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Ozet

Bakteriyel hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek yeni antimikrobiyal ilaglarin kesfi icin sirekli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu
arastirmada, bazi mikroorganizmalar Uzerine, sisteamin, putresin ve sisteamin-putresin kombinasyonunun etkileri arastirildi.
Arastirmada, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pasteurella multocida ve Pseudomonas aeruginosa suslar kullanildi.
Minimal inhibitér konsantrasyonun (MiK) tespit edilmesinde modifiye Broth Diltisyon yénteminden yararlanildi. Diliisyonlarin
hazirlanmasinda ve besi yeri olarak Mueller-Hinton Broth (Becton Dickinson, 211443) kullanildi. Sisteaminin 0.5 pg/ml konsantrasyonda
B.subtilis, 16 pg/ml konsantrasyonda P. aeruginosa’nin liremesini inhibe ettigi, ancak diger mikroorganizmalar tizerine etkisinin olmadigi
gorildu. Putresin dilisyonlarinin test edilen mikroorganizmalar Gizerine etkisine rastlanmadi. Sisteamin-putresin kombinasyonunun
(1:1) ise E. coli'nin Gremesi lizerine etkisi bulunmazken, 16 pg/ml konsantrasyonda B. subtilis, P. multocida, Ps. aeruginosa ve S. aureus’un
Uremesini engelledigi tespit edildi.

Anahtar sézclikler: Sisteamin, Putresin, Bakteriler

Effects of Cysteamine, Putrescine and Cystemine-Putrescine
Combination on some Bacterium

Summary

Studies are made consistently for discovery of new antimicrobial drugs used to treat bacterial diseases. In the present study effects
of cysteamine, putrescine and cysteamine-putrescine combinations were investigated on some microorganisms. Standart strains
of Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pasteurella multocida and Pseudomonas aeruginosa were used in this study.
Modified Broth Dilution Method was utilized to detect minimal inhibition concentration (MIC). Mueller- Hinton Broth (Becton Dickinson,
211443) was used as medium for reproduction and dilution. 0.5 pg/ml concentration of cysteamine inhibited growth of B. subtilis, 16
pg/ml concentration of cysteamine inhibited growth of P. aeruginosa but there was no effect on other microorganisms. There was
no effect on the microorganisms tested in dilution of putrescine. It is observed that cysteamine -putrescine mixture (1:1) has no effect
on growth of E. coli though 16 pg/ml concentration of the mixture inhibit the growth of B. subtilis, P. multocida, Ps. aeruginosa and
S.aureus.
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GiRIS

Hayvanlarda mikroorganizmalarin neden oldugu c¢ok
sayida enfeksiy6z hastalik bulunmaktadir. Enfeksiyonlarin
hayvan ve insan saglidi agisindan dnemli olmasi nedeniyle
gidalarda bakteri miktarlari ve bunlarin antibiyotiklere du-
yarliliklar tGzerinde calismalar yapilmaktadir 2. Ginim{iz-
de farmakokinetik ve farmakodinamik &zellikleri bakteriyel

hastaliklarin tedavisine imkan veren ¢ok sayida antibakteri-
yel ilag sentezlenmistir. Bunlar degisik kimyasal ve farmako-
dinamik ozelliklere sahip olup, farkli gruplara ayrilmislardir.
Antibakteriyel ilaglarin yanlis uygulanmasi konakgida yan
etkilere ve bakterilerde direng gelisimine neden olabilmek-
tedir. Bu ylizden etki spektrumu direncli etkenleri de icere-
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cek sekilde genis ve yan etkileri duslik olan yeni antibakte-
riyel ilaclarin gelistirilmesi icin calismalar yapilmaktadir 37.

