ekosistem
siireclerini potansiyel olarak bozabilecegi i¢in, antibiyotiklerin sucul ekosistemler

tizerindeki etkisini degerlendirmek 6nemli oldugunu vurgulamiglardir (Van der Grinten,
2010)
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Sekil 2.3. Tibbi ilaclarin kaynaklar1 ve ¢evresel etkileri (Topal vd., 2012)

Antibiyotik direng genlerinin atik sularin aritma tesislerinde bulunmasi, bunlarin
atik sulara ulagsmasi ve yayilmasi, antibiyotige direnc¢li bakterilerin artmasina neden

olmaktadir.

Atik su aritma tesislerinde diisiik konsantrasyonlarda bile antibiyotik bulunmasi
direngliligin yayilimindaki 6nemi gostermektedir. Aritma tesislerinde giris ve ¢ikis
sularinda bulunan fekal koliform bakteriler (E.coli), vankomisin, siprofloksasin,
trimetoprim gibi birgok antibiyotigin etken maddelerine kars1 direng gdsterebilmektedir.
(Uzun, 2015).

Bu ¢alismada ampisilin, gentamisin ve siprofloksasin olmak iizere ii¢ antibiyotik
kullanilmistir. Ampisilin beta-laktam, gentamisin aminoglikozid, siprofloksasin ise
kinolon grubu antibiyotik siniflart igerisinde yer almaktadir (Topal vd., 2015). Bu ii¢
antibiyotik genellikle ¢evreye hastane atik suyundan yayilim gostermektedir. Hastane
disinda kanalizasyon, atik su, tibbi atiklar gibi yerlerden ¢evreye girmektedirler (Saygi,
Battal, & Sahin, 2012; ikizoglu ve Tiirkdogan, 2017). Etki giiclerine gore ii¢ antibiyotik
de bakterisidtir. Etki mekanizmalarina goére ampisilin, bakteri hiicre duvari sentezini

bozan ve litik enzim aktive edenler; gentamisin, ribozomlarda protein sentezini
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bozanlar; siprofloksasin, bakteri genetik materyali lizerinde etki edenler grubunda yer

almaktadirlar (Topal vd., 2015). Kimyasal yapilar Sekil 2.4’te gosterilmistir.

0 HyN

Ampisilin Siprofloksasin Gentamisin

Sekil 2.4. Ampisilin, siprofloksasin ve gentamisin kimyasal yapilari
(Hismiogullar1, 2004; Zhang, Liu, Zhang, Pan & Liu, 2018; Foti ve Giuffre, 2020)

2.7 Siyanobakteriler

Siyanobakteriler genellikle "mavi-yesil algler" olarak adlandirilir, ancak zarla
cevrili kloroplastlarin bulunmamasi da dahil olmak {izere prokaryotik hiicreleri, onlar1
okaryotik olan diger alglerden ayirir. (Ulcay ve Kurt, 2017). Klorofil-a igeren,
fotosentetik mikroorganizmalardir (Koker, 2016).

Siyanobakterilerin, ¢ekirdek ve mitokondrilerileri  yoktur. DNA’lar1
sitoplazmada serbest haldedir. Klorofil-a pigmenti disinda, fikosiyanin ve fikoeritrin
0zel fotosentetik pigmentleri vardir. Klorofil-a’nin 15181 absorbe etmede yetersiz kaldig
dalga boylarinda bu pigmentler devreye girerek farkli derinliklerde yasamlarini

surdirebilmektedir.

Pek ¢ok farkli habitatlarda (kutup bolgesi, okyanuslarda, denizlerde, kara
parcalarinda, tatli su ekosisteminde) yasayabilen siyanobakteriler, diinyadaki en basarili
mikroorganizmalardandir. Su ekosisteminde fotosentez yaparak primer verimlilige katki
saglar. Ayrica C ve N f{reterek hayati fonksiyonlarini yerine getirir. Bu sekilde

ekosisteme katkida bulunur.

Siyanobakteriler, upwelling (yukar1 akinti) ya da karadaki hareketlerden
kaynakl1 niitrientlerin bol oldugu, niitrientge zengin yiizey sularinda yaygin olarak
gelisirler. Siyanobakterilerin biiyiimelerini simirlandiran PO4> ve NOs“tiir. Tatli suda
fosfata kiyasla nispeten yiiksek sayida ¢oziinir N formu ve siyanobakterilerin

atmosferik N’yi sabitleme kabiliyeti nedeniyle, fosfor konsantrasyonu siyanobakteri
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biiylimesi i¢in en sinirlayict faktordiir. Isigin kararliligi, su sicakligi ve stabilitesi,
gelisimlerini etkileyen diger parametrelerdir. Popiilasyon yogunlugu cevresel kosullara
bagl olarak gelismektedir. Diisiik PO4* diizeyine sahip ortamlarda, hiicrelerinde fosfat
depolama yetenekleri iyi gelismistir. Ayrica havadaki serbest N’yi tutabilme yetenekleri
nedeniyle su ekosistemlerindeki diger &karyotik algleri geride birakabilirler (Ozen,
2020).

2.8 Microcystis aeruginosa

Microcystis en yaygin siyanobakteri tiiriidiir ve genellikle diinya ¢apinda 6trofik
sularda baskin olup, asir1 artiglara yol acar (Visser, Ibelings, Mur & Walsby, 2005).
Microcystis hiicreleri kiireseldir, genellikle bir mukus tabakasi ile gevrili kolonilerdir
(Sekil 2.5). Hiicreler gazla dolu vezikiiller igerir. Ger¢ek kaldirma kuvvetleri, 1sikla olan
iliskilerine bagldir. Isik varliginda, fazla fotosentetik enerji glikojen formunda
depolanir, bu da hiicre yogunlugunu arttirir ve Microcystis kolonisinin batmasina neden
olur. Bu nedenle, uygun kosullarin mevcut oldugu bir derinlige diisen koloniler,
glikojen igerigi azalincaya kadar orada kalir. Su karigtirildiginda, Microcystis kolonisi

tekrar su yiizeyine yiikselir ve yiizeyde asir1 bir artiga neden olur (Koker, 2016).

Microcystis, otrofik géllerin 6zellikle yaz aylarinda toksisiteyi artirmasina neden
olur. Bu biiyiik bir problem teskil eder. Bir hepatotoksin olan mikrosistin ilk defa
Microcsytis aeruginosa’dan karakterize edilmistir. Mikrosistin sonralari; Nostoc,
Anabaena, Anabaenopsis ve Hapalosiphon gibi bircok farkli genusta tespit edilmistir
(Sidelev, 2014). Microcystis diger fitoplankton tiirleri ile kiyaslandiginda, zooplankton
beslenmesine daha direngli ve 151k rekabetinde daha basarili olmalari nedeniyle g¢ogu
go6lde baskin hale gelmektedirler (Koker, 2016).

