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OZET

Cahsmada, Mugla Universitesi Kiiltir Koleksiyonundan Pseudomonas ve
Pseudomonas genusu ile iligkili bazi genuslara ait olabilecegi onidentifikasyon
testleriyle ortaya ¢ikanlmis olan 40 adet bakferinin, yapilan identifikasyon
galigmalan sonucu 28 adedi Pseudomonas ve Pseudomonas genusu ile iligkili baz
genuslara ait tiirler olarak belirlenmiy ve bu suslarm fenotipik ve molekiiler
karakterizasyonu yapimstir.

Bu bakterilerin tiir identifikasyonlars, API 20 NE test kitleri ve ek baz
biyokimyasal testlerle  yapumugtir. Identifikasyon sonuglarma gdre 11 adet
Stenotrophomonas maltophilia, 5 adet Chryseomonas luteola, 4 adet Pseudomonas
Sluorescens, 3 adet Pseudomonas putida, 2 adet Sphingomonas paucimobilis, 2 adet
Methylobacterium mesophilicum ve 1 adet Pseudomonas stutzeri tespit edilmigtir. Bu
suglarm enzimatik aktiviteleri, API ZYM enzim test kitleri ile saptanmugtr. Suglarin
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tamamimn esteraz ve l0sin arilamidaz enzimlerini frettikleri, B -glukuronidaz,
a-mannosidaz ve o-fukosidaz enzimlerini ise firetmedikleri tespit edilmigtir. Lipaz
enzimini fireten tek sus S.maltophilia MUG3 olarak tespit edilmigtir.

Suglarin  antibiyotiklere duyarhliklan disk difizyon metodu ile tespit
edilmigtir. Elde edilen sonuglar NCCLS (National Committee for Clinic Labaratory
Standarts, M 100-S9) standartlarma gdre degerlendirilmistir. Suglarin tamami
penisilin, ampisilin, sefalotin, sefiriakson ve azireonam antibiyotiklerine direngli
bulunmustur. S.maltophilia MU64 ¢aligmada kullanidan tiim antibiyotiklere direngli
bulunmustur.  Aminoglikozid grubu  antibiyotikler, ¢alismada kullamlan
Pseudomonas genusuna ait tiirlerin tamamina karsi etkili bulunmuslardir. Ayrica
antibiyotiklerin bityiik bir kismuna kargt direngli olarak tespit edilen S.maltophilia
suslarina kars: en yiiksek etkiyi bu suslarm % 63.7’sine etkili bulunan trimetoprim-
sulfametaksazol antibiyotiZi gostermigtir.

Suglarin agir metallere karyi direnglilikleri agar diliisyon metodu ile
belirlenmigtir. Suglarin tamam ¢inkoya direngli bulunmustur. M mesophilicum
suslarimn agir metallere karg1 yiiksek bir toleransa sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica
M mesophilicum suglant digindaki tiim suslarin kobalt, civa ve gilimiise dﬁyarh
olduklar: saptanmugtir. Kursun sadece S paucimobilis MU 67 susu igin toksik olarak
tespit edilmigtir.

Suslann plazmid DNA profilleri hot alkalin lizis metodu ile ¢ikarilmstir.
Elde edilen profillere gore sadece 5 adet susun plazmid igerdigi ve bu plazmidlerin
molekiiler agirliklarinin 0.89 — 21.59 kb arasinda oldugu saptanmugtir. Plazmid igeren
5 sugtan 3’0 S.maltophilia tirline ait suglar olup S.maltophilia MU 52 susunun
0.89, 2.35, 5.71, 6.24 ve 13.86 kb molekiiler agirhiklarinda 5 adet, S.maltophilia
MU 63 sugunun 2.57 ve 6.24 kb molekiiler afirliklarinda 2 adet ve S.maltophilia
MU 69 susunun 13.86 kb molekiiler agirhfinda bir adet plazmid icerdigi tespit
edilmigtir. Plazmid iceren dier suslardan, P.fluorescens MU 87 susunun 12.68 ve
21.59 kb, M.mesophilicum MU 141 susunun ise 11.61 ve 21.59 kb molekiiler
agirliklaninda 2 adet plazmid igerdikleri tespit edilmigtir.



Caligma suglarimn toplam hiicre proteinleri Pot ve ark.’nin metoduna gore
ekstrakte edilmig, proteinlerin molekiiler agirhiklarina gore ayimmi: SDS-PAGE
teknigi ile Laemmli’ye gore yapimustir. Calisma suglarn kendi aralarinda
gruplandinlarak yiirtitlilmiis ve protein bantlarinin kargilastinlmasina dayali olarak
SPSS programu kullanilarak dendrogramian gikarilmugstir, Suglann tagidiklan protein
bantlarina bagl: olarak tespit edilen benzerliklerin bu suglarin diger Szelliklerinde de
var olup olmadigi incelenmis ve genel olarak bu sonuglarda paralellik tespit
edilmigtir.
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ABSTRACT

In this study, 40 strains which are thought to belong to Pseudomonas and
Pseudomonas related genera were taken from Mugla University Collection of
Culture and 28 of these strains were identified that they belonged to Pseudomonas
and Pseundomonas related genera, and fenotypical and molecular characterizations of
these strains were made.

These bacteria have been identified by API 20 NE test kits and additional
some biochemical tests. According to the results of these tests, 11 were identified
as Stenotrophomonas maltophilia, 5 Chryseomonas luteola, 4 Pseudomonas
Sluorescens, 3 Pseudomonas putida, 2 Sphingomonas paucimobilis, 2
Methylobacterium mesophilicum and 1 Pseudomonas stutzeri. The enzymatic
activities of those strains were determined by API ZYM enzyme kits. It was found
that all these strains produced esterase and leucine arylamidase and didn’t produce



B-glucuronidase, a-mannosidase and a-fucosidase enzymes. It was also determined
that the only strain producing the lipase enzyme was S.maltophilia MU 63.

The susceptibility level of these strains to antibiotics was identified with disc
diffusion method. The results obtained were evaluated according to National
Committee for Clinic Labaratory Standarts (NCCLS, M100-59) guidelines. It was
found out that all strains were resistant to penicilin, ampicillin, cephalothin,
ceftriaxone and azireonam antibiotics. S.malfophilia MU 64 was found to be
resistant to the all antibiotics which were tried. Group aminoglycoside antibiotics
were effective to the species belonging to Pseudomonas genera. In addition,
trimethoprim+sulphamethoxazole was effective to 63.7 % of S.maltophilia strains
which are very resistant to most of the antibiotics used in this study.

The heavy metal resistance level of these strains were detemined with agar
dilution method. All these strains were found to be resistant to zinc. It was also
observed that M mesophilicum strains have high level of tolerance to heavy metals
used in this research. Except for M mesophilicum strains, all strains were identified
that they were susceptible to cobalt, mercury and silver. It was also found out that
lead was toxic for S.paucimobilis MU 67.

The plasmid DNA profiles of the strains were prepared according to a
previously described modification of hot alkaline lysis method. According to the
profiles obtained only 5 strains were found to contain plasmid, and the molecular
weights of these plasmids were observed between 0.89 — 21.59 kb. Of 5 strains
containing plasmid, 3 were found to belong to S.maltophilia strains and it was also
observed that S.maltophilia MU 52 contains 5 plasmids with molecular weights of
0.89, 2.35, 5.71, 6.24 and 13.86 kb, S.maltophilia MU 63 2 plasmids with molecular
weights of 2.57and 6.24 kb, S.maltophilia MU 69 1 plasmid with molecular weight
of 13.86kb, respectively. The other strains of containing plasmid, P fluorescens
MU 87 contained 2 plasmids with molecular weights of 12.68 and 21.59 kb,
M.mesophilicum MU 141 contained 2 plasmids with molecular weights 11.61 and
21.59 kb, respectively.
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Whole-cell bacterial proteins of the strains studied were extracted with Pot et
al. method and the classification of molecular weights of proteins was made with
SDS-PAGE technique as applied by Laemmli et al. All the strains in the study were
grouped and run among themselves in one-dimensional gels. Dendrograms were
taken based on the comparisons of protein bands by using SPSS program. The
similarities to see determined depending on the protein bands the strains possess
were studied if they were available in the other characteristics of the straios and 1t
was found out that the results obtained were compatible with the other tests in the
study.
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KISALTMALAR

Bu calismada kullamlan kisaltmalar, agiklamalan ile birlikte asagida sunulmugtur.
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1. GIRIS

Pseudomonas genusunun Migula tarafindan tammlanmasindan giiniimiize
kadar gegen yiizyildan fazla siirede bu genusa ait birgok tiir tanimlanmig ve bu genus
iiyelerinin dogada ¢ok genis bir yayihs alamna sahip olduklan ortaya
gikarilmigtir. Bu genus liyeleri filogenetik gegitliliklerine bagh olarak fenotipik
Ozelliklerinde gosterdikleri farkhhiklar nedeniyle taksonomistler igin yillardir
bakteriyel simflandirmanin Snemli bir genusu olarak galigiimaktadir.

Pseudomonas genusu tiyeleri, yillar igerisinde Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology ve Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology basta olmak Gizere
yapilan ¢aligmalara bagh olarak birgok kaynakta degisiklikler gdstermiglerdir. Aerop
Pseudomonas tiirlerinin karakterizasyonu 1926 yilinda den Dooren de Jong tarafindan
yapilan ¢ahigmalarla baslamigtir. Bu caligmalarin sonuglarnt bilyilik oranda tlirlerin
besinsel dzelliklerine bagh olarak elde edilmigtir. Den Dooren de Jong Pseudomonas
tiirlerinin ¢ok biiylik bir biyokimyasal ¢esitlilie sahip oldugunu ortaya gikarmis olsa
da bakteriyel biyokimyacilarin dikkatini bu konuya ¢ekmekte bagarih olamamugtir
(Stephenson, M. 1930). Buna bagh olarak bakteriyologlar bu genusun taksonomik
yapisimu agiklamak icin galigmalara ancak 40 yil sonra baglamuglardir. Bu galigmalarin
sonucunda Pseudomonas tiirleri gesitli organik bilesikleri karbon ya da enerji kaynafs
olarak kullanmalarina gére fenotipik karakterleri temel almnacak  sekilde
siniflandiritrmglardar.

Ginimiizde de Pseudomonas ve Pseudomonas iliskili bazi genuslar gibi
smiflandirilmasinda sorun olan bakterilerde fenotipik smiflandirma genellikle
yetersiz  sonuglar vermektedir. Fenotipik mikrobiyolojik tekniklerin bu
bakterilerin tamimlanmasinda kullamslh olmasina rafmen, g¢ogunlukla siipheli
sonuglar vermesi Ozellikle belli bir kaynaBa ait olan Pseudomonas tiirlerinin
spesifik aynminda molekiiler identifikasyon tekniklerinin Snemini artirmaktadur.

Bu nedenden dolay:, yapilmig olan bu fenotipik smiflandirma ¢aligmalaring
DNA-DNA hibridizasyon ¢aligmalar: takip etmigtir. Ancak Pseudomonas genusunun



sahip oldugu filogenetik gesitlilifin  ortaya g¢ikarnlmasi, daha Once yapilan
caligmalarla birlikte bagarih bir gekilde sonuglandinlmis olan nikleik asit
hibridizasyon caligmalarimin sonucunda olugan gruplar arasinda rRNA benzerlik
caligmalarinin yapilmas: ile sajlanmigtir (Palleroni, N.J., et al. 1973). Bu ¢aligmalar,
Pseudomonas genusuna daha Snceden yapilmig smiflandirmanin dogrulanmas: yam
sira difer genuslarla da kargilagtrma imkami saflamustir. Iste bu nedenle
Pseudomonas genusu i¢in yapilan smflandirma, tek bir genus i¢i simiflandirmasi
olmayip birgok genus igeren bir taksonomik sistem geklinde olmugtur. Bu sisteme
bagli olarak, Pseudomonas genusu rRNA homoloji gruplarma gore 5 grupta
siiflandinlmagtir. Buna gore farkli rRNA gruplarina ait tiirler genetik yap: olarakta
farkl: kabul edilmektedir.

Son yillarda, 6zellikle yeni teknik ve metotlarla yapilan sistematik galigmalar,
Pseudomonas genusuna ait baz tiirlerin yeni isimlendirilen genuslara kaymasina
sebep olmustur. Bu genuslar daha onceden Pseudomonas cinsi iginde
smiflandinlmakla birlikte giintimiizde de hala genellikle Pseudomonas iliskili
genuslar olarak isimlendirilmektedirler. Bu genuslardan, son yillarda Snem kazanmug
ve ortaya ¢ikarilmis olan Methylobacterium, Chryseomonas, Sphingomonas ve
Stenothrophomonas genuslart caligma kapsammdadir. Omegin bu genuslardan
Stenothrophomonas genusu 1993 yihnda Palleroni ve Bradbury tarafindan
Pseudomonas’lardan ayrilmig, genis yayiim alami ve imipenem ve ¢ogu P-laktam
antibiyotiklere gsterdidi coklu direngle Gnem kazanmugtir. Chryseomonas genusu da
1986 yiinda Holmes ve ark. tarafindan bulunmus ve bu sirada sadece bir tiir
(Chryseomonas polytricha) igerirken, 1987 yilinda Pseudomonas Iuteola’nin
C.luteola’nin sinonimi oldugu ortaya gikarilmstir ve o giinden beri bu sugun ismi
C.luteola olarak degigmistir. Yine Methylobacterium genusu 1985 yilinda Bousfield
ve Green tarafindan yeniden diizenlenmiy ve 1988 yilinda bu genusa {i¢ yeni tiir daha
eklenmigtir. Ayrica, 1977 yilinda Holmes ve ark. tarafindan Pseudomonas
paucimobilis olarak isimlendirilmig olan tiir acd: (Skerman, V.B.D,, et al.1980) 1990
yilinda Yabuuchi ve ark. tarafindan Sphingomonas paucimobilis olarak
degistirilmigtir (Yabuuchi, E. et al. 1990).