Biyojen aminler aminoasitlerin dekarboksilasyonu ile
olusan maddelerdir. Arjininden agmatin, asparjin asiten
beta-alanin, aminoasetik asitten aminoaseton, glutamik
asitten gamaaminoblitirik asit, lizinden kadaverin, sisteinden
sisteamin, I-tirozinden dopamin ve tiramin, histidinden
histamin vb sentezlenmektedir. Biyojen aminler insan, hay-
van, bitki ve mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebil-
mektedir. Bu nedenle olusan veya alinan kaynaga gore
endojen (viicutta sentezlenen) ve eksojen (disaridan alinan)
biyojen aminler olarak siniflandirilirlar (adrenalin, dopamin,
serotonin, histamin vb) 32. Viicuda bitki ve hayvansal besinler
araciligiyla alinirlar. Gidalarda bakteriyel dekarboksilasyon
sonucu sentezlenirler (6zellikle agmatin, kadaverin ve
putresin). Bir nevi bakterilerilere bagli kokusma trtnleri
olarak da dustinulebilirler. Bu nedenle proteince zengin
gidalar (et, yumurta) ve fermente Uriinler (sarap, bira, soya
fasulyesiveya diger bitkilerin fermente triinleri) 5nemli
oranda biyojen amin tagimaktadirlar. Olen hayvanlarda
bakteriler tarafindan kadavrada sentezlenir. Bu nedenle
kadavra alkaloidleri olarak da adlandiriimaktadirlar &',

Biyojen aminler viicutta hormon, kobalamin (vitamin,
aminoaseton), coenzim A'nin yapisina girerler. Hiicrelerin
proliferasyonu, farklilasmasi, liremesi ve metabolizmasinda
gorev Ustlenirler 82, Cevre acisindan 6nem arz ederler. Olus-
malari aminoasit ve mikroorganizmalar ile iligkili oldugun-
dan su kirliliginde rol oynarlar '3. Yiiksek diizeylerde alinan
biyojen aminler zehirlenmelere neden olabilir. Merkezi sinir
sistemi ve damar lizerine olumsuz etkileri bulunmaktadir 2.

Sisteamin sisteinden olusan SH grubu tasiyan bir biyojen
amindir. Viicutta sisteine donusebilir ve sistein dislfid
baglari halinde sistin olarak lizozomlar icerisinde depolanir.
Antioksidan ve antiklastojenik etkilere sahip bir madde olup,
sistinozisin tedavisinde kullanilir. Asetil CoA'nin yapisina
girdiginden hiicre metabolizmasinda énemli gdrevleri
vardir. Metanobakterilerde 2-merkaptoetanosiilfonik asit
yer almaktadir (Coenzim M) . Somatostatin sentezini azalt-
tigindan buylmeyi tesvik etmektedir 8. Parasetamol zehir-
lenmelerinde sisteaminin kullaniimasiyla basarili sonuglar
elde edilmistir ™.

Putresin viicutta ornitinin dekarboksilasyonuyla olusmak-
tadir. Dolayli olarak agmatinden de olusabilmektedir 202",
ilk kez 1800'lui yillarda bakterilerden elde edilmistir. Mantarlar
tarafindan da sentezlendigi bilinen bu madde, diger poli-
aminlarin (spermidin, spermin) 6n maddesidir 2%, Beyinde
yiksek miktarda bulundugu ve azliginda depresyon gelistigi
dolayisi ile depresyonun fizyopatolojisinde etkili oldugu
bildirilmektedir?'. Poliaminlerin bakterilerin Giremesinde
onemli rolleri vardir. Poliaminler DNA ve RNA ile etkilesmekte
ve protein sentezini artirmaktadirlar 2%, Serbest putresin
dlzeyinin artmasi bitkilerin bliyumesini yavaslatmaktadir .
Bakterilerin putresini siiksinata kadar metabolize ettigi
belirlenmistir 2°. Viicutta deaminasyona ugrar. Amonyak

ve azot oksitlere redukte ya da okside edilir.