Classification:

Empire: Prokaryota

Kingdom: Eubacteria
Subkingdom: Negibacteria
Phylum: Cyanobacteria

Class: Cyanophyceae
Subclass: Oscillatoriophycidae

Order: Chroococcales
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Family: Microcystaceae
Genus: Microcystis

Species: Microcystis aeruginosa (Kiitzing, 1846)

(Cavalier-Smith, 2002).
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Sekil 2.5. Microcystis aeruginosa mikroskop goriintiisii.

Illman bolgelerde Microcystis ilkbahar ve sonbahar aylarinda termal
tabakalagmanin belirginlesmesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Suyun yiizey sicakligt 15 °C’yi

gectigi icin, asir1 artiglarin baglamasina sebep olmaktadir.

Genellikle Microcystis yazin ardisik artis gosterir. Yaz bitiminde ise duragan
faza gecerler. Yaz mevsiminde Microcystis baskin hale geger ve su kolonunun duragan
doneminde, yiizey kisminda, asir1 artisa sebep olur. Microcystis yiizebilme yetenegi
sayesinde diger tiirler arasinda 151k rekabetinde onde olmasi ve biiylime oraninin da
1s1kla birlikte yiikselmesiyle, asir1 artisa zemin hazirlamaktadir. Siyanobakterilerin
yikksek pH seviyesinde ve disiik CO02 konsantrasyonlarinda gelisimlerini devam

ettirmeleri, yesil alglere kars1 rekabette en 6nemli avantajlaridir (Koker, 2016).

Microcystis’in mevsimsel yasam dongiisiinde; yaz donemi Microcystis kolonileri
(A) su kolonunda asag1 yukar1 go¢ ederken, hava kosullar1 durgun seviyeye ulastiginda
yiizeyde asir1 artis (B) meydana getirirler. Sonbaharda koloniler karbonhidrat

dengelerinin artmasi ile (C) ya da kolloidal ¢okeltilere tutunarak (D) sedimana dogru
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¢okmeye bagslarlar. Kis doneminde koloniler kist sediman {izerinde gegirirler, fakat bazi
koloniler (F) su kolonunda kis1 gegirirler. Ilkbaharda, yeni inokulum su kolonundaki (F)
ya da sedimandaki (G) popiilasyondan tekrar yaz dongiisiine girmektedir (Sekil 2.6)
(Verspagen, 2006; Koker, 2016).

YAZ SONBAHAR KIS iLKBAHAR

W\_/\/‘\_/’
* @ ®

c @
lA 1 ?x D ,,J;O

Sekil 2.6. Microcystis'in popiilasyon dinamigi (Koker, 2016).
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KAYNAK ARASTIRMASI

Amin vd. (2012), diatomlar ve bakteriler arasindaki bilinen etkilesimleri ve bu
alandaki yeni yonleri arastirmislardir. Calismalarinda, yeni etkilesimlerin

kesfedilmesine yardimci olacak yeni teknolojik ilerlemeleri vurgulamislardir.

Topal vd. (2012), antibiyotikler alic1 ortama verilmeden once fiziksel, kimyasal
ve biyolojik yontemler ile aritilmali oldugunu bu nedenle de antibiyotiklerin tespit
edilmesi ve aritilmasinin 6nemini vurgulamislardir. Calismalarinda, antibiyotiklerin
tespit edilmesinde kullanilan analitik yontemler ile antibiyotiklerin aritimasinda

kullanilan metotlar agiklanmustir.

Saygi vd. (2012), yaptiklar1 ¢alismada, ilaglarin ve metabolitlerinin viicuttan
atilarak kanalizasyon sistemine karismasi, kullanim dis1 kalmis ilaglarin evsel ¢op
olarak atilimi ve ila¢ fabrikalarindan salinan atik maddelerin ortaya ¢ikarabilecekleri

saglik ve ¢evre sorunlarini degerlendirmiglerdir.

Prieto vd. (2015), fitoplankton-bakteriyoplankton eslesmesinin, birincil
tireticilerin besinsel katki maddelerine cevabindaki roliinii degerlendirmisglerdir. Sonug
olarak mikrobiyal planktonun besin girdilerine tepkisinin, en azindan kis doneminde,
fitoplankton ve heterotrofik bakteriler arasindaki eslesmeye bagli olabilecegini

gostermiglerdir.

Guo & Chen, (2012), iki yaygin tathh su siyanobakteri tiirii Microcystis
aeruginosa ve Scenedesmus obliquus, insan tibbinda ve veterinerde antibiyotik olarak
yaygin olarak kullanilan klortetrasiklin  toksik etkilerini arastirmak igin test
organizmalar1 olarak kullanmislar ve antibiyotik kortetrasiklin ve bozulan iiriinlerinin

tatl su siyanobakterilerin lizerinde olumsuz etki yarattigini ilk defa bildirmislerdir.
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Qian vd. 2012, Microcystis aeruginosa'da ampisilin, atrazin ve kadmiyum
lortir'nin fizyolojik indeksler ve gen ekspresyon diizeyleri lizerindeki kisa donem
etkilerini degerlendirmisler ve bu ii¢ kirleticinin 6nemli 6lgiide antioksidan aktiviteye
neden olddugunu bildirmislerdir. Ayrica, bu Kirleticilerin alg biiyiimesi iizerinde
pleiotropik etkilere neden olabilecegini ve fizyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlar ve

hatta ikincil metabolik siiregleri etkileyebilecegini kaydetmislerdir.

Le Page vd. 2019, ¢alismalarinda, sekiz siyanobakteri tiiriiniin yedi antibiyotige
(sefazolin, sefotaksim, ampisilin, sufametazin, siilfadiazin, azitromisin ve eritromisine)
kars1 tirler arast duyarliligindaki farklilbiklar1 ¢ farkli etki modu ile
degerlendirmislerdir. Sonug olarak, tiir duyarlili§i dagilimlarini kullanan olasilik analizi,
(antibiyotikler i¢in mevcut tahmin edilen etkisiz konsantrasyon) PNEC'in, dayandigi
tiire ve antibiyotigin etki sekline bagli olarak siyanobakterilerin iizerinde veya altinda

koruyucu olabilecegini gdstermistir.

Du vd. 2018, yaptiklari ¢alismada, ti¢ tipik antibiyotik maruziyetinin (sefradin,
norfloksasin ve amoksisilin) Microcystis aeruginosa tizerindeki etkilerinin iki periyotta
(maruziyet ve maruziyet sonrasi) yeni bir bakis agisiyla kapsamli bir degerlendirmesini
saglamistir. Calismanin sonucunda, M. aeruginosa'nin geri dondiiriilemez biiylime
inhibisyonunun, maruziyet ve yeniden maruz kalma asamalarinda norfloksasine
atfedildigini gosterdi. Bunun tersine, sefradine maruz kaldiktan sonra alg hiicresi boyutu
kontrol seviyesine geri donmiis olsa da glutatyon (GSH) iizerindeki onemli uyari,
kirleticiler uzaklastirilsa bile hala devam etti. Ote yandan amoksisilin, maruziyet
doneminde siiperoksit dismutaz (SOD), GSH igerikleri ve algal hiicre boyutunun
aktivitelerini inhibe ederken, malonaldehit (MDA) igerikleri iki donemde 6nemli 6lgiide

artmistir.