Giiniimiizde bu genuslara ait bakteriler sadece uzak iligkileri ile bilinmekte
ve birkag genel karakterleriyle gruplandinimaktadir.  Kesin bir
identifikasyondan yoksun olan  bu genuslara ait bakterilerin taksonomik
simflandiriimas: da soruniu olup bu galigma ile bu konuda yeni bilgiler elde
etmek amagclanmaktadir,



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Bakteriyel Smiflandurma

Biyolojik siniflandirma, organizmalarin akrabaliklarina veya benzerliklerine
gore gruplandirilmasidir. Simflancdirma, varolan ve isimlendirilmis taksonlara veya
yeni tanumlanmig organizmalara yapilir, Eger bir takson tamimlanmg, isimlendirilmig
ve smiflandirinmg ise ya yeni karakterlerinin ya da varolan karakterlerinin yeniden
yorumlanmasiyla yeniden sintflandinilabilir. Ancak organizma yeni ise, nomenklatiir
kurallarina uygun olarak isimlendirilir ve mevcut simflandirma iginde uygun yere
yerlestirilir (Staley, J.T. ve Krieg N.R.1984).

Prokaryotik organizmalar ¢ok fazla sayr ve biiylik bir ¢esitlilige sahip
organizmalardir. Bu organizmalarin benzerlikleri temel alinarak, uygun bir diizene
konulmas: veya simflandirilmas: i¢in yapilan ¢ahgmalar devam etmektedir (Staley,
J.T. ve Krieg N.R.1984). Bu amacla yapilmakta olan simflandirma, bir susun
ozelliklerinin bilinmesiyle gruba ait dier suslarm da &zelliklerinin bilinmesini
saflayan, organizmalarin benzerlikleri veya akrabaliklanm temel alarak gruplar
halinde diizenlenmesini saglar (Staley, J.T. ve Krieg N.R. 1984, Bull et al. 1992). iste
bu nedenle siflandirma mikrobiyolojinin gelismesi ve mikrobiyal ¢esitliligin ortaya
¢ikarilmas: i¢in ¢ok Snemlidir (Bull et al.1992).

2.1.1. Bakteriyel Smiflandirmada Temel Geligmeler

Prokaryotlann smmflandinlmas), diger canhi organizmalann cegitli
siiflandirmalar: arasmda en yeni ve hareketli olamidir. Cok kiiciik olmalarindan
dolay1 ¢iplak gézle goriilemeyen prokaryotlarm daha birkag yiizyil Gncesine kadar
varlifi bilinmemekteydi. Bunun yam: sira yitksek organizmalarda gelismis olan
morfolojik Ozelliklere dayah giivenilir bir smiflandirmanin  prokaryotlarda
kullamilamarnas: prokaryotlarin smiflandirmasimi giiglestirmigtit (Cowan, S.T. 1965).
Bu kiigiik organizmalarin karakterlerinin tespitindeki zorluklarla birlikte kaydadeger



fosil kayitlarmun da bulunamamas: prokaryotlarda sabit bir simflandirma sistemi
kurulmasmi  zorlagtwmistir. Fakat mikroorganizmalarin genomik ve fenotipik
zelliklerinin tespiti igin yeni tekniklerin geligtirilmesi, bu canhlarda saglam bir
taksonomik yapmm olusturulmasma katkida bulunmustur (Rossello-Mora, R. ve
Amann, R. 2001).

Bakterilerin smiflandinimas:, Antony Van Leeuwenhook’un (1632-1723)
bakterileri kesfinden sonra, Isvegli bir botanist olan Carl von Linne (Carolus
Linneaus)’nin 1764 yihinda bakterileri kendi yapti bir siuflamaya dahil etmesiyle
baglar (Logan, N.A. 1994). Ancak ilk olarak mikroorganizmalarn sistematik
diizenlenmesi 1773 yidinda Danimarkah bir doga bilimcisi olan Otto Frederich
Miuiller tarafindan ortaya konulmugtur (Staley, J.T. ve Krieg N.R. 1984; Logan, N.A.
1994). Miiller, bakterileri sekillerine gore Monas ve Vibrio olarak iki genusa
aywmugtir. Bir Alman zoolog olan C.G.Ehrenberg 1828 ile 1838 yillar1 arasinda,
siniflandirmay: biraz genigletmis i¢ine bakterilerin yan: sira protozoonlan da katmig
ve bunlarin bazi dzelliklerini tammlamistir. Ehrenberg, mikroorganizmalar 4 cinse
aymnugtir: Bacterium, Spirillum, Spirocheta, Spirodiscus. 1870 yilinda Ferdinand
Cohn bakterilerle cyanobacteria’lar arasindaki benzerlifi ortaya gikarmug ve
“schizophytae” olarak birlestirmistir (Schlegel, H.G. 1999; Schiegel, H.G. ve Kdhler,
W. 1999). Aynica bakterileri fizyolojileri, son iirfinlerine, benzer goriinfimlii olan
organizmalarin  patojenitelerine bagh olarak alti farkhh genusa ayrmustir.
Mikrobiyolojinin geliymesindeki en 8nemli asamalardan biri de izole edilen
organizmalarin saf kiltlirlerinin elde edilebilir olmasi olmustur. 1872 yilinda
Cohn’un asistam olan Joseph Schroeter kromojenik bakterilerin saf kolonilerini elde
etmis, 1878 yilinda ise Joseph Lister siit bozan organizmalarn saf kolonilerini elde
etmigtir (Logan, N.A. 1994). 1881 yilinda, Koch daha sonra yerini agarn alacap
katilagtirilnmg jelatin besiyerinde kiltivasyon tekniklerini yaymmlatms ve bu
Koch’unda dedigi gibi medikal mikrobiyolojinin altin ¢agimn baglangic1 olmustur
(Schlegel, H.G. 1999). Mikroorganizmalarmn saf kiiltiir halinde kiiltiire edilmesiyle
aragtrmacilar organizmalar hakkindaki bilgilerini daha iyi gelistirebilmiglerdir. Elde
edilen bakteriler i¢in birgok test geligtirilmis ve siniflandinimalarinda bu testler




temel alinmuigtir (Logan, N.A. 1994). Bu testler bu organizmalann fenotipik
ozelliklerinin agiklanmasini saglamgtir.

Bakterilerin biiyiik ¢ogunlugu 19.yy.’1n sonunda agiklanmms ve 20.yy.’m ilk
20 yilinda isimlendirilmigtir. K.B.Lehman ve R.Neumann 1896 yilinda birka¢ yeni
genusu (Corynebacterium, Mycobacterium, Actinomyces) “Atlas und Grundriss der
Bakterien”adl: kitapta yayimlamuglardir. W.Migula 1897 yilinda daha &nceden
agtklanan tiim bakterileri “Das System der Bakterien” adh eserinde toplamigtir
(Schlegel H.G. 1999). Bundan sonra fizyolojik karakterler bakteriyel siniflandirmada
gok etkin rol almistr. S.N.Winogradsky ve M.W.Beijerinck gibi arastirmacilar
organizmalarin tamidiklari ekolojik, fizyolojik ve biyokimyasal Ozelliklere gore
birgok sayida yeni genus ismi yayimlamiglardir (Schlegel H.G. 1999). S.Orla Jensen
“Die Hauptlinien des Naturlichen Bakteriensystems” (Dogal Bakteriyel Sistemin
Ana Hatlan) adli kitabinda (1909), bakterilerde genetik iliskilerine dayalt bir
smuflandirma sistemi kurmay: denemigtir (Schiegel, H.G. 1999; Schiegel, H.G. ve
Kahler, W. 1999). Daha sonra Pringsheim (1923), Bergey’s Manual’in kurucusu olan
Buchanan (1925), Kluyver and van Niel (1936), Prévot (1940) ve Stainer and van
Niel (1941) tarafindan morfolojik karakterlere dayali birkag smflandirma
yayimlanmigtir (Woese C.R. 1992). Bununla birlikte, Society of American
Bacteriologyst tarafindan 1923 yilinda “Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology”nin yayimlanmastyla bakteriler igin modern bir identifikasyon anahtan
yaymmlanmig oldu. Bu identifikasyon anahtarmm yer aldif: yayma kadar prokaryotik
siiflandirmada tam bir gorils birligi olugmamustir (Staley J.T. and Krieg N.R. 1984).
Ancak bu yaym prokaryotlarm simiflandirmasinda bir referans kaynak olmugtur
(Logan, N.A. 1994). Bakterilerin modern identifikasyonuna yardim etmek amaciyla
hazirlanan bu kitabin ilk baskisi ve daha sonra yaymlanan beg baskisinin
laboratuvarda  kullamm g¢ok  zordu. Organizmalar genus dizeyinde
sinflandinimamigsa ¢ok fazla yardimc: olamamaktaydi. Fosil kayitlari bakimindan
da yetersiz olan Bergey’s Manual’in daha sonraki baskilarinda bitki ve hayvanlarm
simflandinlmasinda kullandan diizenlemeler benimsenmig ve 1957 yihinda
yayinlanan 7. baskida fotoototroflar en ilkel form olarak g&zoniine alinmg,
viriislerinde dahil edildigi baskida riketsiyalara gok genig yer verilmigti. 1974 yihnda




yaymlanan 8. baskida ise daha detayli uygulamalar gdzdniine alinmg ve genuslar
bazs kullamigh familyalar iginde gruplandirilmis ve yaym 19 bdlim halinde
diizenlenmistir. Bu bolimler tespit edilmiy birkag karaktere ve kullanilan geleneksel
isimlere gOre aymlmug, atasal iligkiler gézoniine alinmamistir. 1984 yihinda
“Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” adi altinda 4 ciltlik bir yayin daha
cikmistir. 1994 wilnda yaymmlanan “Bergey’s Manual of  Determinative
Bacteriology™nin 9. baskisinda bir 6nceki basima gok benzemekle birlikte, yararh
filogenetik bilgilere uygun olarak, yiksek taksonomik gruplarda degigiklikler
yapilmustir. Yiiksek taksonomik gruplar arasinda varolan evrimsel iligkilerin ortaya
¢ikarilmasi, fenotipik ve genotipik karakterlere bagh olarak yapilan identifikasyon
galigmalan ile bakterilerin smiflandirmas: daha anlagilir hale gelmigtir (Logan, N.A.
1994). Bu yaymlar mikrobiyologlar arasinda kriterlerin birlestirilmesi i¢in bir temel
salamig ve Onceki yillarda bakteriyel smmflandirmada siklikla kargmilasilan
nomenklatfirel problemleri Gnlemigtir. BSylece mikrobiyologlar arasindaki bilimsel
farkhiliklar giderilmig (Goodfellow M. and O’Donnell A.G. 1993) ve bakteriler i¢in
glivenilir bir isimlendirme yapilmigtir. Buna en iyi ornek, ylizyilm ilk yarisinda
ortaya cikanlan ve farkh literatiirlerde farkl:t isimlerle anian Pseudomonas
stutzeri’nin Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’nin yayimlanmasmdan
sonra isminin netlegtirilmis ve bu sekliyle kullamilmaya baglantg olmasidir (Van
Niel C.B.and Allen M.B. 1952).

1950°li yillarin sonlarina dogru bilgisayarlarin geligmesine parelel olarak
numerikal taksonomi geligmigtir. Numerikal taksonominin geligimi, bakterilerin
farkls Gzelliklerinden elde edilen verilerin tablolar halinde toplanmasiu ve bu
ozelliklerin kolayca anlamilmalarimi saglamigtir. Bdylece objektif metotlar
kullanilarak yapilan taksonomik analizlerle amaglanan, bilinen tiirlerin homojen
gruplarda toplanmalann ve bu tiirlerin genus veya daha yiiksek bir gruplandirma
seviyesinde diizenlenmeleri miimkiin olmustur (Sneath, P.H.A. 1989). Numerikal
taksonominin bu gelisme agamasiyla, kemotaksonominin ortaya ¢ikigt ve bakterilerin
Ozel kimyasal yapilarmi olugturan lipit, seker, protein ve aminoasitlerin yayihmim
inceleyen modern biyokimyasal analitik tekniklerden Ozellikle kromotografik ve



elektroforetik seperasyon metotlarnin uygulanmaya basladifs aym zamanlara
rastlamaktadir (Logan, N.A. 1994).

1960’h yillarin baginda, DNA’nin Szellikleri hakkindaki bilgilerin artisi ve
molekiiler biyoloji tekniklerinin gelismesi bakterilerin smflandirmasinm en iyi
genomlann karsilagtinilmasiyla yapilabilecegi fikrini ortaya gikarmugtir, Ik olarak,
DNA’nin % G+C orami kullamlmigtir. % G+C oram belirgin bir sekilde farkli olan
bakterilerin agikca aym tiir bakteriler olmadi: goriilmekteydi. Bununla birlikte, %
G+C orami analizlerinden elde edilen deferler tek bagmna sadece ylizeysel
kargilagtirmalara imkan tantyor ve gogu kez diger metotlara ihtiyag duyuluyordu. Bu
nedenle DNA-DNA hibridizasyon teknikleri geligtirilmigtir (Brenner, D.J. et al.

1969). Bu uygulamalarin bakteriyel simflandirmada artarak kullanilmasinin yamisira -

bazi mikrobiyologlar ¢ok az bir veriyle bakterilerin sinflandirlmasiridan kaygi
duymuglardir. Eger elde edilen bu datalar son datalar olacaksa kesinlikle dogru
olmahydi (Krieg, N.R. 1988). Bu nedenle bu metotlann uygulanabilirlii benzer
DNA gruplanmin agiklanmasinda kullamlabilen fenotipik karakterlerin tespit
edilmesine ve yeni izolatlarm kolay, hizhi ve giivenilir identifikasyonunda
kullanilabilen fenotipik karakterlerin tespitine baghdir (Johnson, J.L.. 1973). Aslinda,
The Committee on Reconciliation of Approaches to Bacterial Systematics (Wayne
L.G. et al. 1987), bakteriyel tiirlerin smiflandirilmasimn fenotipik &zelliklerin
teshisiyle desteklenmesi gerektifini belirtmistir.