Biyojen aminler bakteriler tarafindan Gretilmekte ve
protein sentezinde azot kaynadi olarak kullanilabilmektedir.
Ancak metabolizma geregi toksik bilesiklere donisebildigin-
den hangi durumda ve dozda mikroorganizmalarin Gre-
melerini azaltabilecegi veya konakgiya zarar verebilecegi
bilinmemektedir (bazilarinin konakg¢idaki toksik dozlari
haric). Bakteriler lizerindeki minimal inhibitor konsantras-
yonlarinin tespiti ayni zamanda antibakteriyel etkilerinin
olup, olmadiginin anlasilmasina katki yapacaktir. Bu arastir-
mada sisteamin, putresin ve sisteamin-putresin kombinas-
yonlarinin (1:1) bazi mikroorganizmalar Gizerine etkileri
arastinlmistir.

MATERYAL ve METOT

Kimyasal maddelerden sisteamin ve putresin sirasiyla
fluka ve sigma‘dan hidroklor(r tuzu olarak temin edildi. Aras-
tirmada, Gram pozitif bakterilerden olan Bacillus subtilis
(laboratuar izolati), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) ve
Gram negatif bakterilerden olan Escherichia coli (ATCC
25922), Pasteurella multocida (ATCC 12945) ve Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027)'nin standart bakteri suslari kullanildi.
Bakterilerin diliisyonu Mueller-Hinton Broth (Becton
Dickinson, 211443) besiyeri ile yapildi ve ayni besiyeri Gireme
amaciyla kullanildi.

Calismada Wiegand et al.¢ ile Ericsson ve Sherris %7 tarafin-
dan bildirilen Broth Diliisyon yéntemi modifiye edilerek, MiK
(minumum inhibitory concentration) degerleri hesapla-
nacak kimyasal maddelerin diltsyonlari yapildi (Tablo 1).
Bakterilerin kati besiyerinde 24 saatlik taze kultlri hazir-
landiktan sonra, McFarland 0.5 standart tlipline gére bakteri
yogunluklari ayarlandi ve bu son bakteri konsantrasyonlari
100 kat dilte edilerek kullanildi. Mueller-Hinton Broth ile
seri dilisyonlari yapilan maddelerin Gizerine esit miktarda
bakteri stispansiyonu ilave edildi. Testler cift calisildi ve her
sollisyon icin farkli pozitif ve negatif kontrol tuipleri hazir-
land\. Besiyerleri 37°C'de 24 saat slireyle inklibasyona birakildi.

Degerlendirme: Test edilen maddelerin MiK degerlerleri
tlplerin inklibasyon 6ncesi ve sonrasi yogunluklar spektro-
fotometrede 620 nm dalga boyunda olctilerek hesaplandi.

BULGULAR

Sisteaminin 0.5 pug/ml konsantrasyonda B. subtilis, 16
pg/ml konsantrasyonda P. aeruginosa'nin liremesini inhibe
ettigi, diger mikroorganizmalar tizerine bir etkisinin olmadigi
belirlendi. Hazirlanan putresin diliisyonlarinin incelenen
mikroorganizmalar Uzerine hicbir etkisinin olmadigi goz-
lendi. Sisteamin-putresin karisiminin E. coli’'nin Gremesi
Uzerine etkisi tespit edilmedi, ancak 16 pg/ml konsantras-
yonda B. subtilis, P. multocida, P. aeruginosa ve S. aureus’un
Uremesinin engelledigi belirlendi. Arastirmadan elde edilen
sonuclar Tablo 2'de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. Broth diliisyon metodunda kullanilan maddelerin diltisyonlarinin hazirlanmasi

Table 1. Preparetion of materials used in broth dilution method

Antimikrobiyal Antimikrobiyal Antimikrobiyal . Elde Edilen Testteki Son
Asama Konsantrasyon Konsantrasyon Miktari Bmtl('n':’:;kta" Antimikrobiyal Konsantrasyon
(mg/L) Asamasi (ml) Konsantrasyon (pg/ml) (ng/ml)
1 640 Stok 1 9 64 32
2 64 1.asamadan 1 1 32 16
3 64 1.asamadan 1 3 16 8
4 64 1.asamadan 1 7 8 4
5 8 4. asamadan 1 1 4 2
6 8 4. asamadan 1 3 2 1
7 8 4.asamadan 1 7 1 0.5
8 1 7.asamadan 1 1 0.5 0.25
9 1 7.asamadan 1 3 0.25 0.125
10 1 7.asamadan 1 7 0.125 0.0625