Wang, Chen, Hu & Wang, 2017 g¢aligsmalarinda, spiramisin ve ampisilin ikili
antibiyotik karigimlarinin Microcystis aeruginosa tizerindeki etkilesimli etkileri,
mikrokistin iiretimi ve hiicre dis1 saliminin yani sira bliylime agisindan da yanit ylizey
metodolojisi ile arastirmislardir. Microcystis aeruginosa biiyiimesinde daha yiiksek %50
ve%5 etkili konsantrasyonlara sahip spiramisin, Microcystis aeruginosa igin ampisilin
den daha toksik oldugunu, toksik birim yaklasimi igin RSM modeli, spiramisin ve

ampisilinnin kombine toksisitesinin sinerjizmden antagonizmaya degistigini ve
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spiramisin / ampisilin karisim oraninin ters estoksik orandan (5: 1) ekitoksik orana (1:

5) diistiigiinii ileri stirmiiglerdir.

Spiramisin / ampisilin karistm oraninin artmasiyla, karisik antibiyotiklerin
Microcystis aeruginosa biiylimesi iizerindeki birlesik etkisi, kombine toksisitenin
varyasyonu ve karigimdaki yliksek toksik bilesen spiramisin oraninin artmasi nedeniyle
stimiilasyondan inhibisyona degismistir. Hedef antibiyotiklerin ¢evreyle ilgili
konsantrasyonlarinda artan toplam doz ve spiramisin / ampisilin karisim orani ile
karisimi, hiicre i¢i mikrokistin sentezini uyarmis ve Microcystis aeruginosa hiicre
lizizini kolaylastirmistir, bdylece mikrokistin iiretkenliginin ve hiicre dis1 salinimin

artmasina yol actigini bildirmislerdir.

Dias vd. 2015, calismada, farkli cinslerden dort siyanobakteriyel izolatin
(Microcystis aeruginosa, Aphanizomenon gracile, Chrisosporum bergii, Planktothix
agradhii) ve bunlarin arasinda aymi tiirden M. aeruginosa dokuz izolatin farkli
antibiyotiklere (amoksisilin, seftazidim, seftriakson, kanamisin, gentamisin, tetrasiklin,
trimetoprim,  nalidiksik  asit,  norfloksasin)  duyarliigint  degerlendirmeyi
amaglamiglardir. Calismanin sonucunda test edilen tiim siyanobakterilerin bazi
antibiyotiklere kars1 azalan duyarlili@, bu bilesiklere dogal olarak duyarh
olmayabileceklerini veya antibiyotik kontaminasyon basincina veya g¢evrede bulunan
direngli bakterilerden gen transferine bagli olarak duyarli olmayabileceklerini

gostermektedir.

Yasser ve Adli 2015, calismalarinda, siyanobakteriyel matin balik yetistirme
gollerinden kaybolmasini arastirmak ve Penisilin, Siprofloksasin ve Tylosin'in tek ve
siyanobakteriyel matlara karisim olarak fitotoksik etkilerini degerlendirmislerdir.
Fitotoksik etkiler, diisiik antibiyotik konsantrasyonlarinda 680 nm'de spektrofotometre
kullanilarak siyanobakterilerin biiyiime inhibisyonu olarak Ol¢iilmiis ve sonuglar,
sirasiyla 0.13, 0.71, 5.28 mg / | Penisilin, Siprofloksasin ve Tylosin EC50 degerleri ile
test edilen antibiyotiklerin potansiyel fitotoksisitesini gostermistir. Nispi toksisite,
Penisilin ve Siprofloksasinin siyanobakteriyel matlar i¢in Diuron'dan (standart toksik
materyal) daha toksik oldugunu gdstermistir. Ikili karisimlarm EC50 degerleri sirasiyla

(Penisilin + Tilosin), (Siprofloksasin + Tilosin) ve (Siprofloksasin + Penisilin) icin
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0.077, 0.103, 0.292 TU; tersiyer karistmin EC50'si ise 0.034 TU'dur. Sonuglarin
istatistiksel analizi, bilesiklerin ve karisimlarinin siyanobakteriyel matlar iizerindeki
toksik etkileri arasinda onemli farkliliklar oldugunu gostermistir. Ekolojik sistemde
onemli bir organizma olan siyanobakteriyel mat {izerinde antibiyotiklerin tehlikeli

toksik etkiler yarattig1 sonucuna varilabilmistir.
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BOLUM 3

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Microcystis aeruginosa Kiiltiirlerinin Eldesi

Siyanobakteri kiiltiir 6rnekleri Istanbul Universitesi Su Bilimleri Fakiiltesi
Deniz ve Igsu Kaynaklar1 Yénetimi Boliimii, Igsu Kaynaklar1 ve Yénetimi Anabilim
Dali Alg Kiiltiir Koleksiyonu'ndan elde edilmistir. Deneyler Trakya Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Hidrobiyoloji Anabilim Dali, Plankton Kiiltiirii Laboratuarinda yapilmistir.

3.2 Microcystis aeruginosa Kiiltiir ve iklimlendirme Kosullar

M. aeruginosa i¢in uygun olan otoklavlanmis BG-11 kullanilmistir (Cizelge
3.1). Asagidaki ¢izelgede gosterilen 1-8 arasi bilesenler litre basina 10 mL, 9-14 arasi
bilesenler ise litre bagina 1 mL hazirlanmistir. 250 mL erlenmayer igerisinde 15 dk 121

°C otoklavlanarak hazir hale getirilmistir.

Cizelge 3.1. BG-11 besiyeri igerigi

1-NaNOs 7509 9-H3BO3 2.86 ¢
2-K2HPO4 20¢g 10-MnCl,.4H20 1.81¢g
3-MgS047H20 3.75¢g 11-ZnS04.7H20 0.22¢g
4-CaCl2.2H20 1.80¢ 12 NaMo04.2H,0 0.39¢
5-Citric acid 0.30g 13-CuS0O4.5H20 0.08 g
6-Ammonium 0.30¢g 14-Co(NO3)2.6H20 0.05¢g
ferric citrate

green

7-EDTANa; 0.05¢g

8-Na2CO3 1.00g
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M. aeruginosa stok kiiltiir ilk olarak biiylime ortamina asilanmigtir. Optimal
biliyiimeyi gosterene kadar steril kosullarda inkiibe edilmistir. Tiim stoklar bakim ve
deney asamalarinda giinde iki kez elle ¢alkalanarak yeterli oksijenlendirme saglanmustir.
Kiiltiirler, 23-25 °C'de soguk beyaz floresan tiipler tarafindan saglanan (50 pmol.m™%s 1)
151k yogunluguyla 16 saat 151k, 8 saat karanlik dongiisii altinda ayarlanmis olan
(Teknosem/TSK 500LN) iklim kabininde tutulmustur (Sekil 3.1). Yeterli steril
havalandirma saglanmistir. Stok kiiltiirler hiicre sayim sonuglarini desteklemek igin
optik yogunluk da Olgiilmiistiir. Tiim Olglimler en az ii¢ kez tekrarlanmigtir. Tiim

deneysel araglar 121 °C' de 20 dakika otoklav ile sterilize edilmistir.