1970’1i yillarm sonunda ise uzak iligkili bakteriler arasindaki iligkilerin tespiti
icin olaganiistii caligmalar geligtirilmis ve DNA-DNA hibridizasyon katalogu
yapumustir (De Ley J. and De Smedt J. 1975). 1980°1i yillarm ortasinda rRNA
sekans analizleri tamamlanmigtir (Stackebrandt, E. et al. 1985). rRNA sekans
analizleri, filogenetik analizlerde molekiiler marker’larin ¢ok kullanigh olabilecegini
gostermistir (Ludwig, W. and Schieifer K.H. 1994). rRNA molekiilleri arasinda, 168
rRNA en genig ¢alisma alanma sahip olmustur. Bdylece bu molekiille ilgili birgok
kullamgh bilgi elde edilmistir (Wheelis, M.L. et al. 1992). Omegin Archaebacteria
veya Archaea’lar gibi farkli  hiicresel yapis1 olan ve prokaryotlarn
smiflandiriimasinda problem olan birgok grup hakkinda kesin bilgiler elde edilmesini



saglamigtir (Olsen, G.J. et al. 1994). rRNA sckans analizleri giinlimiizde rutin olarak
caligtlmaya baglanmigtir. Bu caligmalar yeni smflandirtloug bakteriyel tiirlerin
bircofumm tamimlanmasmda Onemli  bilgiler saglamakla Dbirlikte yeni
siniflandirmalar i¢in zorunlu olarak goriilmemektedir (Stackebrandt, E. and Goebel,
B.M. 1994). Bumunla birlikte giinimiizde bakteriyel taksonomistlerin biiyik bir
cofuntugu 16S rRNA sckans analizlerinin prokaryotlann smiflandirilmas: igin
oldukga kesin ve yeterli bilgiler sajladigni kabul etmektedirler (Fox, G.E. et al.
1992; Martinez-Murcia, A.J. et al. 1992). Aynca biiylik kabul goren diger bir nokta
ise tiir diizeyinde yani daba diigiik taksonomik gruplann uygun bir sekilde
smiflandinimasiun, fenotipik ve genomik tekniklerin birarada uygulanmas: ile
bagarilabilecegidir (Vandamme, P, et al. 1996). Bu da farkli bakteriyel gruplarin
farkli Jzelliklerinin g6zdniine alnmasiyla daha dofru bir smiflandirmay:
saglayacaktir (Goodfellow, M. et al. 1997).

2.1.2. Bakteriyel Smiflandirmada Kullanilan OzeHikler (Taksonomik
Karakterler)

Bakteriyel simflandirmada birkag derece veya taksonomik grup kullamilir.
Tim prokaryot organizmalar procaryotac aleminde yer alir. Bu taksonun altinda
sirayla daba kiiglik taksonomik dereceler g6yle siralanmaktadir. Division, Class,
Order, Familya ve Genus ve Species (Staley, J.T. ve Krieg N.R. 1984).

Bakteriyel sistematikteki temel taksonomik grup tiirlerdir. Bakteriyel tiir
kavram yiiksek organizmalarda oldugu kadar kesin degildir. Bu farkliik prokaryotik
organizmalar olan bakterilerin yiiksek organizmalardan belirgin bir sekilde farkl
olmalar1 pedeniyle ¢ok sagirtict degildir. Ornegin cinsiyet, bakterilerin gogunda
gofalmanin konjugasyonla olmasina baglh olarak net olmadi@ i¢in kullanilmaz. Yine
aym gekilde morfolojik dzellikler tek bagma ¢ogu prokaryotik organizmada gok basit
oldugu i¢in taksonomik siniflandirma agisindan pek fazla Snem tagimaz ( Staley, J.T.
ve Krieg N.R. 1984). Sonug olarak yitksek organizmalarin taksonomisinde kullanilan
morfolojik dzellikler bakteriyel taksonomide daha az 6nem tagimaktadir,
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Tir kavramu agikca daha subjektif bir karar vermeyi gerektirmekte ve bazi
bakteriyel tiirlerin diger tlrlere gore daha fazla fenotipik ve genotipik geitlilik
gosterdigi goriilmektedir. Genellikle degismeyen ve sabit sonuglar simflandirmada
daha ¢ok arzu edilir. Fakat pratik olarak smflandirma ve nomenklatiirde,
identifikasyonun planlamigi ve yapithsindaki degigikliklere bagh olarak dzellikle tiir
veya cins bazinda degigiklikler olabilir ve sonuglar kalici bir gekilde kesin degildir.
Sistematikteki sonuglar biiyiik oranda kalici olmayip, arastirmacilar tarafindan
devam eden ¢aligmalardan elde edilen ve bakteri taksonomisinde ortaya gikan yeni.
bilgiler 1g1finda muhtemelen degismektedir (Staley, J.T. ve Krieg N.R. 1984).

Giinlimiizde bakterilerin simflandirmasinda genellikle bilinen birgok sayida
teknikle ortaya gikan taksonomik gruplarm igerdigi gesitliligin incelenmesiyle elde
edilen smflandirmanin giivenilir olabilecegi hakkinda gériig birligine varnlmgtir
(Vandamme, P. et al. 1996). Bu ise elde edilen verilerin hem genomik hem de
fenotipik kaynakh genis aragtirmalara dayah olmasim zorunlu kilmaktadir. Genomik
bilgi niikleik asitlerden, dofrudan sekans analizlerinden veya dolayl olarak DNA-
DNA benzerlik parametrelerinden veya %G+C oranindan elde edilen verilerden
kazanilmaktadir. Fenotip ise genotipte butunan kodlar: da igine alarak, organizmanin
goriinen veya diger dlcilebilen fiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri olup, genetik yap:
ve gevrenin etkilegiminin bir sonucudur. Mikrobiyologlar arasinda genomik bilgi
yerine genotipik terimi daha yaygin olarak kullamilsa da, genotip genomdaki tiim
genetik bilgileri icermeyebilir. Ornegin enzimleri (fenotip) kodlayan bilgi (genotip)
niikleotit sekanslarindadir (genomik bilgi). Bu nedenle genomdan daha fazla bilgi
elde edilebileceginden genotipik yerine genomik teriminin kullamlmas: daha uygun
bulunmaktadir (Sneath, P.H.A. 1989).

Taksonomik g¢aligmalarda, hem genomik hem fenotipik bilgilerin ortaya
¢ikariimas: gerekebilecegi gibi, istenilen simflandirma igin hangi bilgilerin gerekli
oldugu sonucuna da variabilir. Prokaryotlarda yeni bir tiiriin ortaya ¢tkariimas: igin
bu bilgilerin birlikte agiklanmasi zorunludur (Wayne et al. 1987). Giiniimiizde
bilinen tiirlerin simflandirmasi, ancak genomik yap1 benzerlikleri ve g¢ok yakin
bakterilerin DNA-DNA benzerlikleri ve buna bagh olarak taksomumn teshisine
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yardimci olan ve ona Ozel fenotipik Ozelliklerin ortaya gikanlmasiyla
yapilabilmektedir. Prokaryotlann sistematigi, son yillarda kimya, molekiiler biyoloji
ve Dbilgisayar bilimlerindeki gelismelere bagli olarak ¢ok Onemli gelismeler
gostermigtir  (Goodfellow M. and O’Domnnell A.G. 1993). Prokaryotlarin
siniflandirilmast icin rutin olarak birgok metot kullamimaktadir, Simflandirmada ¢ok
yaygin ve genel olarak kullamilan teknikler fenotipik ve genomik metotlar olmak
tizere iki grupta toplanmistir.

2.1.2.1. Fenotipik Metotlar

Fenotip, bir anlamda genotipin ifadesidir. Bakterilerin simflandinimasinda
molekiiler metotlardan &nce, organizmalarin morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini ve
geligme ortamlarim temel alan fenotipik metotlar kullamilmaktaydi. Bu aragtirmalar
dogrudan saf killtiir kullanimina ve organizmalarm laboratuvar imkanlarina gore
kiiltiivasyonuna ve bu Ozelliklerin analizine baghydi. Bu nedenle siniflandirma
bilgileri ¢ok kolay olarak elde edilebilen heterotrof bakterilere yGnelmistir
(Rossello-Mora, R. ve Amann, R. 2001).

Fenotipik metotlarin uygulamas: mikroorganizmalarin  simflandirilmasinda
¢ok zaman alici c¢aligmalardir. Aynica bu caligmalarda standart metotlarin
kullanilmas: ve segilen suglarin gevresel nig ve bilinen gegitlilifi gosteren temsilciler
olmas: olduk¢a dnemlidir. Bu amagcla kiiltiir kolleksiyonu suslar1 ve en son izole
edilen suglann kullamilmasi gok Onemlidir. Bununla birlikte, prokaryotlann
simiflandirilmasinda, uygun testlerin kullanilmast ve yaygin Ozelliklerin temel
alindigi diizenli uygulamalar daha gok kabul gormektedir (Smibert, R M.ve Krieg,
N.R. 1994).

Bakterilerin fenotipik simflandirilmasi agamasinda, fenotipik karakterlerin
organizma genomundaki bilginin ¢ok az bir kismum temsil etmesi gibi bazi Snemli
problemlerle de kargilagilmistir. Bu problemler siniflandirmanin ¢ok sayida fenotipik
ve genotipik metotlara dayah bir gekilde yapilmas: ile agilmistir (Logan, N.A. 1994).



2.1.2.1.1. Klasik fenotipik metotlar

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda genellikle identifikasyon amaciyla klasik
veya geleneksel fenotipik testler kullamilir. Tiir ve alttiirlerin Gstiindeki genus ve
familya gibi taksonlarin genel olarak agiklanmasinda temel alinan metotlardir
(Vandamme, P. et al. 1996). Bakterilerin klasik fenotipik karakterleri morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini igermektedir. Bu ozelliklerin bir cogu ayn
ayrt genetik iligkilerin ortaya ¢ikanlmas1 icin yetersiz kalmakla birlikte
smiflandirmada g6z Online alinmasi gereken

(Rossello-Mora, R. ve Amann, R. 2001).

Bakterilerin morfolojik 6zellikleri:

1

1

Hiicre sekli

Endospor olugumu

Flagellasyon

Boyanma reaksiyonlan (Gram boyama gibi)
Hareketlilik v.b.

Bakterilerin fizyolojik dzellikleri:

-

-

Farkls 1silarda gelisim

Farkh pH’larda geligme

Farkli tuz konsantrasyonlarinda geligsme

Aerobik/anaerobik gelisme

Cesitli substratlarin (antimikrobiyal ajanlar vs.) varlifinda gelisme

Bakterilerin biyokimyasal 6zellikleri:

-

Karbohidratlardan asit tiretimi

Nitrat indirgemesi

Cegitli enzimlerin aktiviteleri ve varligi (Vandamme, P. et al. 1996).

faydah bilgiler vermektedirler
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2.1.2.1.2. Kemotaksonomi

Fenotipik metotlar, dogrudan DNA veya RNA ile baglantih olmayan tiim
metotlan  kapsadiklar1 igin kemotaksonomik teknikleri de igine almaktadir.
Kemotaksonomi terimi, bakterileri simflandirmak igin, hiicrelerin gesitli kimyasal
yapilan hakkinda bilgilerin elde edilmesi amaciyla kullamlan analitik metotlarin
uygulanmasi i¢in kullamilir (Vandamme, P. et al. 1996).

Kemotaksonomi modern bakteriyel sumflandirmanin gelismesinde Gnemli
kilometre taglarndan biri olarak goz onine alnmaktadir. Bununla birlikte, elde
edilen sonuglar dogrudan organizmanih genetik yapisiun bir yansunasi olmakla
birlikte fenotipi olarak da dikkate alinmaktadir. Fenotipik ve genomik bilgi elde -
edilmesinde kullamlan diger tekniklerin yam sira, bazs kemotaksonomik metotlar
baz: 6zel grup bakteriler igin difer bakterilere gore ¢ok genis bir uygulama alamna
sahiptir (Vandamme, P. et al. 1996).

Kemotaksonomi onemli oranda amino asitler, lipitler, proteinler ve sekerlerin
kendilerine has diizensiz kimyasal yapilanyla iligkili olup, identifikasyon ve
smiflandirmada kullanilan bir parametredir. Bununla birlikte 6nemli bir bagka konu
ise kiiltir ortamlarinin deBigmesine bagh olarak genetik farkhiliklarn sonucunda
kimyasal yapilarda goriilen gesitliliktir. Bu nedenle mukayeseli kemotaksonomik
caligmalarda gelisme ortamlannin standardize edilmis olmasi gerekmekiedir. Kiiltiir
ortamlarmin standardize edilmesi en fazla kimyasal verilerin nicel analizlerinin
gerektigi c¢aligmalarda Snem kazanmaktadir (Goodfellow M. and O’Donnell A.G.
1993). Prokaryotlarn simflandinlmasinda rutin olarak kullanilan tekniklerden
birkacim sayarsak;

- Hiicre c¢eper kompozisyonu : Genellikle Gram pozitif bakterilerin
simflandirilmasinda kullamhir, Peptidoglikan ve teikoik asit analizleridir
(Schieifer, K.H. and Kandler, O.,1972; Suzuki, K. et al. 1993).

- Lipitler : Yag asiti yapis: veya % oram, polar lipitler, lipopolisakkaritler,
izoprenoid quinonlar genellikle kromotografik tekniklerle analiz
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edilmekte ve simiflandirmada bagarili bir gekilde kullanilmaktadir (Suzuki,
K. et al. 1993; Kampfer, P. 1998).
- Poliaminler: Polikatyonik bilegikler prokaryot hiicrelerinde Gnemli olup

gorevleri tam olarak aydinlatilamamugtir (Buse, J. and Auling, G. 1988).

2.1.2.1.3. Diger fenotipik metotiar

Bunlanin disinda tiir igi gesitlilifin ortaya ¢ikariimas: ve suglarm birbirinden
ayrilmasi icin basariht bir sekilde kullanilan bagka metotlarda vardwr. Hilcrelerin
antijenik yapilarmda (kapsill, flagella, fimbria vb.) bulunan ¢esitlilie bagh olarak
serotiplendirme (Henriksen, S.D.,1978; Rossello, R. et al. 1992), proteinlerin
ekstraksiyonu ve poliakrilamid jelde aynistrilmasma dayal: elektroforetik protein
profilleri (PAGE), gram negatif dig membran protein profilleri, multilokus enzim
elektroforezleri (Selander et al. 1986; Vauterin, L. et al. 1991; Rossello, R. et al.
1992; Rossello, R. et al. 1994), lipopolisakkarit elektroforetik profilleri( DeWeger, L.
et al. 1987; Rossello, R. et al. 1992; Siverio, F. et al. 1993), pirolizis mass
spektrofotometre (Magee, J. 1993) gibi geligmis analitik teknikler bakteri
hiicrelerinin kimyasal yapilarni ortaya g¢ikarmaktadir (Goodfellow M. and
O’Donnell A.G. 1993). Bu metotlar prokaryot tiirlerin birbirleriyle iliskilerinin
ortaya cikarlmas: agisindan kullamighi tekniklerdir (Rossello, R. et al. 1992;
Rossello, R. et al. 1994; Vandamme, P. et al. 1998).