Tablo 2. Sisteamin, putresin ve sisteamin-putresin kombinasyonunun MiK
degerleri (ug/ml)

Table 2. MIC values of cysteamine, putrescine and cysteamine-putrescine

mixture (ug/ml)

Bakteri Sisteamin Putresin Sisteamin-Putresin

B. subtilis 0.5 pg/ml = 16 ug/ml

S. aureus = = 16 pug/ ml

E. coli = = =

P. multocida = = 16 pg/ml

P. aeruginosa 16 pg/ ml - 16 pg/ ml
TARTISMA ve SONUC

Antibakteriyel ilaglar hastaliklarin tedavi ve korunma-
sinda buylk bir neme sahiptir. Etkisi yiksek, ancak yan
etkileri duisiik olan yeni antibakteriyel ilaglarin gelistirilmesi
bliylik 6nem arz etmektedir. Bu amacla cok sayida madde
test edilmektedir. Bu arastirmada biyojen aminlerden olan
sisteamin, putresin ve sisteamin-putresin (1:1) kombinasyo-
nun bazi bakteriler (izerindeki MiK degerleri arastirilmistir.

Biyojen aminler hayvan, bitki ve bakteriler tarafindan
olusturuldugu bilinmektedir. Cok sayida bakterinin biyojen
amin Urettigi bilinmektedir. Biyojen amin Ureten bakteriler
arasinda bazi Lactobacillus, Micrococus, Staphylacoccus
turleri, E. coli, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii,
Pseudomonas fluorences, Citrobacter freudii, Enterococus
fecalis, Proteus miribalis vb sayilabilir &'°. Landete et al.?°
B.cereaus, ve Ps. aeruginosa gibi bakterilerin agmatinden
putresin Uretimi Gzerinde ¢alismislardir. Bu bakterilerin
agmatini deamine ettiklerini gézlemlemislerdir. Arastirma
sonucunda agmatinden putresin Gretimi tizerine pridoksal
5-fosfat, magnezyum ve mangan iyonlarinin etkilerinin
olmadigi tespit edilmistir.

Biyojen aminlerin bakteriler Gzerindeki antibakteriyel
ozelliklerinin bilinmesi bakteri biyolojisinin anlasiimasi

kadar cevre ve saglik acisindan da 6nemlidir. Tiquia ' yaptidi
calismada sularda biyojen aminler (putressin, feniletilamin)
tespit etmis ve bunlarin diizeylerinin bakteri iremesine bagh
olarak mevsimlerden etkilendigini belirlemistir. Sulardaki
biyojen aminlerin organik ve mikrobiyel kirliligin bir sonucu
olarak ortaya ciktigi, bu nedenle diizeylerinin biyolojik
kirliligin bir gostergesi olarak degerlendirilebilecedi belir-
tilmektedir.

Biyojen aminlerin yuksek dozlarda toksisite yaptiklari
bilinmektedir & Til et al.?® yaptiklari calismada ratlarda putresi-
nin akut oral dozunu 2000 mg/Kg olarak belirlemislerdir. Ayni
arastirmada putresinin gézlenmeyen yan etkilere neden
olan dozu ise 180 mg/kg/giin olarak tespit edilmistir. insan-
larda agizdan 8 mg ve lizeri miktarda alinan histamin
zehirlenme yaptigi bilinmektedir 8. Biyojen aminlerin toksi-
siteleri nedeniyle bitki, et ve et Urlinleri gibi gidalardaki
duzeylerinin bilinmesi 6nem arz etmektedir. Bitkilerdeki
poliaminlerin etkileri ve diizeyleri Gzerine gesitli arastir-
malar yapilmistir . Houndusse et al.** amonyum miktarinin
bitkilerde poliamin diizeyini artirdigini tespit etmistir. Ayni
arastirmada nitrat ve amonyumun bitki hiicrelerinde serbest
putresin dlzeyini yikselttigi belirlenmistir. Alglerde de
benzer calismalarin yapildigr goriilmektedir. Lee 3° %0.1'lik
tuzlu su stresinin alglerde serbest putresin dizeyini artir-
digini bildirmektedir.