Sekil 3.1. Iklim kabini (Teknosem/TSK 500LN)

Stok M. aeruginosa kiiltiirleri, 250 mL’lik cam flasklarda, pH’1 7.1 olan ve
icerigi Cizelge 3.1°de verilen 150 mL BG-11 besiyerine, besiyeri hacminin %15’1 (22.5
mL) kadar stok alg kiiltiirii eklenerek hazirlandi ve 23-25°C’ta, giinde iki kez el ile

calkalanarak gece giindliz periyotlu 151k kaynagi altinda 29 giin siire ile iiretilmistir

(Stanier, Kunisawa, Mandel, & Cohen-Bazire, 1971).
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3.3 Mikroorganizma Ekimi

Mikroorganizma ekimi i¢in 24 kuyucuklu plaka kullanilmistir (Sekil 3.2). Her
bir kuyucuga 1mL BG-11 besiyeri ilave edilmistir.

Sekil 3.2. BG-11 ve mikroorganizma igeren 24 kuyucuklu plaka
3.4 Biiyiime Orani
Calismada kullanilan suglarda gelisen mikroalglerin biiylime oranlari hiicre

konsantrasyonlar1 g6z Oniine alinarak asagidaki esitlik ile hesaplanmistir (Guillard ve

Sierachiki, 2005).

HY (Hiicre mL™?) = 16 biiyiik karedeki hiicre say1s1 x 10,000

HY=Hiicre yogunlugu sayim kamarasinda 16 kareye diisen hiicrelerin
sayilmasiyla yapilmistir.

3.5 Mikrodiliisyon

Deneylerde kullanilan antibiyotikler Trakya Universitesi Eczacilik Fakiiltesi,
Temel Eczacilik Bilimleri Boliimii, Farmosotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

laboratuarlarindan temin edilmistir.

Siprofloksasin distile suda ¢oziilerek stok soliisyonlari hazirlanmigtir. Calismada
BG-11 besiyeri kullanilmistir. Besiyerleri 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
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edilmistir (Andersen, 2005). Antimikrobiyal duyarlilik testi, stvi mikrodiliisyon yontemi

ile yapilmistir.

BG-11 besiyerlerine pasaj yapilip sivi besiyerleri 23-25 °C’de 72 saat inkiibe
edilmis ve kiiltiiriin inokulumu thoma laminda sayilarak 2.2x10* birey/ml yogunlugunda

kullanilmistir.

Tim kuyucuklara 1 mL besiyeri eklenmistir ve stok soliisyonlar: hazirlanan
siprofloksasin, mikrodiliisyon plaklarinin ilk kuyucuklarina 1 mL hacimde eklenerek,
stok soliisyondaki madde konsantrasyonu ¢ift katli olarak sulandirilmistir. Mikropipet
kullanilarak ¢ift katli diliisyona devam edilip mikrodiliisyon plaklarinin takip eden
kuyucuklarinda da madde konsantrasyonu her defasinda yari yariya azaltilmistir. Sonug
olarak mikroplaklarda siprofloksasinin 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 ug/mL
konsantrasyonlari, gentamisin 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625, 0.0312 pg/mL konsantrasyonlari, ampisilin 1024, 512, 256, 128, 64, 32,
16, 8,4, 2,1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0156, 0.0078, 0.0039, 0.0019, 0.00097,
0.00048, ng/mL konsantrasyonlar: elde edilmistir.

Diliisyon islemi tamamlandiktan sonra, mikrodiliisyon plagindaki her kuyucuga,
hazirlanan inokulum siispansiyonlarindan 100 pL inokiilasyon yapilmistir. Her
mikrodiliisyon plaginda sadece “besiyeri ve mikroorganizma” iceren, sadece “besiyeri”
iceren kontrol kuyucuklar1 eklenmistir. Bakteri inokiile edilmis mikrodiliisyon plaklari

21-23°C’de 3, 6, 9, 12, 15 giin inkiibe edilmistir.
MIK, mikroorganizmanin mikrodiliisyon kuyucuklarindaki iiremesini tamamen
inhibe eden en diisiik madde konsantrasyonu olarak saptanmustir.
3.6 Mikroorganizmalarin Saymm, Spektorofotometre Olgiimii
Mikroorganizmalarin bulundugu her bir kuyucuktan mikropipet ile 100 pL
alinip 151k mikroskobu yardimiyla Thoma laminda sayimi yapilmistir.

Her bir sayim en az ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmis ve ortalamalar1 alinmustir.
Sayim islemi bittikten sonra ayni kuyucuklarda bulunan sivinin absorbansi (UV-mini
1240) spektrofotometrede 680nm, dalga boyu kullanilarak 6lgiim yapilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Deneylerde kullanilan UV-mini 1240 spektrofotometre cihazi

3.7 Klorofil-a Tayini

Klorofil-a, tiim fotosentetik alglerde ve bitkilerin yapisinda olan ana pigmenttir.
Fotosentez olayin1 gergeklestiren organik bilesikler 151k enerjisini kullanip kimyasal
enerjiye ¢evrilmesini saglar. Su ekosistemlerinde besin aglari, biyokiitle hakkinda bilgi
saglayan en c¢ok Olgiilen biyokimyasal analizlerdir (Jeffrey ve Mantoura 1997).
Klorofiller, 1s18a maruz kaldiklarinda magnezyum iyonunu selatlayan bir tetrapirol
yapisina sahip hassas pigmentlerdir. Chl-a ve b, Chl c'nin farki, fitol zincirine sahiptir.
Bir klorofil molekiiliiniin magnezyum iyonunun kaybi sonucu elde edilen iiriin bir

feofitindir (Aminot ve Rey, 2001).

Klorofil 6l¢iimiinde ilk adim, suyu filtrelemek ve ardindan hiicrelere uygun bir
¢oziicti ile filtredeki klorofil 6zii ¢ikarmaktir. Klorofiller ve karotenoidler, su iceren
canli bitki dokusundan suyu, Ornegin aseton, metanol veya etanol gibi organik

coziiciilerle ekstrakte edilebilen yagda ¢6ziinebilen pigmentlerdir (Lichtenthaler, 1987).