Mikroorganizmalar karakterizasyon, simflandirma ve identifikasyon igin gok
zengin bir bilgi kayna@: olan 2000 farkli protein yapisi tasimaktadirlar. RNA’da
bulunan kodlara gore kompleks bir yapuun lirlinii olan hiicresel proteinlerin PAGE’i,
yiiksek duyarhihikta galisilmis bir DNA fingerprint sonucu gibi gézdniine alinabilir.
Ctinkii protein elektroforezleri suglarm uygun ortamlarda, yiliksek miktarlarda
firetilmeleri sonucu standart teknikler kullamilarak yapilmaktadir. Tek boyutlu
jellerde protein bantlar: genellikle yapisal farkhiliklarna bagh olarak elektroforetik
hareketlilik gosterirler ve buna bagl olarak ayrilirlar (Pot, B. et al. 1994).
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Mikrobiyal sistematikte protein elektroforezinin Gnemi son 20 yilda daha ¢ok
artmustir (Kersters, K. and De Ley, I. 1980; Jackman, P.J.H. 1985,1987; Kersters, K.
1985; Vauterin, L. et al. 1993). Bu amagla uygulanan protein elektroforezinin
dogrulugu, %90-100 oraminda DNA benzerli§i olan suslarin protein elektroforezi
sonunda ¢ok kiigiik farkliliklar gbstermesi, %70’den az DNA homolojisi gosteren
suglann ise protein bantlarmun 6nemli benzerlikler gostermesiyle ortaya gikantougtic
(Owen, R.J. and Jackman, P.JH. 1982; Vauterin, L. et al. 1993). Ayrica hiicresel
proteinlerin  elektroforetik ayrmunin hassas bir teknik oldugu, aym tir veya
alttiirlerin  benzerlik ¢ahgmalanyla da dofrulanmustr. Bu cabgmalarda aym
taksonlardaki suglarn protein elektroforez farkhihklan genellikle gok kigiik
bulunmakla birlikte, protein profillerindeki ¢ok kiigiik farkhliklarm ise spesifik ve
Onemli etkileri oldugu goriilmiigtiir (Pot, B. et al. 1994).

Son ydlarda ise denatlive edici anyonik detetjan olarak sodyum dodesil siilfat
(SDS) igeren SDS-PAGE teknifi ¢ok yaygmn olarak kullanlmaya baslanmistir. Bu -
teknik, proteinleri molekiiler afirlhiklarina gore ayirmakta bdylece tiir diizeyinde
taksonomik iligkilerin tespiti iginde ¢ok faydalt sonuglar elde edilmektedir (Costas,
M. 1990).

2.1.2.2. Fenotipik Metotlarda Kullamlan identifikasyon Anahtarlan ve
Teghis Tablolan

Fenotipik karakterizasyomm amaglarmdan birisi organizmalarm dogru bir
sekilde identifikasyonu igin temel bir yap1 olugturmaktir. Bu yap: sirayla yaptimug
testlerin sonucunda aym gikan izolatlarin eglestigi bir identifikasyon anahtarindan
olugabilir. Bunun yam swa mikrobiyolojide teshis tablolart daha yaygin olarak
kullamlmaktadir. Bu tablolar identifikasyon anahtarlarmdan daba fazla bilgi
igermektedir ve tespit amaciyla daha kullanighdir (Triiper, H.G. and Schieifer, K.H.
1992). Bu tablolar, ¢aligilnng taksonlarm cesitli 6zelliklerinin kaydedildigi ve tiir ici
gesitliligin gosterilmesi igin gerekli dzellikleri igeren tablolardir (Sneath, P.H.A.
1977).
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2.1.2.3. Fenotipik Metotlarda Kullanilan Mikrobiyal Identifikasyon

Sistemleri

Endiistrinin &zellikle klinik mikrobiyolojiye olan en Snemli katkis: klasik
metotlart temel alarak minyatiirize identifikasyon sistemleri geligtirmesi olmugtur.
Ticari olarak elde edilebilen bu sistemler (APL, Analytab Products, Plainview, NY,
USA; Biolog, Biolog Inc., Hayward, CA, USA; Vitek, Vitek Systems, Inc.
Hazelwood, MO, USA) ¢ogunlukla klasik metotlarmn modifiye edilmis sekilleridir
(D’Amato, E.E. etal. 1991).

2.1.2.4. Genomik Metotlar

Kemotaksonomide kullamilan hiicre yapitaglarnmin aksine RNA ve
kromozomal DNA’min yapisi gelisme ortamlarina bagh olarak degisim gdstermez.
Niikleik asitlerdeki bilgilerin en dnemli kaynaf: bakteriyel genomun tamaminda
bulunan niikleotit sekanslandir. Zaten tiim siniflandirma metotlarninin ortak amaci bu
niikleotit sekanslarinin anlamlanini ortaya gikarmaktir (Logan, N.A. 1994).

Genomik metotlar kullamlarak oldukga giivenilir ve saglam bir ssmflandirma
yapilabilmektedir. Bu prokaryot genomlarmin, taginabilir elementleri sabit olarak
tagmalarimin bir sonucudur. Genomik metotlar kullamlarak hangi tiire ait oldugu
konusunda kangikliklar olan birgok sugun problemi ¢oztilmiis, DNA-DNA benzerlik
¢ahigmalan sonucu yeni tiirler ortaya ¢ikarilmig ve tiir seviyesinde birgok taksonomik
problem ¢Oziilmiigtiir (Staley, J.T. ve Krieg N.R. 1984).

Genomik bilginin eldesi igin uygulanan bu metotlar dogrudan DNA veya
RNA molekiillerine bagli olarak uygulanmaktadir. Giinfimiizde modern taksonomik
caligmalarda genomik metotlarin ¢ok etkili olmas:, sadece teknolojik geligmelerin
sonucu olmayip DNA’daki kodlarin genotipik 6zelliklerde ortaya gikmastyla olugan
etkidendir (Vandamme, P. 1996).
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Daha fazla bakteri tiiriinlin  gruplandinlabilir olmasi, stk ve radikal
degigikliklere sebebiyet vermemesi, smiflandirma sonrasinda organizmalarm daha
glivenilir tammlanabilmesi, gegitli bakteriyel gruplarin nasil evrimlestigi ve onlarin
atasal iligkileri bakkindaki bilgilerin elde edilebilir olmas: sebebiyle genetik iligkilere
dayah olarak yapilan siniflandirmarun bazi avantajlart vardir (Staley, J.T. ve Krieg
N.R. 1984). Nikleik asit ¢aligmalarmin dezavantajlan ise ¢aligilacak materyalin gok
kiigitk olusu, yofun bir hazirhik asamasi gerektirmesi ve saflagtrma iglemlerine
gerek duyulmasidir. Miktar sorununu ¢dzmek amaciyla giinfimiizde bazi cihazlar
gelistirilmis olup, PCR (Polymerase chain reaction) kullantlarak genomun istenilen
bolgeleri gogaltilabilmektedir. PCR, elde edilen DNA sekanslarmn in vitro olarak
replikasyonunu saflayarak bakteriyel siniflandirma ve identifikasyonunda dnemli bir
yere sahiptir (Logan, N.A. 1994).

Mikrobiyoloji laboratuvarlarina PCR metotlarinin girmesiyle ¢ok genis bir
uygulama alam agilmig (Vandamme, P. 1996), bu sayede diger metotlarin yam sira
farkh tiplendirme metotlann da  gelistirilmigtir (Williams, J.GK. et al. 1990).
Bakterilerin tiplendirilmesi igin birgok PCR uygulamas: olmakla birlikte bunlar
sadece tiir igi ¢egitlilifin anlagiimasi icin uygundur. Bu nedenle bu metotlar yiiksek
taksonomik {initelerin olugturulmas: i¢in uygun olmayip, prokaryotik simflandirmada
kullamimatar: oldukga simirlanmigtir.

En milkkemmel genomik bilgi hi¢ siiphesiz bakteri genomunun biitiiniinde
bulunmaktadir, Biitlin genomun sekans analizi giinfimiizde miimkiin goriinmemekle
birlikte birka¢ alternatif uygulama yapilmaktadir. Bu uygulamalar i¢inde % G+C
orami, DNA-DNA eglestirme ¢ahgmalariyla genomik yapmn benzerliklerinin
karsilagtiriimasi, restriksiyon endoniikleazlarla DNA fragmentlerinin meydana
getiritmesi (low-frequency restriction fragment analysis (LFRFA), Restriction
fragment length polymorphism (RFLP), Pulsed field gel elektroforezi (PFGE),
secilmis genlerin sekans kargilastirmasi, DNA-rfRNA  hibridizasyonu ve rRNA
sekans analizleri sayilabilir (Rossello-Mora, R. ve Amann, R. 2001 ).
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2.1.2.4.1. % G+C Oram

(G+C / A+T+G+C ) x 100 geklinde hesaplanan %G+C oram prokaryot
sistematifinde kullamlan ilk nitkleik asit teknigidir (Lee, K.Y. et al. 1956). Kullamgh
olmas: sebebiyle fenotipik olarak benzer ancak genomik olarak farkli suslarm
ayirdedilmesinde rutin olarak kullanilmigtir (Goodfellow, M. and O’Donnell, A.G.
1993).

Prokaryotlar arasinda G+C igerifi %20-80 arasinda degisim gdstermektedir
(Tamaoka, J. 1994). Yapilan deneylere gore %10°dan daha fazla farklihiklarda
organizmalarin aym cinse ait olmadifs ve tiirler arasindaki farkin genellikle %5

civarmda degisebildigi goriilmiistiir. Daha tam olarak belirlenmemis olsa da %15’in -

tizerindeki farkhiliklar cins iginde heterojenitenin giighii bir gdstergesi olarak kabul
edilmektedir (Goodfellow, M. et al. 1997). Bununla birlikte laboratuvar bulgulan bu
teoriyi her zaman desteklememektedir. Treponema gibi baz1 gruplarda diger genomik
metotlarla da dogrulanarak %G+C oram farki %20°ye yakin bulunmustur. % G+C
orammn degismesine scbep olan faktdrler giintimiizde hala anlagimig olmamakla
birlikte bu faktSrlerinde hangi oranlarda degisikliklere sebep olduklan
bilinmemektedir. Ayrnnica DNA Orneklerinin tam olarak molekiiler homojenite
gostermesinin mitmkiin olmamasindan dolay1 %G+C igerigi her zaman dnemli bir
degier olup elde edilen sonugclar farklilik gésterebilir (Logan, N.A. 1994).

Bunun yanisira elde edilen %G+C oram farkliliklan  taksonomik
gruplandirmalarin~ yapilmasinda  faydali  olup, baz kompozisyonlarinin
benzerliklerinin  gisterilmesine DNA’nin  linear yapisinda bulunan bazlarin
miktarlariin tespit edilmedigi igin gerek yoktur. Bu kriterler ancak farkhliklarin
gosterilmesinde kullamlabilir. Gorildigi gibi %G+C oram diger taksonomik
karakterler gibi kullamlamaz. Taksonlarin homojen oldugunu gdstermek igin gok
dnemli obmakla birlikte gruplarin agiklanmasinda dolayli olarak kullanilmaktadiriar
(Logan, N.A. 1994).
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2.1.2.4.2. Hibridizasyon

DNA’min  karakteristik  Ozellifi  hibridlesebilme ve  yeniden
olugturulabilmesidir. Hibridizasyon, DNA ¢ift zincirlerinin 8nce denatiire edilip
olugan tek zincir yapilarinin uygun laboratuvar ortamlarinda tekrar birlestirilmesiyle
gergeklestirilir. Bu iglem sonucunda hibrid (heterolog) formlar olugur. Genetik yapi
olarak ¢ok yakin iligkili iki organizmanm genellikle daha fazla sayida niikleotit baz
sekans: olusacad: i¢in daha yiikksek oranda hidrid formasyonu (hibridizasyon)
meydana gelir. Heterolog ¢ift zincir yapidaki yanhg eslesmelerin miktari, homolog
¢ift zincir yapisimin Tm noktastyla kargilagtinlarak tespit edilebilir. Eger bu fark cok
kiigiik ise hibritte ¢ok az yanls eglesme var demektir (Logan, N.A. 1994).
DNA’larin kangimindan ve tek DNA molekiiliinden elde edilen sonuglarin
kargtlagtirmastyla benzerligin derecesi elde edilir. Hibridizasyon iglemi sonunda iki
farkli DNA’nin kanigimiyla olusan gift zincir yapimin miktan her iki DNA arasindaki
benzerliin derecesine baghdir. Benzerliin az oldugu durumlarda ise olugan ¢ift
zincir mikiar: daha az olmaktadir (Rossello-Mora, R. ve Amann, R. 2001).

2.1.2.4.3. Tm noktas: (Melting temperature)

DNA ¢ift zincirinin %50’sinin birbirinden ayrilmasim (denaturasyon)
saglayan sicakhfa “melting temperature”(Tm noktasi) adi verilir. Tm noktas:
DNA’lar arasindaki farkhiliklarin tespiti i¢in bakteri simflandirdmasinda kullanilan
onemli parametrelerdendir (Johnson, J.L. 1989).

Heterojen yapidaki DNA’larin baz ¢ifti sayisi homojen DNA’lardan daha az
oldugu igin hidrojen bag sayisida azdir. Bu nedenle zincir daha zayif olup,
denatfirasyon igin gerekli Tm noktasina daba diisitk 1sida ulapilir. Iste DNA-DNA
farklibklarmin tespitinde homojen DNA’lanin Tm noktasi ile heterojen DNA’larin
Tm noktalar: avasindaki farkhlik buna bagh olarak kullanitmaktadir (Rossello-Mora,
R. ve Amann, R. 2001).
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ATm (Tm noktalar arasindaki fark), DNA ¢ift zi ncir yapisinin 1siya kars:
dayamklihfimin bir gostergesidir (Rossello-Mora, R. ve Amann, R. 2001). ATm
farkinm tespiti, hem hibridizasyona gerek duyulmamasi hem de verilerin
donigtirilme zorunlulugu olmamasmdan dolayr avantajhidir (Grimont, P.A.D. et al.
1980). Iyi tammlanmig prokaryotik tiirlerle yapilan birgok galigma sonucuna gore
tirlerin gruplandiriimas: i¢in g6z Gniine alinmas: gereken simrlar yaklagik olarak
%70 benzer bag oram ve 5°C veya daha diigiik ATm degerleridir (Wayne, L.G. et al.
1987).