Sisteaminin enerji metabolizmasina ', putresin ve
diger poliaminlerin viicutta DNA, RNA, protein sentezine
istirak ettigi bilinmektedir 231, Putresin makromolekdllere
nonkovalent olarak baglanmaktadir . Hiicre buyumesini
artirmaktadir *2. Ancak metabolizma sonucu ortaya ¢ikan
nitrdz oksit ve guanidino grubu tasiyan putresin tiirevlerinin
antiproliferatif etkinlikleri de bildirilmektedir. Apoptozisi
indiiklemektedir '2. Yine bitkilerde fazla miktarda olusmasi
protein yetersizligine ve nekroza neden olmaktadir 2. Bu
bilgilerden fazla miktarlarinin hiicreler Gizerine toksik etki-
lerinin oldugu cikarilabilir. Bakteri ve mantarlarin Grettikleri
biyojen aminlerin hangi diizeylerinden etkilendikleri agik
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degildir. Olasi bir alkol benzeri inhibisyonun antibakteriyel
ve otokontrolde rol oynayabilecegi sdylenebilir.

Besi yerlerinde bakterilerin Gremesini tesvik etmek icin
poliaminler kullanilmaktadir. Bu poliaminler metabolizma
sonucu tekrar monoaminlere deamine edilebilir. Bakterilerin
Uremesindeki 6nemi mutant E. coli suslarinin poliamin-
lerden olumsuz etkilenmesinden c¢ikarilabilir. Mutant suslar
besiyerine poliaminlerin ilavesiyle %70 gibi bir oranda
inhibe olmaktadir . Bu nedenle biyojen aminlerin mikro-
organizmalar Gizerine etkilerinin bilinmesi hem tedavi hem
de mikrobiyolojik arastirmalar agisindan énem arz eder. Besi
yerlerinde ya da bakterilerin bulunduklari ortamdaki ytiksek
yogunluklarinin mikroorganizmalar (izerinde toksisiteye
neden olabilecegi dusuinulebilir. Bagirsak ve viicuttaki yiksek
konsantrasyonlari diger bakteriler tizerine inhibitor etkilere
ya da diger toksik sorunlara (nitr6z oksit) neden olabilir.