Chl-a tayininde ozellikle aseton, gesitli organik ¢oziiciiler kullanilir. Etanol,
asetondan daha giivenli bir alternatif 6ziitleyicidir (Ritchie 2006). Siyonabakteri ve yesil
alg fotosentez pigmenti ekstraksiyonunda asetona gore daha giivenilirdir. Ek olarak, %
80 veya %90 etanol ¢ozeltisi, klorofil pigmentinin kaynatma asamasi ve ardindan 24
saatlik inkiibasyon sirasinda bozulmadan ekstrakte edilmesini saglar. Chl-a

ekstraksiyonu igin %80 hem de %90 etanol uygundur. (Sartory ve Grobbelaar 1984).
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Calismamizda %80 konsantrasyonda etanol kullanilmistir (Wintermans ve De Mots

1965; Parker, Bowden & Flinn, 2016).

Klorofil-a tayini i¢in 6lgiim yapilacak numune sayisi kadar beher igine MgCO3
ve 15 mL %80 alkol ilave edilmistir. Kuyucuk igerisinde bulunan 1 mL numune suyu,
GF/C Whatman filtre kagidi kullanilarak vakum filtrasyon cihazinda siiziildiikten sonra
pens vasitasiyla el degmeden kivrilip katlanarak makas ile kiiciik parcalar halinde
beherlere yerlestirilmis ve tlizerleri folyo ile kapatilmistir (Sekil 3.4). 25 + 1 °C karanlik
ortamda 24 saat birakilarak pigment ekstraksiyonu tamamlanmistir (Sartory ve
Grobbelaar 1984). 24 saat sonra numuneler siizme isleminden gegirilip
spektrofotometrede 665 ve 750 nm dalga boylarinda Slgiilmistiir (Sekil 3.4). Aym
numuneler 2N HCI ilave edilerek 665 ve 750 nm’de %80’lik etanole kars1 absorbanslari

Olctimleri yapilmistir.

Chl-a miktarin1 belirlemek i¢in hesaplamalar, Anonim (2012)’de bulunan

Lorenzen (1967) tarafindan gelistirilen formiile gore gergeklestirilmistir.

Chl-a = [A x K x [(664b-750b)-(665a-750a)] x Ve] / Vf x |

Chl-a: klorofil-a pigment konsantrasyonu (mg Chl a L),

A, 1199 mg Chl-a cm L%e esdeger ters absorbsiyon sénme katsayisi
(Wintermans ve De Mots 1965),

K, 2,43’{in absorbsiyon indirgenme faktorii (Lorenzen, 1967),
664b, asidifikasyondan dnce 664 nm’deki temel absorbans,
750b, asidifikasyondan énce 750 nm’deki absorbans,

665a, asidifikasyondan sonra 665 nm’deki absorbans,

7504, asidifikasyondan sonra 750 nm’deki absorbans,

Ve, pigmenti ekstrakte etmek i¢in kullanilan %80’lik etanoliin hacmi (mL); VT,

filtre edilen 6rnegin hacmi (mL); 1, kiivetin yol uzunlugu (cm)’dur.
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Sekil 3.4. Klorofil-a tayin asamalar1 (1: beher i¢cine MgCO3 ilavesi, 2: 15 mL
%80 alkol ilavesi, 3: vakum filtrasyon cihazinda numune siizme islemi, 3: GF/C
Whatman filtre kagidindaki klorofil pigmentleri, 4: filtre kagidinin katlanarak makas ile
kiiclik parcalara bol boliinmesi, 5: beher icinde klorofil pigmentleri igeren filte kagidi
pargalari, 6: 25 + 1°C karanlik ortamda 24 saat birakilan beherler, 7: pigment
ekstraksiyonu tamamlanmis numunelerin stizme islemi).
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BOLUM 4

4. BULGULAR

4.1 Microcystis aeruginosa Kiiltiir ve Gelisimi

Bu c¢alismada, Istanbul Universitesi Su Bilimleri Fakiiltesi’nden temin edilen

aksenik Microcytis aeruginosa (PCC7806) kiiltiirleri kullanilmustir.

Ekim yapilan kiiltiirler 27 ila 30 giin arasinda Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Hidrobiyoloji Anabilim Dali Plankton Kiiltiirii Laboratuarinda
bulunan iklim odasinda belirlenen iklimlendirme kosullarinda 5x10% hiicre.ml™ hiicre
yogunluguna ulastig1 tespit edilmistir. Stok kiiltiirlerin hiicre sayilarinin degisimi grafigi

Sekil 4.1°de verilmistir.

M. aeruginosaXkiiltiirlerinin ortalama biiyiime orani

Hiicre yogunlugu (Hiicre ml!)
= [h=] w =Y wu (=]
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Sekil 4.1. M. aeruginosa kiiltiirlerinin 30 giinliik gelisim grafigi

37



4.2 Microcystis aeruginosa Kiiltiirleri Uzerine Antibiyotik Sonuglar

Segilen her 3 antibiyotik i¢inde deneyler 3 tekrar olacak sekilde yapilmistir. Her
deneyde antibiyotik miktar1 siprofloksasin, ampisilin ve gentamisin 1024ugL ™ olacak
sekilde baslamis ve %50 oraninda diliic edilerek antibiyotik miktar1 azaltilmastir.

Gelisim gdstermeyen antibiyotik miktarlari ¢aligmada verilmemistir.

Belirlenen konsantrasyonlardaki antibiyotiklerin M. aeruginosa kiiltiirlerinin
gelisimi lizerindeki etkilerini gozlemlemek amaciyla denemeler siiresince 3 giinde bir
(72 saat) olacak sekilde alinan orneklerde spektrofotometrik olarak 680nm dalga
boyunda maksimum hiicre yogunluklari, klorofil-a miktarlar1 ve mikroskobik olarak

hiicre sayimlar1 yapilmaistir.
4.3 Microcystis aeruginosa Kiiltiir Gelisimi Uzerinde Ampisilin’in Etkileri

Ampisilin miktar1 1024pgL Y den itibaren azalan dozlarda olacak sekilde kiiltiir

ekimleri yapilmstir.
4.3.1 Optik Yogunluk

Denemelerin bagladig: ilk giinde 680nm dalga boyunda kiiltiirler 0,041\ olarak
dlgiilmiistiir. Denemelerin 3. giiniinden itibaren 0,0312ugL™ ‘den daha yiiksek dozlarda

680nm dalga boyunda 6l¢iilen degerler baslangi¢c degerlerinin iizerine ¢ikmamistir.

680 nm dalga boyunda Olgiilen optik yogunluk degerleri Sekil 4.2°de
gosterilmistir (Sekil 4.2). Olgiilen degerler sirasiyla; Kontrol grubunda denemelerin
sonunda 1,842) olarak &lciiliirken en diisiik olarak ise 0,0312 pgL™* ampisilin uygulanan
kiltiirde 0,009A olarak ol¢iilmiistiir.
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680 nm

2
1.5
1
0,5
0
1. Gin 3.Gin 6.Giln 9.Gin 12. Gin 15. Gin
=0==0,06251g/L  =8=0,0312g/L 0.0156g/L 0.0078ug/L  ==@=0.0039g/L

—9=0,00100g/L =@=0,00097ig/L =@=0.0004811g/l. ==K ontrol

Sekil 4.2. Ampisilin iizerinde 680nm degerleri

4.3.2 Klorofil-a

Klorofil-a miktart ampisilin antibiyotiginin eklendigi ilk giin tim dozlarda

1,332ugL? olarak dlgiilmiistiir. Denemelerin 3. giiniinden itibaren 0,0312pgL™? ‘den

daha yiiksek dozlarda klorofil-a dl¢lilememistir.