2.1.2.4.4. rRNA analizleri

Ribozomlarm protein sentezindeki Onemli rollerinden dolayr  rRNA
genlerinin iyi derecede korundupu tespit edilmigtir ve rRNA molekiilleri cevresel
ctkilerden degigmeyerek evrimlesmeyen genel, sabit ve yiiksek derecede zor
fonksiyonlar: olan molekiillerdir (Schlegel, H.G. and Kahler, W. 1999). Genomun
yaklagik %0.3-0.4 kadar kiigiik bir kismum ifade etsede asil Snemli olmalarin:
saglayan neden, kromozomlarm en yavas evrimlegen yiiksek korunumlu kisimlari
olan sistronlan kodlamalaridir. rRNA molekiitfiniin bu 6zelligi, ¢ok degisik oran ve
sayida sekans deisikliklerine ve bu sekanslann bafimsiz olarak yer
degistirmelerinin tespitinde kullamimaktadir. Buna g6re yakin iligkili organizmalarn
sekans evrimlerinin daha uzak iligkili organizmalara gbre daha hizhi bir sekilde
oldugu goriilmily, rRNA'larda yiiksek korunumlu bir molekiller kilit gibi
kargilagtirma islemlerinde kullandmigtir (Logan, N.A. 1994). Bu nedenle ve
icerdikleri  genetik bilgilerden dolay:, prokaryotlarn filogenetik geligiminin
molekiiler temeli olarak segilmiglerdir (Schlegel, H.G. and K&hler, W. 1999).
Prokaryot hiicrelerinin rRNA’lar1  ultrasantrifiii esmasinda  olusturduklar
sedimentasyona baZh olarak 23S, 16S ve 5S olmak fizere fice ayrilmustir. Bu rRNA
gesitleri yaklagik olarak 3300, 1650 ve 120 niikleotit uzunlugundadirfar. rRNA
molekiiliiniin tamamimm sekans analizi rutin gahgmalarda uygun goriilmemektedir.
Bunun yerine sekans verileri dolayht olarak DNA-rRNA hibridizasyonuyla veya
oligontikleotit katologundan sekanslar segilerek kismen analiz edilmigtir (De Ley J.
and De Smedt J. 1975; Stackebrandt, E. et al. 1985). Giiniimiizde 16S rRNA
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uygulamalar1 mikrobiyal taksonomide ¢ok yaygin olarak kullamilan standart
tekniklerden birisidir. 16S rRNA molekiillerinin en nemli &zelliklerinden birisi de
filogenetik tahminler igin gok genel kullamlan standart parametreler olmasi ve bunun
sekans diziliginden kolayca bulunabilmesidir (Embley, T.M. and Stackebrandt, E.

1997). Bu dizilig sekansa bagl filogenetik iligkilerin tespiti igin ilk Snemli agamadir.
2.1.2.4.5. DNA-rRNA hibridizasyonu

RNA’'mn sentezi i¢in DNA’min sadece tek zinciri kullaniir ve RNA
molekiillerinin tek zincirden olugmasindan dolayr zincirler kendi aralarinda
eslesemezler. Bu nedenle rRNA’larm, DNA’mn tamamlayici zinciriyle
hibridizasyonu saglamir. Bu hibridizasyon teknii sistematikte giinlimiizde en yaygin
olarak kullamlan tekniklerdendir. Ancak RNA’nin renatiirasyonu problemli oldugu
i¢in bu yolla hibridizasyonda elde edilen sonucu hesaplamak zordur. Ayrica rRNA
fragmentlerinin alkali ile aynlmasim saflayarak dogrudan hibridizasyona ugratip
farkh genom uzunluklarinin ve operon sayilanmin toplanmas: ile {riinfin
hesaplanmasi miimkiindiir. Difer uygulamalar ise gesitli kimyasal soliisyonlar
kullamlarak yapilanlar olup, saf ¢dzgenlerin kullanimim gerekmektedir (Logan, N.A.
1994).

2.1.2.4.6. Oligoniikleotit kataloglarmm kullamilmas:

Dogrudan sekans metotlarmin gelismesinde, dncelikle tim genom yam sira
16S rRNA’nin kisa uzunluktaki sekanslarindan (oligoniikleotitler) elde edilen biiyiik
miktardaki taksonomik bilgiler etkili olmustur. 20 baz veya daha fazla baz sayisindan
olusan ve 3’ ucu guanin ile sonlanan 600 kadar oligoniikleotitin T1 niikleaz ile
muamelesidir. Bunlann 5’ucu in vitro sartlarda P ile etiketlenmekte ve elektroforez
ve ince tabaka kromotografisi (TLC) ile aynstinlmaktadir. Oligoniikieotitlerin
uzunltuklann ve yapilan iki boyutlu ince tabaka kromotografiden alinarak alkali ile
eritilip ince tabakada ylritiilmeleri sonucundaki pozisyonlarina gdre tespit
edilmektedir. Sekanslar her sug igin tablolar halinde toplanmig ve bir katolog
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olugturulmustur. Bu metot gerekli laboratuar cihazlari olmasina ragmen 4-5 hafta
gibi uzun bir siire alan ve pahali maliyeti olan bir metottur (Logan, N.A. 1994).

2.1.2.4.7. Restriction endoniikleaz analizleri

Restriction fragment lenght polymorphism analysis (RFLPA) veya genetik
fingerprinting olarak adlandirilan bu teknik gok az miktarda DNA gerektiren basit ve
¢abuk sonug veren bir metottur. Filogenetik c¢ahismalardan epidemiyolojik
¢alismalara kadar genig bir alandaki taksonomik ¢aligmalar i¢in 6nemli bir metottur,
DNA ¢esitli restriksiyon endoniikleazlarla  farkli spesifik bolgeler igeren
fragmentlere pargalanir. Bu fragmentlerin sayist ve yeri her genom igin farkh olup,
bu farkh biiyiikliikteki fragment gruplarinin eglesmeleri de her biri igin farkh
olmaktadir. Bu, 50 veya daha fazla sayida fragmentlerle siniflandirma organizmalara
bagli olarak spesifik restriksiyon endoniikleazlarla yapilir. Farkli endoniikleazlar,
taksonomik olarak degisiklilik gosterebilecek gruplarla farkh eglegmeler ortaya
gikarirlar (Logan, N.A. 1994).

16S rRNA filogenetik ¢aligmalarinda da PCR ile amplifikasyon sonrasmda
fingerprinting kullanilabilir. Primer hedef bdlgenin segimi zor olmayip, rRNA’larin
kullantlabilir  bélgeleri ve korunmalarn hakkinda ¢ok faydali bilgiler
saglanabilmektedir (Logan, N.A. 1994).

2.2. Psendomonas Genusu ve Ozellikleri
2.2.1. Pseudomonaslarm Suflandwrilmasinin Tarihi Geligimi

Tip tiwii Pseudomonas aeruginosa (Schroeter 1872) Migula 1900°dwr
(Palleroni, N.J. 1984). Pseudomonas genusu itk olarak Migula tarafindan 1894
yilinda basit bir gekilde agiklanmus ve birgok takson bu genus iginde toplanmgtir.
Pseudomonas tiirleri “Index Bergeyana”( Buchanan, R.E., et al. 1966)’da, bu
indeksin ekinde (Gibbons, N.E,, et al. 1981) ve daha sonra yayimlanan uluslararast
bilimsel dergilerde 800°den fazla sayida isimle listelenmigir.
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Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Krieg, N.R. et al. 1984) nin ilk
baskisi ve bunu takiben yayimlanan  Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’de bu genus igerdigi fenotipik gegitlilige bagh olarak detayli bir gekilde
agiklanmugtir. Son 25 yi1lda uygulanan DNA-rRNA hibridizasyon (De Ley J. and De
Smedt J. 1975; Johnson, J.L. 1985), 16S rRNA oligoniikleotit katalog (Fowler, V.J.,
et al. 1985), 58 (De Wachter, R., et al. 1985; Lane, D.A,, et al. 1985), 16S veya 23S
rRNA kargilagtirmal: sekans analizleri (Embley, T.M. et al. 1988; Edwards, U. et al.
1989) gibi rRNA’ya dayali genotipik tekniklerin geligimi ile daha dnceden bilinen
bakteriyel iligkilerde degigiklikler olmugtur. Bu yeni tekniklerin uygulanmasmin en
onemli sonuclarindan biriside, Pseudomonas genusunun yeniden smiflandirmasi
olmugtur. Bu galigmalara dayali olarak Pseudomonas genusunun (Palleroni, N.J. ~
1984) en az 4 bitytik genotipik grup igerdigi gosterilmistir (Palleroni N.J. et al. 1973;
De Vos, P. and De Ley, J. 1983; Woese,C.R. et al. 1984). Bununla birlikte bu
gruplarinda kendi iglerinde fenotipik cesitlilik gdstermelerinden dolayr tam bir
ayrina gidilememigtir. Aynica fenotipik ozelliklere bagli olarak cins diizeyinde
meydana gelen kanigiklik tiir diizeyinde identifikasyonuda oldukga zorlagtirnustir. Bu
yapinin anlagilabilir hale gelmesi icin genus ilk olarak daha kiiglik gruplara aynimig
ve kesin Gzelliklerine gore tekrar diizenlenmigtir. Pseudomonaslarin giinimiizdeki
taksonomik yapiya gére gruplandirths:, Tablo 1°de verilmistir.

Palleroni tarafindan 1984 yilmda yapilan en son simflandimada, bilinmeyen
Pseudomonas suglant ayr1 bir genotipik gruba dahil edilerek identifikasyon
kolaylagtirnlmig, boylece difier gruplardaki tiir sayis: Snemli oranda diigtiriilmiigtiir.
Gimiimitzde genotipik karakterizasyonla ¢ok sayida sus smiflandimlous olsa da
poliaminler (Busse, J. and Auling, G. 1988), yag asitleri ve quinonlar (Oyaizu, H.
and Komagata, K. 1983) gibi ¢ok faydali indikatdrler olabilecek kemotaksonomik
materyallerin gahgsiimasiyla daha fazla sus simflandimnlacaktir. Tiir diizeyinde kesin
identifikasyon igin genellikle bulunan fenotipik dzelliklerin protein jel elektroforezi,
DNA-DNA hibridizasyonu veya RFLP analizleri gibi yiiksek oranda dogru sonug
veren tekniklerle birlikte yapilmasida tercih edilir. Bu iglem tiir diizeyinde bir
identifikasyon i¢in zorunluluk olmamasma karsm, DNA-fRNA hibridizasyon
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galismalariyla gruplara ayrilmig olan Pseudomonas genusunun genotipik gruplarina
ilave bilgiler saglayacaktir (Willems, A. et al. 1992).

Tablo 1. Pseudomonaslarn giinlimiizdeki taksonomik yapiya gore gruplandiriligt
(Collier, L. et al. 1998).

Pseudomonas genusu

(:RNA homoloji grup 1)

Fluorescens tiirler: P aeruginosa, P.putida, P fluorescens, P. chioraphis,
P.cichorii, P.syringae, P.viridiflava, P flavescens

Non-fluorescens tiirler: P.alcaligenes, P.pseudoalcaligenes, P.stutzeri,

P.mendocina

Diger genuslar

IRNA grup II: Burkholderia

tRNA grup I1I: Comomonas, Hydrogenophaga, Acidovorax

rRNA grup IV: Brevundimonas

rRNA grup V: Stenotrophomonas, Xanthomonas

Sphingomonas (Higbir rRNA grubuna dahil edilemenmistir.)

2.2.2. Habitatlan

Pseudomonaslar toprak, ¢lirlimekte olan organik maddeler vejetasyon ve
suda daimi olarak bulunan organizmalardir. Bu ortamlar diginda sulak alanlarda
yetigtirilen zirai Griinlerde, lafim ¢ukurlarinda, tuvaletlerde, hastane ortami ve
hastanelerde kullamlan temizlik maddelerinde, solunum ve dializ cihazlarmda
ve hatta dezenfeksiyon solisyonlarinda bile bulunurlar (Brooks, G.F. et al. 1994).

Cok sayida dogal materyal pseudomonaslarin izolasyonu igin iyi bir kaynak
olugturmaktadir. Birgok ortamda pseudomonaslar toplam mikrobiyal floranin kiictik
bir kismum olugturuyor gibi gdriinsede smrh ortamlarda (pH notre yakin, organik
materyal igeren, mezofilik 1s1 simrlarmda ve ¢8ziinmiis oksijence zengin) kompleks
geligim istekleri olmadi1 igin huzh bir geligim gosterirler (Favero, M.S. et al. 197 1).
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1962 yilinda Leifson nehir suyundan P.spinosa , distile sudan da P.huttiensis
ve P.lanceolata tirlerini izole etmistir (Leifson, E. 1962). Daha sonra 1972 yilinda
Baumann ve ark. yasamalarn igin sodyuma (Na) ihtiyag duyan P.marina, P. nautica
ve P.doudoroffii tiirlerini deniz sularindan izole etmiglerdir (Baumann, L. et al.
1972).

Saprofitik fluoresans pseudomonaslar bolca bulunduklan bitki rizosferleri
diginda topraktada ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir. Bu pseudomonaslar bitkinin
gelisimine de faydal: etkiler yapmaktadiriar. Bugday rizosferindeki baskm fluoresans
pseudomonas tiirli P fluorescens biovar G’dir (Sands, D.C. and Rovira, A.D. 1971).
P.rhodos tiiriniin izolasyon kaynagi kizilagag rizosferidir (Heumann, W. 1962).
Leylak yapraklarmdan birgok pseudomonas tiirii izole edilmis olup en sik izole
edilen tiir P fluorescens ve daha az sikhkta P.maltophilia (S.maltophilia) ve
P .cepacia tiiriidiir. Aynica bu yapraklardan daha sonra yeni bir tiir olarak tespit
edilecek olan pembe renkli koloniler iireten P.mesophilica (Methylobacterium
mesophilum) izole edilmigtir (Austin, B. and Goodfellow, M. 1979).