Bu arastirmada sisteamin hidrokloririn 0.5 pg/ml
konsantrasyonda B. subtilis, 16 ug/ml konsantrasyonda
Ps. aeruginosa’nin Gremesini inhibe ettigi tepit edilmistir.
Sisteamin-putresin karisiminin ise 16 pg /ml konsantrasyonda
B. subtilis, P. multocida, Ps. aeruginosa ve S. aureus'un Greme-
sinin engelledigi belirlenmistir. Bu biyojen aminlerin testte
kullanilan mikroorganizmalar lzerindeki etkili konsantras-
yonlarinin ylksek oldugu goérilmektedir. Putresinin testte
kullanilan mikroorganizmalarin tamami Uizerinde s6z konusu
dilisyonlarda etkisi gorilmemistir. Danzin ve Casara 3
yaptiklari calismada bir putresin tiirevi olan alfa-allenyl
putresin E. coli'nin Gremesini bloke ettigini belirlenmistir.
Bu madde putresini kullanan enzimleri irreversibl olarak
bloke etmektedir. Bulgular bu arastirma sonucu ile bir
paralellik gostermektedir. Putresinin protozoonlar lizerin-
deki etkileri de calisilmistir. Olenyik et al.** Laishmania
donovanii’nin virilensini %1 oraninda icme suyuyla verilen
putresinin dislirdigini tespit etmistir. Guanidino-poli-
aminlerin antitripanazomal etkinlikleri bildirilmektedir .
Sisteaminin de protozoonlar tlizerine etkilerinin oldugu
arastiricilar tarafindan gosterilmistir. Wilmer et al.'® anti-
malariyal ilag olan artemisinin etkisinin sisteamin tarafindan
artirldigini tespit etmistir. Sanina et al.** hemoglobin, deoksi-
hemoglobin ve sitokromlardaki demir-nitréz oksit komp-
leksine baglanan siteaminin insan eritroblastik [6semide
apoptozisi indukledigini bildirmektedir. Sisteaminin bakteri-
ler Gizerindeki inhibitor etkisinin mekanizmasi katyon-
larla olan bu tip iliskilerine baglanabilir. Sisteamin selator
bir madde olup, demir basta olmak lizere diger iki deger-
likli katyonlari baglar ve onlarin gorev yapmasini engeller.
Sonucta bakteri hiicresinde gerceklesen redoks reaksiyon-
larinda bozukluga neden olur. Putresinin mikroorganizmalar
Uzerinde test edilen dilGsyonlarda etkisinin gorilmemesi,
ancak sisteaminle olan kombinasyonunun yuksek konsan-
trasyonlarda da olsa etkili olmasi sisteamin ve putresin
arasindaki rekabetten kaynaklanabilecegi dustnulmekte-
dir. Clinkl her ikisi de amin tasimaktadir ve putresinin
sisteamini baglayan yapilara karsi yarismasi blyik bir olasilik
olarak gorilmektedir. Sonucta serbest kalan sisteaminin

tasidigi SH gruplariile katyonlarla daha fazla reaksiyona
girdigi sdylenebilir. Ancak bu durumun daha genis planla-
nan diger calismalarla dogrulanmasi gerekmektedir. Anti-
bakteriyel etkinin ortaya ¢itkmasinda sisteaminin genetik
yapilarla birlesmesi de etkili olabilir. Grachev et al.*® yaptigi
calismada siteaminin hidroksile pirimidin bazlari ile bir-
lestigini ortaya koymustur (timin, urasil). Ayrica biyojen
aminlerin metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikabilecek toksik
drtinlerin bakteriostatik etkiye neden olabilecegi disunul-
mektedir. Bu durumun putresinde goriilmemesi, putresinin
metabolizmasinin secilen bakterilerde gerceklesip, gercek-
lesmedigiileiliskilioldugu distintiimektedir (deaminasyon,
oksidasyon gibi).

Sonuc olarak, bu calismada sisteamin ve sisteamin-
putresin karisiminin deneyde kullanilan bazi mikroorganiz-
malarin tremelerini inhibe ettigi tespit edilmistir. Biyojen
aminlerin etkili konsantrasyonlarinin cogu antibakteriyel
ilaca gore yuiksek oldugu gorilmektedir. Bu acidan deger-
lendirildiginde diger antibakteriyel ilaclardan Ustiinlukleri
anlasilamamistir. Ayrica Gram pozitif ve Gram negatif bakteri-
lerin bu maddelere karsi duyarhliklari arasinda bir fark
oldugunu sdylemek, gerek drnek ve gerekse calisilan madde
sayist goz online alindiginda mimkuin gérilmemektedir.
Bu konuda daha genis farmakodinamik ve farmakokinetik
calismalarin yapilmasina gerek duyulmaktadir. Bununla
birlikte B.subtilis'in sisteamine karsi duyarliligi dikkat ¢ekici-
dir. Biyojen aminlerin bakterilerin tredikleri ortamda ytksek
miktarlarda bulunmalari, s6z konusu bakterilerin cogalma-
larini olumsuz yonde etkileyebilecegi soylenebilir.
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