Klorofil-a degerleri de yaklagik olarak optik yogunluk degerlerinde oldugu gibi

tim uygulama gruplarinda deneme siiresince benzer bir degisim sergilemektedir (Sekil

4.3). Olgiilen degerler pgL? olarak sirasiyla; Kontrol grubunda denemelerin sonunda

17,725ugL? olarak &lgiiliirken en diisiik olarak ise 0,0312 pugL™* ampisilin uygulanan

kiiltiirde 1,332 pugL™ olarak &lciilmiistiir.
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Klorofil a

1. Gin 3.Gin 6.Giln 9. Gin 12. Gin 15. Gin
=0=006251g/L ==0=0.0312ug/L 0.0156g/L 0.0078pg/L  ==®=0,0039g/L

—9=0.00101g/L.  =@=0.00097 g/l ==@=0.000481g/l ==@=K ontrol

Sekil 4.3. Ampisilin lizerinde klorofil-a degerleri

4.3.3 Hiicre Yogunlugu

Mikroskop tizerinde yapilan sayimlarda hiicre sayilari ampisilin antibiyotiginin
eklendigi ilk giin tiim dozlarda 90 hiicre mIx10* olarak hesaplanmistir. Denemelerin 3.
giiniinden itibaren yapilan lgiimlerde 0,0312ugL™ ‘den daha yiiksek dozlarda hiicre

sayis1 baslangi¢ dozlaria yakin sayilarda dl¢iilmiistiir.

Hiicre sayilart da yaklasik olarak optik yogunluk ve klorofil-a degerlerinde
oldugu gibi tiim uygulama gruplarinda deneme siiresince benzer bir degisim
sergilemektedir (Sekil 4.4). Olgiilen degerler hiicre ml™*x10* olarak sirasiyla; Kontrol
grubunda denemelerin sonunda 1645 olarak dlgiiliirken en diisiik olarak ise 0,0312 pgl-

! ampisilin uygulanan kiiltiirde 95 hiicre mI™*x10* olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.4. Ampisilin lizerinde hiicre sayilar1 degerleri

4.4 Microcystis aeruginosa Kiiltiir Gelisimi Uzerinde Gentamisin’in Etkileri

Gentamisin miktar1 1024pugl "’ den itibaren azalan dozlarda olacak sekilde kiiltiir

ekimleri yapilmustir.
4.4.1 Optik Yogunluk

Denemelerin basladig ilk giinde 680nm dalga boyunda kiiltiirler 0,290 A olarak
dlgiilmiistiir. Denemelerin 3. giiniinden itibaren 32uglL™? doz dahil olmak iizere biitiin

dozlar benzer degerler gosterilmistir (Sekil 4.5).

680 nm dalga boyunda oOlciilen optik yogunluk degerleri Sekil 4.5°te
gosterilmistir (Sekil 4.5). Olgiilen degerler sirasiyla; Kontrol grubunda denemelerin
sonunda 1,795 A olarak o&lgiiliirken, en diisiik olarak ise 0,0312 ugL™ gentamisin

uygulanan kiiltiirde 1,53 A olarak dl¢tilmistiir.
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Sekil 4.5. Gentamisin lizerinde 680nm degerleri

4.4.2 Klorofil-a

Klorofil-a miktar1 Gentamisin antibiyotiginin eklendigi ilk giin tiim dozlarda

0,444pglL? olarak olgiilmiistiir. Denemelerin 3. giiniinden itibaren 4pgL™? ‘den daha

yiiksek dozlarda klorofil-a 6lgiilememistir.

Klorofil-a degerleri de yaklasik olarak optik yogunluk degerlerinde oldugu gibi

tim uygulama gruplarinda deneme siiresince benzer bir degisim sergilemektedir (Sekil

4.6). Olgiilen degerler pgL™?* olarak sirasiyla; Kontrol grubunda denemelerin sonunda

20,868ugL™? olarak olgiiliirken en diisiik olarak ise lugL™ Gentamisin uygulanan

kiiltiirde klorofil-a miktar1 2,664pgL ™t olarak dl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.6. Gentamisin iizerinde klorofil-a degerleri

4.4.3 Hiicre Yogunlugu

Mikroskop iizerinde yapilan sayimlarda hiicre sayilarni  Gentamisin
antibiyotiginin eklendigi ilk giin tiim dozlarda 90 hiicre ml*x10* olarak hesaplanmustir.
Denemelerin 3. giiniinden itibaren yapilan o6lciimlerde 4pgL™? ‘den daha yiiksek

dozlarda hiicre sayis1 baslangi¢ dozlarina yakin sayilarda dl¢iilmiistiir.

Hiicre sayilart da yaklasik olarak optik yogunluk ve klorofil-a degerlerinde
oldugu gibi tiim uygulama gruplarinda deneme siiresince benzer bir degisim
sergilemektedir (Sekil 4.7). Olgiilen degerler hiicre ml™*x10* olarak sirasiyla; Kontrol
grubunda denemelerin sonunda 1294 olarak olgiiliirken en diisiik olarak ise 4 pgL™

Gentamisin uygulanan kiiltiirde 634 hiicre mI™*x10* olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.7. Gentamisin lizerinde hiicre sayilar1 degerleri

4.5 Microcystis aeruginosa Kiiltiir Gelisimi Uzerinde Siprofloksasin’in Etkileri

Siprofloksasin antibiyotigi miktar1 1024pgL ™ ’den itibaren azalan dozlarda

olacak sekilde kiiltiir ekimleri yapilmistir.
4.5.1 Optik Yogunluk

Denemelerin bagladigi ilk giinde 680nm dalga boyunda kiiltiirler 0,029A olarak
dlgiilmiistiir. Denemelerin 9. giiniinden itibaren 32pugL™ ‘den daha yiiksek dozlarda

680nm dalga boyunda 6l¢iilen degerler O A olarak tespit edilmistir.

680nm dalga boyunda Oolgiilen optik yogunluk degerleri Sekil 4.8°de
gosterilmistir (Sekil 4.8). Olgiilen degerler sirasiyla; Kontrol grubunda denemelerin
sonunda 1,527\ olarak o&lgiiliitken en diisiik olarak ise 16ugL™ Siprofloksasin
uygulanan kiiltiirde 0,154 A olarak Olcililmiistiir. Daha yiiksek konsatrasyonlarda 0 A

olarak ol¢tilmiistiir.
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Sekil 4.8. Siprofloksasin tizerinde 680nm dalga boyundaki OD degerleri

4.5.2 Klorofil-a

Klorofil-a miktar1 Siprofloksasin antibiyotiginin eklendigi ilk giin tiim dozlarda
0,444pglL? olarak Slciilmiistiir. Denemelerin 9. giiniinden itibaren 32ugL™ ‘den daha

yiiksek dozlarda klorofil-a 6lgtilememistir.