Bitki patojeni olan Pseudomonas tiirleri dogal zenginlestirme ortamlan olan
bitki lezyonlarindan izole edilmislerdir. Ctinkii bu ortarnlar onlarm ekolojik niglerini
olugturmakla birlikte spesifik c¢ahigmalarda ¢ok degisik materyallere ihtiyag
duymaktadirlar (Palleroni, N.J. and Dodoroff, M. 1972)

Pseudomonaslarin  ¢evrede genis bir yayillm gostermeleri ¢ok basit
gelisim ihtiyaglarma sahip olmalarindandir. Minimal besin ihtiyaglarmi 4-42°C
gibi genis bir sicakbik arabfmnda tolere edebilirler ve birgok antibiyotige ve
dezenfektanlara karyn direnglidirler. Pseudomonaslar  epidemiyolojik olarak
kontamine alanlarda goriilmedikce enfeksiyonlar igin sadece bir kaynak iken
kontamine alanlarda patojen &zellik kazanabilmektedir. Bu nedenle klinik
kaynakli ve firsatg1 olan bu mikroorganizmalanin siki bir gckilde kontrolil
gerekmektedir (Brooks, G.F. et al. 1998).
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Pseudomonaslar klinik laboratuvarlarda ve tibbi uygulamalarda kullamlan
gok farkli materyallerden izole edilmiglerdir. Bu materyaller arasinda su, hatta distile
su (Favero, M.S., et al. 1971, Carson, L.A., et al. 1973, Roberts, L.A., et al 1990), tuz
solusyonu (Phillips, I et al. 1971), boya solusyonu (Walsh, D.M.and Eberiel, D.T.
1986), antiseptik solusyonlar (Mitchell, R.D. and Hayward, A.C. 1966), ilaglar,
kozmetik driinler, bitki materyal preparasyonlari, medikal arag ve gereglerde
sayilabilir. Ayrica Pseudomonaslar insan veya hayvan viicudunun gesitli bélgelerinde
tiire bagh olarak yayihy gsterirler. Genellikle hayvanlar pseudomonaslar igin iyi bir
kaynak olmamakla birlikte P.mallei digindaki tirleri firsatg1 patojen olabilirler.
Goriildiighi gibi Pseudomonaslaria kontaminasyonu Snlemek pratik olarak imkansiz
olup, immun sistem enfeksiyonlarinda (yaniklarda ve dogum servislerinde, AIDS ve
kanser gibi) kaygt verici bir hal almaktadir (Collier, L. et al. 1998).

2.2.3. Morfoloji ve Hiicre Yapis:

0.5-1.0 ym c¢apinda, 1.5-5.0 pm uvzunlufunda diiz veya hafif egimli
basillerdir. Pseudomonas suglannin hiicreleri nadiren biiyiiklik ve sekil olarak
normalden ¢ok farkli olabilir. Baz tiirlerin hiicreleri oval gekilli olabilirken baz1 bitki
patojenlerinin hiicreleride 4 pm’den uzundurlar. Baz tiirlerin mezozom (Carric, L.
and Berk, R.S. 1971; Hoffman, H.P. et al. 1973) gibi membran yapilan elektron
mikroskobuyla ayrilabilir (Palleroni, N.J. 1984).

Cogu tiirll nitrojence fakir ortamlarda geligtirildiklerinde biiylik miktarda
poly-B-hydroxybutyrate (PHB) graniilleri {lretitken baz1 tirlerde (P
Dpseudoalcaligenes gibi) bu miktar oldukga diigiik olup tespit etmek igin spesifik
enzimlerle ekstraksiyon ve hidroliz gerekebilir. Diger bazz poly-g-hydroxyalkanoate
(PHAYlar fluorescens pseudomonaslar tarafindan sentezlenmektedir (Huijberts,
G.N.M. et al. 1992; Hori, K. et al. 1994).

Hareketli olmasi genusun karakteristik 6zelligidir ve bu her hiicrede bulunan
bir veya birden fazla polar flagellaya baghdir. Hareketliligini aerobik
metabolizmadan elde ettifi enerjiyi doniigtiirmesinden saglar (Sherris, J.C. et al.
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1957). Nadiren hareketsiz olanlarda goriiliir. Pscudomonas hiicreleri tipik olarak
polar (kutupsal) flagella tagimakla birlikte baz: tiirleri subpolar flagellali olabilirler.
Subpolar flagellal: olan tiirleri peritrik flagellali diger genuslardan ayirmak oldukga
zordur. Buna ilaveten kisa boylu lateral flagella {ireten bazi tiirler (P.stutzeri,
P.mendocina) olup bu tiirleri ayirmak daha kolaydir (Collier, L., et al. 1998).

Birgok tlirde fimbria veya piluslar bulunur. Bunlar hareketli veya hareketsiz
olarak yiizeyde toplamp aynca bakteriofaj parcalaruun yakalanarak tutulmasmm
saglarlar. Ayrica bunlar kati besiyeri yiizeyinde hareketlilife sebep olabilirler.
P.aeruginosa’daki piluslarm organizmanin DNA’sinda bulunan diigiik G+C oran ile
baglantihi olabilecegi ayrica Neisseria ve Moraxella gibi uzak iliskili organizmalarin
piluslariyla sekans homolojisi gdsterdigi ve tirler arast genlerin karsiastinidiginda
farklihiklar g6sterdigi bulunmugtur. Bu nedenlerden dolayr pilus markerlarmin
giiniimiizde taksonomik bir 5zellik kullanimi sinirhdr (Collier, L., et al. 1998).

2.2.4. Pigmentasyon

Pigmentasyon, bakteriler tarafindan renkli koloni firetimi veya besiyeri
ylizeyine pigment salgilanmas: olup bakteri tiirlerinin tespitinde kullanilan Snemli bir
Szelliktir. Bakteriyel pigmentler sekonder metabolitlerden olup, optimum sartlart cok
degigken olmakla birlikte, geligme 1s1s1, ortam: ve besiyeri igeriklerine bagli olarak
farkli renklerde olusturuturlar (Collier, L., et al. 1998). Bakteriyolojide
kemotaksonomik uygulamalardan biri de pigment spektrumlarmdan yararlanarak
bakteriler aras: iligkiyi ortaya koymaktir. Sekonder metabolitlerden olan bakteriyel
pigmentlerin yapis1 da genetik faktdrlerle kontrol edilmektedir. Cesitli ¢cozgenler
yardimiyla elde edilen pigmentlerin spektrumlarindaki maksimal absorbsiyon
piklerinin sayisi ve pozisyonu her bir pigment icin karakteristiktir (Karrer, P. and
Jucker, E. 1950). Pseudomonas genusunun daha Onceki g¢ahgmalannda,
pigmentasyon genetik bir karakter olarak goriilmekle birlikte giinlimiizde bu genusun
pigmentsiz tiirflerde icerdidi ortaya gikanlmigtir. Koloniler ve dier hiicre yapilan
normal renkleri yam sira bazi durumlarda igeriklerine bagh olarak farkh renklerde
gorimebilirler. Omegin pigmentsiz tiirlerde gruplandirlmig olan P.stutzeri nin baz



28

suslar1 yitksek konsantrasyonda sitokrom ¢ igermeleri sonucu kirmizims: kahverengi
koloniler halinde gériilebilirler (Palleroni, N.J. 1984).

2.2.4.1. Fluoresans veren pigmentler

Fluoresans pigmentler P.aeruginosa, P putida, P fluorescens, P.
chlororaphis, P.syringae, P.cichorii, P flavescens gibi floresans pigment olugturan
pseudomonaslarin diigitk demir igerikli besiyerlerinde bol miktarda irettikleri,
karakteristik Szelliklerini veren pigmentlerdir. Bu pigmenler sideroforlar olup
glinimiize kadar kimyasal yapilan hakkinda pek fazla bilgi elde edilememistir
(Wendenbaum, S., et al. 1983; Demange, P. et al. 1986; Meyer, J.M. et al 1990).

Bu pigmentlerin fretimini artiran besiyeri King, Ward ve Raney (1954)
tarafindan agiklanmug ve “King B” olarak isimlendirilmigtir. Fluorescens pigmentler
bu besiyerine serbest olarak yayilmakta ve spektrofotometrik Slglimlerde 270 ve 400
nm’de absorbans vermektedirler (Collier, L., et al. 1998).

2.2.4.2. Fenazin pigmentler

Pseudomonaslarin suda c¢oziilebilir pigmentleri arasinda en ¢ok bilinen
fenazin pigmentleri pyoverdin ve pyocyanin’dir (King, E.O., et al. 1954). Bu
pigmentler uzun yillar bakteriyologlarin ¢aligma konusu olmustur. Pyocyaninin
yapist tam olarak agiga ¢ikarniloug ancak pyoverdinin yapis: kismen agiklanabilmisgtir.
Pyoverdinler degigken bir yapida olup, diisiik molekiiler agirhikh {iriinlere ayngabilen
cesitli bilegiklerden olustukiar1 yapilan ¢aligmalarla agiklanmuigtir. Temel yapilan
tirlere bagh olarak degismekle birlikte siklik peptit yapisina baghi quinolin
kromofordur. P.aeruginosa’min pyocyanini, fenazin pigmentleri arasinda en iyi
bilinen pigment grubudur. Pyocyanin mavi renkli olup fluorescens pigmentler gibi
besiyerine yayilma gdsterir (Palleroni, N.J. 1984).

Diger fenazin pigmentleri, P.chlororaphis ic¢in karakteristik daha az
eriyebilir 6zellikte ve koloniler etrafinda kristalize olan yesil bir pigment
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“chlororaphin” ve yine aym tiir tarafindan fretilen turuncu renkli “fenazin-a-
karboksilat™ir. P. aeruginosa’mm bazi suglarmin da bu grup pigmentleri {irettigi
agtklanmustir (Palleroni, N.J. and Doudoroff, M. 1972).

2.2.4.3, Lemonnierin

Lemonnierin, P fluorescens biovar IV suslarindan P.lemonnieri sugu igin
karakterize olan hiicre igi ve ¢bziinmeyen bir pigment olup, yapis: Ferguson et al.
1980 ve Jain ve Whalley 1980 tarafindan ortaya ¢ikarilan 3,3-bipiridil tirevidir
(Ferguson, G. et al. 1980; Jain, K.C. and Whalley, W.B. 1980).

2.2.4.4. Karotencidler

Karotenoidler, genellikle sari veya turuncu renkli, suda ¢bziinmeyen ve
hiicresel yapilariyla baglantili olarak pigment fireten P.alcaligenes, P.mendocina,
P.vesicularis, P flava, P.pseudoflava, P.palleronii, P.rhodos, P.echinoides, P.radiora
gibi birgok tiir tarafindan firetilen pigmentlerdir. Ayrica Sphingomonas paucimobilis
titrli tarafindan nostoksantin olarak isimlendirilen karotenoidler iiretilmektedir
(Fuller, A.T., et al. 1971) Ayrnica bu pigmentlerin kimyasal yapilarimn tam olarak
agiklanamadifn igcin bazi pigmentler yanlighkla karotenoid pigment olarak
isimlendirtlmektedir (Collier, L., et al. 1998).

2.2.4.5. Diger pigmentler

Bu pigmentler P.aeruginosa’nm baz suglar tarafindan tiretilen ve daha dnce
agiklanan pigmentleri digindaki pigmentlerdir. Ornegin bunlarm iginde bulunan
pyorubin, acruginosin A (Holliman 1957) ve acruginosin B (Herbert ve Holliman
1964) pigmentlerinin karnigtmdir. Bu tilriin baz: suglan siyah renkte pyomelanin
tiretirler (Yabuuchi, E. and Ohyama, A. 1972). En son olarak Xanthomonas
(Hildebrand et al,1994) tiirlerinin karakteristik pigmenti olan xanthomonadin’den
farkli olarak P flavescens tarafindan sari bir pigment firetildigi bulunmus fakat
kimyasal karakterizasyonu heniiz yapilmamstir (Collier, L., et al. 1998).
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2.2.5. Geliyme Ortamlar: ve Fizyolojik Ozellikleri

Cogu Pseudomonas tiirii amonyum iyonlan veya nitrat ile enerji veya karbon
kaynag olarak tek bir organik bilesen igeren gok basit mineral besiyerlerinde gelisir
(Palleroni, N.J. 1984). Buyyon kiiltiirlinde yiizeyde =zar olusturarak, bol ve
homojen bir {freme gosterirler. Vibrio tiirlerinin de dretildigi alkali
besiyerlerinde ya da enterik bakterilerin izolasyonunda kullamlan S8, XLD
(Xylose Lysine Deoxycholate  agar), hektoen agar, brilliant green agar
besiyerlerinde firerler ancak izolasyon oramt kanh jeloza gbre daha azdir. Jeloz
besiyerinde genig, yaygin ve kenarlant diizensiz koloniler olugturur. Viriilans
faktorii hemolizinleri olan P.aeruginosa kokenleri kanl besiyerlerinde hemoliz
olugturur. Glikoz ve bazi karbohidratlar: oksidasyon yolu ile pargalayip asit
olusturutlar. Laktoz ve sukroza etki etmezler. Indol ve H,S yapmazlar. Metil
kirmizis1 ve Voges proskauer testleri olumsuzdur. Kemoorganotrofik tiirleri,
fakiiltatif kemolitrof olup enerji kaynafi olarak hidrojen ve karbonmonoksiti
kullanabilirler. Aerobik olup baz titrleri nitrati kullanarak anaerobik olarak
geligebilir. Ureyi amonyak haline ya da amonyag {reye cevirebilirler ve bunlan
azot kaynadi olarak kullanabilirler (Vasil ML, 1981; Palleroni, N.J. 1984). Hepsi
olmamakla birlikte ¢cogu asidik ortamlarda gelisemezler. Oksidaz positif veya negatif
olabilirler. Katalaz pozitiftirler (Palleroni, N.J. 1984). Lizin ve ornitini
dekarboksile etmezler (Toreci, K. 1981). Stenothrophomonas maltophilia metionin
ve sistin, Brevundimonas diminuta ve B.vesicularis ise pantotenat, biotin ve
siyanokobalamine geligim i¢in ihtiyag duymaktadir (Collier, L., et al. 1998).
Pseudomonas tirlerinin tek karbon bilegikleri igeren basit besiyerlerinde geligebilme
yetenekleri ¢ok yaygmn bir besinsel karakterizasyon yaptlmast igin temel
olugturmaktadir. Bu organik bilegiklerin say1 ve tiplerinin degistirilmesi ile gelismeyi
saglayan bilegikler tespit edilerek, sabit kimyasal igerikli besiyerlerine bunlarmn
ilavesi ile verilen tiirlerin tanimlanmasina énemli katkilar saglanmustir (Palleroni, N.J.
1984).
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Suglarin birgogu icin en iyi gelisme sicaklhifi 28°C’dir. Ancak P.aeruginosa
gibi mesofilik sicaklik aralifmm {ist simrina yakin (44°C ) gelisim gsterebilirler. Bu
tiirlerin suglari, genetik manipulasyonlariyla elde ettikleri fenomenleriyle bu yiiksek
sicaklik derecelerinde kolayca geligebilmektedirler. Bu nedenle bu cinsin {yeleri
termofilik olarak degerlendiritmemelidir (Palleroni, N.J. 1984).