Klorofil-a degerleri de yaklasik olarak optik yogunluk degerlerinde oldugu gibi
tiim uygulama gruplarinda deneme siiresince benzer bir degisim sergilemektedir (Sekil
4.9). Olgiilen degerler ugl.? olarak sirastyla; Kontrol grubunda denemelerin sonunda
11,988pglL ! olarak dlgiiliirken en diisiik olarak ise 16pgL™t Siprofloksasin uygulanan
kiiltiirde 2,222pgL? olarak dl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.9. Siprofloksasin iizerinde klorofil-a degerleri

4.5.3 Hiicre Yogunlugu

Mikroskop tiizerinde yapilan sayimlarda hiicre sayilar1 Siprofloksasin
antibiyotiginin eklendigi ilk giin tiim dozlarda 90 hiicre ml*x10* olarak hesaplanmustir.
Denemelerin 9. giiniinden itibaren yapilan 6lciimlerde 128ugL™’den daha yiiksek

dozlarda hiicre sayis1 0 olarak sayilmustir.

Hiicre sayilart da yaklasik olarak optik yogunluk ve klorofil-a degerlerinde
oldugu gibi tiim uygulama gruplarinda deneme siiresince benzer bir degisim
sergilemektedir (Sekil 4.10). Olgiilen degerler hiicre ml™tx10* olarak sirasiyla; Kontrol
grubunda denemelerin sonunda 1025 olarak 6lgiiliirken en diisiik olarak ise 64 pugL™

Siprofloksasin uygulanan kiiltiirde 30 hiicre ml"'x10* olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.10. Siprofloksasin iizerinde hiicre sayilar1 degerleri
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BOLUM 5

5. SONUCLAR ve TARTISMA

Yaklasik 3 milyon yil 6nce ortaya cikan fotosentetik siyanobakteriler bugiin
yasadigimiz diinyanin atmosferinin olusumunda en Onemli organizmalardir. Ayni
zamanda “Endosimbiyotik Teori”ye gore bu canlilar 6karyotik organizmalarda bulunan

kloroplastlarin kokenini olusturduklari diisiiniilmektedir.

Diinya atmosferinde en ¢ok bulunan gaz olan azotun, amonyum ve formlarina
indirgenerek diger bitkisel organizmalar i¢in yararli duruma gelmesine azot fiksasyonu
denir. Biyolojik olarak azot fiksasyonunu bir¢ok farkli mikroorganizma
gergeklestirebilir. Toprakta bulunan bazi bakteriler baklagiller birlikte simbiyotik olarak

onemli azot fikse eden canlilardir.

Siyanobakteriler (Mavi-yesil algler) yiiksek bitkilerle benzer fotosentez
aktivitesi ile oksijen iireten ve azot fikse eden ender organizmalardir. Prokaryot olan
siyanobakteriler yani mavi-yesil algler fotosentez igin gerekli elektronlari, dkaryotik
alglerin ve diger biitiin bitkilerin yaptig1 gibi, su molekiiliiniin par¢alanmasiyla elde
ederler. Fotosentezde su molekiiliniin kullanilarak elektron elde edilmesi
evrimlesmeseydi, diinyamizda oksijen igeren bir atmosfer olmayacak ve oksijenli
solunum yapabilen yiiksek organizasyonlu canlilar gelisemeyecekti (Graham, Graham
& Wilcox, 2004). Atmosferik azotu (N2) fikse edebilmeleri bu canlilarin diger 6nemli
Ozelliklerinden biridir. Heterosist ad1 verilen 6zellesmis hiicreler yardimiyla bu canlilar

azot (N2) fiksasyonu yaparlar (Adams, 2000; Graham & Wilcox, 2000; Schopf, 2000).
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Bu ¢alisma i¢in segilen antibiyotiklerden M. aeruginosa lizerinde en fazla etkiyi
siprofloksasinin  gosterdigi, bunu sirasiyla ampisilin  ve gentamisinin izledigi
gozlenmistir. Mathilda, (2003); Ampisilin’in ve Gentamisin’in Escherichia coli'ye karsi
etkinligi iizerine yaptig1 calismada; ampisilinin daha etkin oldugunu bildirmistir. Bizim
calismamizda da buna paralel olarak ampisilin etkinliginin gentamisine gére daha etkin

oldugu gdzlenmistir.

Su ortamlari, antibiyotiklere/antibiyotige direngli (AR) bakterilerin ana havuzlar
oldugu, ancak suda yasayan mikroorganizmalarin AR genlerinin yayilmasi/ortaya
cikmast iizerindeki rolii hakkindaki bilgiler hala degerlendirilmemis bir
konudur. Siyanobakteriler sucul ekosistemlerde her yerde bulunur ve antibiyotik
kirliligine/direncine maruz kalmalarina ragmen dogal ekosistemlerde AR yayiliminda
rol oynaylp oynamayacaklari bilinmemektedir. Bazi  siyanobakteriyel suslar
antibakteriyel aktivite sergiler ve bu nedenle, kendilerini toksik etkilerinden korumak
icin mekanizmalar gelistirmis olabilir, baz1 siyanobakteriyel suslar, bazi antibiyotiklere
direncli olarak tanimlanabilmesi gibi nedenler bizi siyanobakterilerin AR genlerini
barindirabilecegi varsayimina gotiiriir. Calismamiza gore gentamisinin en az etkiyi
gostermesinin sebebi Siyanobakterilerin direng kazanmis olmasi bir varsayimdir (Dias
vd., 2015).

Siyanobakteriyel hiicre duvarinin penisilinin  enzimatik hareketleri ile
bozulabilecegi ve p-laktam grubunda yer alan amoksisilinin siyanobakterilerde
fotosentezi bozabilecegi agiklanmistir (Dias vd., 2015). Bu da bizim ¢alismamizda -
laktam grubununun bir iiyesi olan ampisilinin daha etkin olarak bulunmasina agiklik
getirmektedir. Ampisilin bakteri hiicre duvari sentezinin inhibisyonunu saglar. Bu
antibiyotik  transpeptidaz  enzimlerine baglanarak hiicre duvarimi  olusturan
peptidoglikanlarin olusumunu inhibe eder. Ampisilin, transpeptidaz enziminin yapisal
analogudur ve bu enzimin yerine baglanir. Bu antibiyotigin kullanim1 nedeniyle olusan
enzimler bakteri lizisine yani 6liimiine yol agar. Bakterisit etkilidir. Gattullo vd. 2012 ve
Liu vd. 2014’e gore ampisilin M. aeruginosa'da klorofil-a iiretimini etkileyerek
fotosentezin bozulmasina neden olarak alg biiylimesini etkileyebilir. Denemelerde
gentamisin ve siprofloksasin’in aksine ¢ok diisiik dozlarda dahi klorofil-a ol¢timii

yapilamamistir. Ampisilinin  pigment ve ¢0ziiniir protein igeriklerini etkiledigi
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bilinmektedir. Bunun M. aeruginosa iizerinde biiylimeyi inhibe ettigini digiinmekteyiz
(Gattullo vd., 2012; Liu vd., 2012).