Toprakta, daha Onemlisi bazz hastane ortamlarmda canhliim
koruyabilmesi nitratlarn kullanabilmesi ile agiklanir. Arginin’i anaerob olarak
ornitine ¢evirmesi ve bu yol ile enerji Gretmesi olusturdugu mfeksxyonlann
baslangic asamasmda ona avantaj saglar (Vasil, M.L. 1981).

Pseudomonaslarin baz: tiirleri gelisim i¢in tercih ettikleri karbonhidratlarla
adlandirdimuglardsr (P.saccharophila gibi) fakat bu bilesikler genellikle ¢ogu tiir igin
en iyi karbon ve enerji kayna@ degildirler. Cok sayida aromatik Dbilegik
Psendomonas tiirlerinin gelisimi i¢in kullanilabilir. Bu bilesiklerin birgogu (benzoat,
p-hidrobenzoat, mandelat, triptofan, salisilat gibi) RNA grupl tarafindan metabolize
edilebilir. Birgok aminoasit Pseudomonas tiirlerinin birgogu tarafindan karbon,
nitrojen ve enerji kaynagi olarak kullamlabilir. Tek istisna ise sadece P.aeruginosa
tarafindan azot kaynafn olarak kullamlabilen methionin’dir. P.aeruginosa,
P fluorescens, P.putida ve P.acidovorans’da temel olarak permeazlar identifiye
edilmigtir. P.acidovorans’ta L-triptofanin yiiksek spesifite gistermesi gibi baz
permeazlar  yiiksek  spesifite  gOsterirken bazn  tiirlerde  bunun  tersi
gergeklesebilmektedir (Palleroni, N.J. 1984).

2.2.6. Genetik Yapsi

P.aeruginosa genetik agidan en iyi bilinen aerop pseudomonas tiiriidiir. Bu
tiirlin genetik haritas: ortaya gikanlmigtir (Holloway, B.W. and Carey, E. 1993).
P.aeruginosa’da genetik markerlar konjugasyon, transdiiksiyon ve transformasyon
yoluyla taginabilmektedirler. Konjugasyon kromozomal haritalarin ortaya ¢ikarilmas:
icin en etkili ydntem olmakla birlikte P.aeruginosa’da uygulanan islem akigi
Escherichia coli’ninkinden farkhidir, Pseudomonaslarda yiiksek siklikta
rekombinasyon (Hir) tipi suglar cok nadir olup, konjugasyon mekanizmasmin biiyiik
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bir kismu bilinmemektedir. Buna rafmen konjugasyon uygulamalari uzun yillar
plazmid DNA ¢alismalarinda gitvenilir bir gekilde kullamlmigtir. Dahba sonralan ise
plazmidlerin 1stya duyarh mutantlar1 ve transpozonlar kullanilmaya baglanmugtir.
Transpozonlar plazmidlerle kromozoma yerlegtirilmig ve bu teknik uygulanmaya
baglannustir. Bu transpozonlarmn eklenen plazmidlerle homoloji  bolgeleri
olugturmalan sonucu genomun istenilen bolgeleri tespit edilebilmigtir. Fakat tiim
tirler igin transpozonlar kullandlamamis, Pputida igin farkli bir sistem
geligtirilmigtir. Aynica bu sistem bu tiirlin sadece bir sugunda kullamlabilmis, diger
suslaninda kullamlamamugtir. P putida’nm kromozomal haritast 1990 yilinda Strom
ve Morgan tarafindan ortaya ¢ikarilmistir. P.geruginosa ve P.putida nin kromozomal
yaplan kargilastinldifinda muhtemelen ortak bir atadan farkhlandiklar
sOylenebilmektedir (Holloway, B.W., et al. 1990). Carlson ve arkadaglan ise
yaptiklar1 caliymada P.stutzeri’min hiicresel indiiksiyona gerek duymadan dogal
transformasyon sistemini agiklanuglardir (Carlson, C.A., et al. 1983; Carlson, C.A.,
et al. 1984). Pseudomonaslarin diger non-fluorescens tiirlerinde de (fRNA grup 1)
dogal transformasyon meydana geldigi goriilmiigtiir.

Genom boyutu baz1 aerob pseudomonaslar icin hesaplanmgtir. P.aeruginosa
icin farkli degerler rapor edilmigse de PAQ igin yaklagik olarak 5.9 megabaz ¢ifti
oldugu rapor edilmigtir (Rdmling,U. and Tilmmler, B. 1992). Bu deger 3.65 X 10°
kDa’a karsihk gelmektedir. P fluorescens igin bu deger 3.5 X 10° ile 4.8 X 10°
arasinda degismekle birlikte, P.stutzeri igin bu deger 42 X 10° olarak tahmin
edilmektedir (Collier, L., ¢t al. 1998).

DNA’larindaki % G+C oramt 58-70 arasindadir. Genellikle diigik erime
noktasma sahip agaroz bloklarindaki hiicrelerden litik enzimlerle ekstrakte edilen
kromozomal DNA endoniikleazlarla eritilerck ¢ahisitmistir. Grothues ve Timmler
tarafindan 1991 yilinda gelistirilen bu metotta 235 sus ¢aligibms ve 32 Pseudomonas
tiiril tespit edilmis ve bu tiirlerde A-T zengin bdlgelere veya nadiren tetraniikleotit
CTAG igeren bolgelere spesifik Asnl, Dral, Spel, Xbal ve Pacl enzimleri tespit
edilmigtir (Collier, L., et al. 1998).
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2.2.7. Plazmidler

Pseudomonaslar, antibiyotiklere, metaller ve inorganik anyonlar gibi basit
diger antibakteriyel ajanlara, bakteriofajlara, bakteriosinlere veya fiziksel ajanlara
direnglilifi veya 6zel metabolik Ozellikleriyle verimlilii kodlayan plazmidlerce
taginan genler bakimindan oldukca zengindirler. Bu verimliligi etkileyen plazmidler,
aromatik bilegikleri veya onlarin halojen tiirevlerini indirgeyen enzimleri kodlayan
genleri tasiyan plazmidlerdir (Collier, L., et al. 1998). Bazilan geligme sartlannda rol
alirken, bazilan gesitli ajanlara (R plazmidleri) direnglilie, bazilann daha Snce
kullanilmanug karbon kaynaklarim kullanabilme kapasitesine etki ederler. Boylece
genus {yelerinin birgoguna ¢ok y&nlii olarak fayda saglamis olurlar. Pseudomonas
genusuna ait birgok plazmid son yillarda agiklanmustir. Bunlarin arasinda en iyi
bilineni bazi Pputida suslarmda bulunan TOL adindaki katabolik plazmid olup
toluen, ksilen ve benzer aromatik bilesiklerde gelisme yetenegini kodlamaktadir
(Assinder, S.J. and Williams, P.A. 1990). Aynca P.qeruginosa plazmidlerinin
yaklagik yarisi civa iyonlanina karsi direnclilii kodlamaktadirlar (Jacoby, G.A. and
Shapiro, J.A. 1977). Pseudomonas plazmidlerinin krom, bor ve tellurium’a
direcliligi kodladipz da tespit edilmigtir (Krieg, N.R. 1988).

Toksik bilegikler siklikla konak hiicre tarafindan assimile edilirler fakat
plazmidler bu assimilasyonu organik bilegikleri malonat gibi daha basit yapilara
pargalayarak daha da kolaylagtirirlar (Kim, Y.S. and Kim, E.J. 1994). Buradan da
agikca anlasilabilecegi gibi katabolik plazmidler aerop pseudomonaslarin besinsel
gesitliliklerine katkida bulunmaktadular. Enterik bakterilerin plazmidlerinde oldugu
gibi, Pseudomonaslarinda plazmidleri tam uygun olmayan gruplar balinde
smiflandinilabilir. 13 gruba ayrilmig olmalari yamisira higbir gruba dahil edilemeyen
bazi plazmidler vardir. Katabolik plazmidlerin cevresel Snemi Sayler ve ark.
tarafindan 1990 yilinda agiklanmigtir. Bu ¢aligmanin sonucu bu plazmidleri tasiyan
suglarin hepsinin yaklagik 3 grup olusturdugu bulunmugtur. Maalesef galisilan gogu
Pseudomonas sp. susutun tam bir identifikasyonu yapiamams ve bunu takip eden
taksonomik analizleri gerektirdigi bildirilmigtir (Palleroni, N.J. 1993a).
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2.2.8. Antimikrobiyal Ajanlara Direnclilik

Pscudomonas tiirlerinin gofu antimikrobiyal ajanlara direnclidirler.
Antibiyotik ve ilag duyarlihigt caligmalari, yeni tiirlerin agiklanmasini saglayabilecek
kadar Onemli ve faydalh cahgmalardir (Krieg, N.R. 1988). Giinfimiizde
Psecudomonaslara karsi aktif etki gOsteren az sayida penisilin kalmigtir. Bu
penisilinlerinde aktiviteleri oldukga digiiktiir. Ornegin, yapilan bir caligmada
P.saccharophila'ya kars: Penisilin G nin minimum inhibisyon konsantrasyon (MIC)
degeri Spg/ml bulunmus, diger birgok pseudomonas tiiriiniin direngliligi daha yiiksek
bulunmustur (Palleroni, N.J. 1980).

Pseudomonas enfeksiyonlarina karst genellikle p-laktam antibiyotikleriyle
aminoglikozitler birlikte kullamlmaktadir. Fakat bu kombinasyonlara da duyarhilik
oldukea diigiik olup, mukoid suslar daha direncli bulunmuglardir (Sykes, R.B. and
Richmond, M.H. 1970). Bu f-laktam antibiyotiklerden karbenisilline direnglilige
plazmidlerle tagman genlerle kodlanan f-laktamazlar neden olabilmektedir, Yapilan
cabigmalarla bu plazmidlerin  enterik bakterilerden transfer olabilecekleri
gosterilmigstir. Plazmidlere bagh antibiyotik direnglilifi, patojen Pseudomonaslarn
sebep oldugu enfeksiyonlarn tedavisi agisindan ve bu plazmidlerin dier patojen
grup bakterilere transfer olabilmesi agismdanda dnemlidir. Farkli konak hiicrelerinde
direnclilik genlerinin etkisi zayif olabilir fakat genellikle transpozonlarn
yerlestirilmesiyle ve diger replikon bélgelerinin translokasyonundan sonra bu etkinin
arttif goriilmiigtiir (Bryan, L.E. 1979). Jacoby ve Mathew 1979 yilinda yaptikian
gahigmada en az 8 farkli plazmid grubuna ait 24 Pseudomonas plazmidinde 7 farkh
gegit P-laktamaz bulmuslardir. Ayrica B-laktamazlanin, antibiyotiklerin bakterinin
hedef bolgelerine ulagmalanim zorlagtirdid: ve karbenisilline direngli bakteri sayismm
artirdids ortaya gikaritmustir (Zimmermann, W. 1980).

Pseudomonaslarm  B-laktam  antibiyotiklere verecekleri tepki, bu
antibiyotikleri geliyme ortamlarinda kullanabilme kabiliyetlerine gore anlasilabilir.
Johnsen, 1977 yihnda karbon, azot ve enerji kaynafi olarak benzilpenisilini
kullanabilen P fluorescens suglarm topraktan izole etmigtir. 1980 yilinda Beckman
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ve Lessie galigmalarinda, kullandiklan tiim P.cepacia suslannin ve bazi P.marginata
ve P.caryophylli suglannin geligim i¢in Penisilin G kullanabildigini gdstermigtir.
Ancak bu suglarn  benzilpenisilinden tiiretilmis ampisilin ve karbenisillini
kullanamadi® ve bu antibiyotiklere direngli oldugu bulunmugtur (Palleroni, N.J.
1980).

Gentamisin, amikasin ve tobramisin P.geruginosa’lara karst en etkili
aminoglikozit grubu antibiyotiklerdendirler. Bu antibiyotiklerin etki mekanizmalar,
protein sentezini inhibe etmeleri sekildedir. Ancak P.aeruginosa’da gentamisin
direngliliinde en sik gorillen mekanizma N-asetilasyon ve O-adenilasyon igeren
antibiyotiklerin enzimatik modifikasyonu ve daha az &lglide etkili olan
fosforilasyondur (Garrod, L.P. and Waterworth, P.M. 1969). Bu &zellikler incP-2
plazmidleri yam1 sira incP-3 plazmidlerini tagiyan genler tarafindan kontrol
edilmektedir (Bryan, L.E. 1979). Gentamisine direnglilikte bu faktdrlerin yam sira
gegirgenlik faktérleride etkili olmaktadir. Gentamisin digindaki diger antibiyotiklere
direnglilikte ise antibiyotiklerin modifikasyonu ve gegirgenligin azalmasi temel etken
olmaktadir (Mathias, R.G. et al. 1976).

P.geruginosa ve diBer pseudomonaslara kargt in vitro olarak test
edildiklerinde polimiksinler ¢ok etkili bulunmuslardir. Fakat in vivo olarak aym etki
gbzlenememistir (Palleroni, N.J. 1980).

2.2.9. Mutualistik ve Antagonistik Iliskiler

Pseudomonaslar bazi uygulamalarda kendilerine avantaj saglayacak bazi
antimikrobiyal bilegikler liretselerde diger grup prokaryotlarla kargilastinldiklannda
antibiyotik fretimi bakimindan zayifurlar, P.fluorescens tarafindan iretilen
pseudomonik asit ve P.pyrrocinia kiiltiirlerinde ortaya ¢ikarilmug pyrrolnitrin  uzun
yillardir bilinmektedir (Imanaka, H. et al. 1965, Fuller, A.T. et al. 1971). Ekolojik
¢aligmalar toprak veya bitkilerin rizosferlerinde bulunan bazi Pseudomonas tiirlerinin
antagonistik aktivitesi olduunu gdstermistir ve baz: ilgi gekici bilesikler izole ve
karakterize edilmigtir. Pseudomonaslarin bitki rizosferlerindeki yararh etkileri bitki
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patojen organizmalara kars: iirettikleri antimikrobiyal bilesiklerle simirli olmayip,
bazi Pseudomonas tiirleri bitki geligimine de olumlu etkide bulunmaktadular.
(Lugtenbeerg, J.J. and De Weger, L.A. 1992).