Du vd., 2018 yaptiklar1 ¢alismada amoksisilin ile muamele edilmis alglerde,
norfloksasin ise M. aeruginosa'da geri doniisii olmayan bir hasara neden olmustur.
Yapilan benzer ¢aligmalarda sefradinin, spiramisin ve amoksisilin gibi antibiyotiklerin
M. aeruginosa'nin biiylimesi ve klorofil-a sentezi ilizerinde Onemli etkileri oldugu

bulunmustur (Liitzheft vd., 1999; Chen and Guo 2012; Lui vd., 2012).

Gentamisin gram negatif bakteri hiicre duvarinda fosfolipidlerin polar baslarina,
lipopolisakkaridlere ve dis membran proteinlerine baglanir, bunun sonucunda ise Mg*2
ve Ca*? iyonlarmin yerlerinden oynamasma neden olur (Kayaalp 2005). Bu olaym
sonucunda hiicre duvarindaki normal gecirgenlik fonksiyonu kaybolur. Hiicre duvarini
ve hiicre zarini gegen gentamisin bir daha hiicreden disar1 ¢ikmaz ve sitoplazma i¢inde
kalir. Gentamisin bakterilerde ribozomlarin 30S alt birimlerine baglanarak protein
sentezini inhibe eder. Bu nedenle mRNA’daki genetik kodun yanlis okunmasina ve
yanlis protein sentezine yol acarlar. Bakterisidal etki gostermektedir (Gilbert vd., 2000,
Bashan 2009). Bir aminoglikozit olan gentamisinin M. aeruginosa {izerinde
denemelerin 9. giiniinden itibaren biiylimeyi yavaslattigi ve durdurucu bir etki

gosterdigi sonucunu ortaya ¢ikarabilir.

Florokinolonlar (FQ'lar), hem insan hem de veteriner hekimlikte yaygin olarak
Kullanilan bir antibiyotik smifidir. Bu ilaglar, DNA sarmalinin replikasyon ve
transkripsiyon i¢in ¢oziilmesinde rol oynayan anahtar bakteriyel enzimleri (DNA giraz
ve topoizomeraz V) inhibe eder. Birinci nesil veya orijinal kinolonlar florlanmamistir
ve nalidiksik asit ve oksolinik asit gibi ilaglar1 igermektedir (Robinson, Belden, Lydy,
2005). Bizim caligmamizda en etkin antibiyotigin kinolon grubuna ait siprofloksasin

olarak tespit edilmesi antibiyotigin etki mekanizmasi ile iligkilendirilebilir.

Robinson, 2005 yaptiklart ¢aligmada M. aeruginosa’nin antibiyotige duyarli en
hassas tiirlerden biri oldugunu ve siprofloksasinin bu tiir iizerinde etkin oldugunu

bildirmislerdir.

Ebert vd., 2011, fotoototrofik akuatik tiirler ile ilgili antibiyotikler Enrofloksasin

florokinolon ve siprofloksasinin organizmanin biiyiimesinin inhibisyonu {izerine etkisini
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arastirmiglardir. Enrofloksasin yesil algler i¢in daha toksikken, siprofloksasinin ise

siyanobakteriler i¢in daha toksik oldugunu bildirmislerdir.

Kovalakova, 2020 derleme c¢alismasinda, sekiz antibiyotik (eritromisin,
trimetoprim, siilfametoksazol, tetrasiklin, oksitetrasiklin, ofloksasin, siprofloksasin ve

amoksisilin) tizerindeki son aragtirmalari incelemistir.

Ebert vd., 2011; yaptiklar1 ¢alismada siyanobakterilerin siprofloksasine karsi en
hassas tiir oldugunu dolayisiyla karsilastirdiklar {i¢ antibiyotikten en etkin antibiyotigin

siprofloksasin oldugunu bildirmislerdir.

Lu vd., 2019, siprofloksasin, bakteriyel DNA giraz aktivitesini inhibe eden ve
replikasyonuna miidahale eden gram negatif ve pozitif bakterilere karsi genis
spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Bakterilerin siprofloksasin tarafindan

engellenmesinin genel olarak 6karyotlarinkinden daha giiglii oldugunu gosterilmistir.

Siprofloksasine duyarli olan bakterilerde DNA sentezini etkileyerek bakterisid
etki meydana getirir. Topoizomeraz Il ve topoizomeraz 1V enzimlerini inhibe ederek
DNA sarmali iizerine etki eder. Bunun sonucunda da bakteri boliinemez, anormal
sekilde uzar ve Oliir, ayrica sitoplazma membranini da zedeler. Siprofloksasin gibi
kinolon grubu antibiyotiklerin neden oldugu antioksidan yanit, M. aeruginosa biiytimesi
ile tutarli sonuglar gostermistir. M. aeruginosa biiyiimesi gerilemis klorofil oranlari
diismiistiir. Denemelerde kullanilan antibiyotikler igerisinde hiicre gelisimini en ¢ok

etkileyen ve fitotoksik antibiyotik olarak tespit edilmistir (Ulutan, 2003).

Sonu¢ olarak, kiiresel anlamda disiintildiigli zaman, oOtrofikasyonun sonucu
olarak siyanobakterilerin artislari siirekli olarak meydana gelmektedir. Bu artigin
sonucunda da, koku, bulaniklik ve su kalitesinde bozulma gibi olaylar meydana
gelmektedir. Ayrica, bazi toksik siyanobakterilerin, suda yasayan organizmalarin limii
ve insanlar i¢in risk olusturdugu bilinmektedir. Siyanobakterilerin hem gevreye hem de
insanlara yonelik bu tiir tehditleri nedeniyle biyolojik 6zellikleri son yillarda giderek
artan bir oranda arastirilmaktadir (Shang vd., 2015). Sucul ckosistemlere bulasan
antibiyotikler, M. aeruginosa iizerinde toksik etkiler ortaya cikarabilir. Ancak M.
aeruginosa, otrofikasyona bagli siyanobakteri artiglarinda bu artisa bagli olarak
meydana gelebilen en yaygin siyanotoksin grubu olan mikroSistinlerin iiretiminden

sorumlu olan 6énemli bir tiirdiir. Bu nedenle belirli dozlarda kullanilan antibiyotikler su

o1


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/eukaryote

ortamlarinda zararli algleri kontrol etmeye yardimci olabilir. Benzer g¢alismalarin
deneysel olarak yapilmasi ve dogada zararlar1 olmayan ya da en az olan antibiyotik
dozlarinin belirlenmesinin, gelecekte karsilasilacak sucul ekosistemle ilgili problemlerin

¢oziimiinde faydali bilgiler saglayacagi kanaatindeyiz.
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