Ayrica gesitli calismalarla P fluorescens (Gurusiddaiah, S. et al. 1986; Bin, L.
et al. 1991; Bull, C.T. et al. 1991; Hill, D.S. et al. 1994), P.syringae (Harrison, L. ¢t
al. 1991), P.aureofaciens (Pierson, L.S.L, et al. 1994), Burkholderia cepacia
(Upadhyay, R.S. et al 1991; Upadhyay, R.S. and Jayaswal, R.K. 1992; Abe, M. and
Nakazawa, T. 1994; Burkhead, K.D. et al. 1994; Lee, C. et al. 1994; Lim, Y. et al.
1994) tarafindan antifungal aktiviteli bilegiklerin fretildigi apiklanmughr. Yine
yapilan galigmalarla P.ageruginosa (Machan, Z.A. et al. 1992; Allison, D.G.and
Nolan, R.D. 1994) ve B.cepacia (Aoki, M., et al. 1991) tarafindan antibakteriyel,
P.stutzeri (Hayashida, S., et al. 1991) tarafindan da antialgal bilegikler iretildigi
agiklanmigtir,

2.3. Baz1 Pseudomonas Tiirleri
2.3.1. Pseudomonas fluorescens

Bacteria,  Proteobacteria,  Gammaproteobacteria, Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae, Pseudomonas, P, fluorescens.

2.3.1.1. Tarihcesi

Pseudomonas fluorescens 1886 yilinda Fliigge tarafindan Bacillus
Sfluorescens ligeufaciens olarak adlandirilmig, 1889 yilinda Trevisan tarafindan dnce
Bacillus fluorescens hemen arkasindan yine aym yil iginde Bacterium fluorescens ve
sonrasindada Liguidomonas fluorescens diye de adlandirdlmig ve en son Migula
tarafindan 1895 yitinda Pseudomonas fluorescens olarak adlandirilmistir (Skerman,
V.B.D. et al. 1980).
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2.3.1.2. Genel Ozellikleri

Bu tiir sularda, toprak ve lagim sularmda bulunur. Toprak ve suda
bulunanlart aerop kogullarda, gegitli karbon kaynaklanm iceren zenginlestirme
besiyerlerinden izole edilebilirler ve bu suglar anaerobik sartlarda ve nitrat iceren
benzer besiyerlerinde geligtirilirlerse denitrifikasyon yapan biovarlarida izole
edilebilir. Genellikle yumurta, et, balik ve siit Girlinleri gibi besinlerin bozulmasina
sebep olmaktadir. Klinik hastalardan da sikbikla izole edilmektedir. Bu tiiriin biovar
I torlerinden bazlan hastalikl bitkilerden izole edilmiglerdir ve bunlardan
Pseudomonas marginalis (Brown 1918) Stevens 1925 tarafindan identifiye edilen
tirler arasinda olmustur. Daha sonraki yillarda yapilan calismalarla bu tiiriin
patovaryeteleride bulunmugtur (Palleroni, N.J. 1984). Tipik olarak P fluorescens,
Biovar 1 (Biotip A, Stanier et al., 1966) i¢inde degerlendirilmekte olup tip tiir de bu
grubun iiyesidir. Biovar II, Pseudomonas marginalis suslan yam swra saprofitik
suglar1 da igermektedir. Biovar III (Biotip C, Stanier et al., 1966) igerisinde ise
dikarboksilik asiti kullanma &zelliklerine baglhi olarak farkhlagmis en az iki grup
vardir. Biovar IV (Biotip F, Stanier et al., 1966) ise “P.lemonnieri” (Lasseur 1913)
Breed 1948 nin tip tiiriinii igermektedir, Giintimiizde bu gruplar diginda bilinen bazi
suglar en az iki grup halinde toplanmig ve bu suslar Stainer et al (1966) tarafindan P.
Sluorescens biotip G olarak tamimianmug ve Biovar V igine dahil edilmislerdir. Bu
biovar besinsel &zelliklerine gére farkliliklar gdsteren tirleri igermektedir ve bu
tiirler arasinda baz: Snemli karakterler agisindan bir veya birden fazla ozelligi
farklilik gdsteren titrler bulunmaktadir. Bu biovann igerdidi bu tip suslanin arasinda
“P.schuylkilliensis” ve “P.geniculata”(Wright 1895) Chester 1901 sayilabilir. Bu
biovarm ityeleri genellikle topraktan izole edilmektedirler (Palleroni, N.J. 1984).

Goriintimit P.qgeruginosa’ya benzemekle beraber bir ucunda fazla sayida
kirpikleri vardir. Kolonileri degisik ve gogu kez yuvarlak nemli ve parlak yiizeylidir.
Sanms: yesil ve ultraviyole 151%1 altinda kuvvetli fluoresans veren iireme gosterir.
Baz1 kdkenleri sar1 ve hatta mavi ve fluoresanssiz pigment yaparlarsa da piyosiyanin
yapmazlar. P.aeruginosa’dan farkli olarak CdSOs ve tetrazolium’lu agarda
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firemezler, Optimum fireme sicaklit 25-30°C olup, 42°C’de tremezler fakat 5°C’de
tireyebilirler (Bilgehan, H. 2000). P fluorescens amonyum sckerlerinden mannitolii
kullantp asit olugturamaz ve seleniti indirgeyemez. Fluoresans pseudomonaslar
sikkrozu levana dniistiirme (‘izelligin; sahip olmayip, P.putida’dan jelatinaz
iiretmeleri ile aynlirlar (King, A. and Philips, L. 1978). Lipopolisakkarit yapilari
P.putida ile ¢ok benzer olup diislik miktarda fosfor igcermekte ve buda
etilendiamintetraasetikasit (EDTA)’e direnglilifi saglamaktadir (Wilkinson, S.G., et
al. 1973). Glikonat1 okside etmeleri ve 37°C’de mukus olusturamamalari, metilen
mavisini renksizlestirememeleri ile de P.geruginosa’dan aynhk gosterirler. Cesitli
klinik materyallerden firsatg: patojen olarak elde edilmistir (Bilgehan, H. 2000).

P fluorescens genellikle gentamisine ve karbenisilline direngli olup tigtinci
jenerasyon sefalosporinlere degisik duyarhliklar gdsterebilir. Imipenem ise yiiksek
etkili olup yeni ¢ikan quinolonlar, sparfloksasin ve temafloksasinde aym etkiyi
gistermektedir (Rolston, K.V, et al. 1990).

P fluorescens psikrofilik olup uzun siire buzdolabinda canh olarak
saklanabilir, Buna bagli olarak kan ve kan friinlerinde {ireyerek, damar yoluyla
enjekte edildiklerinde Sliimlere yol agabilirler (Gottlieb, T. 1993; Monteil, H. and
Monteil, C.H. 1997). P fluorescens’in insan kamndaki geligim hiz1 20°C°de 4°C’deki
geligiminden Onemli oranda fazladr ve kan transflizyonu esnasinda
kontaminasyonlara neden oldugu agiklanmgtir. P.fluorescens insanlarda gok sinirh
sayida yayilici hastalifa sebep olmakla birlikte, kanser veya immiin sistem
hastalarmin  idrar, digki, apse ve kanlarmdan izole edilebilmektedirler. Bu
organizmalar hastane ortaminda siklikla yerlerden, lagimlardan nadirende
hastalardan izole edilmigtir (Monteil, H. and Monteil, C.H. 1997).

P fluorescens suslan tarafindan birkag aktif terapstik bilesik tiretildigi
belirlenmigtir. Bu enzim yapisindaki {iriinler plasmadaki methionin seviyesini
digiirerek geligimi methionine bagh tiimdrlerin gelisimini inhibe etmistir (Hori, H. et
al. 1996). Belki de en iyi bilinen bilegikleri antistafilokokkal madde olan
mupirosin’dir (Fuller, A.T., et al. 1971). Aynica bu suglardan yiiksek derecede aktif
antitripanasomal bilesiklerde identifiye edilmistir (Mercado, T.L, et al. 1986).
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2.3.2. Pseudomonas putida

Bacteria,  Proteobacteria, = Gammaproteobacteria, = Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae, Pseudomonas, P.putida.

2.3.2.1. Tarihcesi

Pseudomonas putida, ilk olarak 1889 yihinda Trevisan tarafindan kullamlmg
ve 1895 yilinda Migula tarafindan yaymmlanmigtir (Int.J. Syst.Evol.Microbiol.,
2001,51,169-170). Bu tiirin sinonimleri , 1886 yilinda Fliigge “Bacillus fluorescens
putidus”, 1889 wyilinda Trevisan “Bacillus putidus”, 1900 yilinda Migula
“Pseudomonas eisenbergii”, 1901 yilinda Chester “Pseudomonas incognita”,

“Pseudomonas ovalis”, “Pseudomonas rugosa’ve “Pseudomonas striata” olarak
gOsterilmigtir (Skerman, V.B.D., et al. 1980).

2.3.2.2. Genel dzellikleri

Optimum geligim 1silart 25-30°C°dir. Toprak ve sulardan cesitli karbon
kaynaklan ile zenginlegtirilmig mineral besiyerlerinden izole edilirler (Palleroni, N.J.
1984). Bu tiiriin suslan pyocyanin {iretmedikleri ve 42°C’de geligemedikleri icin
P.aeruginosa’dan kolayca ayut edilebilirler. P.geruginosa’nin tersine birden fazla
flagellali ve hareketlidirler. P.putida’nin ¢ou susu nitrat agar besiyerinde gelisemez.
P.putida, P.aeruginosa ve P fluorescens’den jelatini kullanamamasiyla ayrilir (King,
A. and Philips, 1. 1978). Cogu susu siikrozu levana donfigtliriir. Lipopolisakkarit
yapisi diigiik miktarda fosfor icermekte ve buda etilendiamintetraasetikasit (EDTA)’e
direnglilifi saglamaktadir (Wilkinson, S.G., et al. 1973). Pputida’nmn 2 biotipi
identifiye edilmigtir (Palleroni, N.J. 1984). Suslarin bilyiik bir ¢ogunlugu biovar A
(Biotip A, Stanier et al.,1966) iginde yer almaktadir. Bu biovarin G+C oramt
%62.5’dur. Biovar B’nin ise G+C oram1 %60.7 olup, biovar A’dan sadece birkag
fenotipik 6zelligi ile farklilik gosterir. Bu biovar’in bilinen biitlin suglari L-triptofan,
kynurenine ve anthranilate’s kullamir ve gofu D-galaktozu karbon kaynag: olarak
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kultanmaktadir, Biovar B’nin higbir iiyesi nikotinati kullanamaz (Palleroni, N.J.
1984).

Pputida genellikle gentamisine direngli, sulfanomidlere duyarhdir.
Karbenisilline direngli olup figiincii jenerasyon sefalosporinlere degisik oranlarda
duyarhhiklar gosterebilir. P fluorescens’e oldugu gibi imipenem P.putida’ya karsida
yitksek etkili olup yeni g¢ikan quinolonlar, sparfloksasin ve temafloksasinde ayni
etkiyi gostermektedir (Rolston, K.V., et al. 1990).

Psikrofilik olup uzun siire buzdolabinda canli olarak saklanabilirler. Buna
bagli olarak kan ve kan firlinlerinde fireyerck, damar yoluyla enjekte edildiklerinde
Oliimlere yol agabilirler (Gottlieb, T. 1993; Monteil, H. and Monteil, C.H. 1997).
P. putida hastane kaynakli izolasyon yamsira genellikle toprak, su ve bitkilerden
izole edilir. P.putida klinik kaynakli olarak izole edildiginde klinik Gnemi ortaya
konamamigtir. Bununla birlikte f{iriner sistem, deri enfeksiyonlart ve
bakteriyemilerden izole edilmistir (Monteil, H. and Monteil, C.H. 1997).

2.3.3. Pseudomonas stutzeri

Bacteria,  Proteobacteria, = Gammaproteobacteria, = Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae, Pseudomonas, P.stutzeri.

2.3.3.1. Tarihg¢esi

Pseudomonas stutzeri, ilk olarak 1896 yilinda Lehmann ve Neumann
tarafindan bulunmus, 1946 yilinda Sijderius tarafindan yayimlanmigtir. Bu tiiriin
sinonimleri ise 1895 yiinda Burri ve Stutzer tarafindan “Bacillus denitrificans 1I” ,
1896 yilinda Lehmann ve Neumann tarafindan “Bacterium stutzeri”, 1900 yihinda
Migula tarafindan ”Bacillus nitrogenes”, 1901 yilinda Chester tarafindan “Bacillus
stutzeri”,1923 yihnda Bergey ve arkadaglan tarafindan “Achromobacter sewerinii”,
1930 yiinda ise “Achromobacter stutzeri”, 1966 wilinda Mandel tarafindan
“Pseudomonas stanieri” olarak verilmigtir (Skerman, V.B.D,, et al. 1980). Ayrica bu
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tirin 1980 yulinda yayimlanmig olan onayli listedeki en Onemli sinonimi
Pseudomonas perfectomarina (ex ZoBell ve Upham 1944) Baumann et al.1983’dir
(Dé&hler, K., et al. 1987).

2.3.3.2. Genel Ozellikleri

Taze izole edilmis kolonileri yapigkan ve karakteristik olarak kivrimli sekilde
gOriiliir. Besiyerinden besiyerine birkag kez transferi sonrasinda koloniler S tipine
doniigebilir ve renkleri solabilir veya agilabilir. Optimum gelisme sicaklii 35°C
civarmdadir ve baz1 suslann 43°C’de geligir. Tiir, besinsel 6zellikleri ve DNA baz
kompozisyonu (DNA’nin G+C oram % 60.6 - 66.3 arasinda) agisindan ¢ok gesitlilik
igermektedir. Toprak ve sudan, gesitli karbon kaynaklarinin bulundu@u ve nitrat ilave
edilmis zenginlegtirme besiyerlerinden 30°C’de ve anaerobik sartlarda izole
edilebilir, L(+)tartrate zenginlegtirmelerinde ¢ok iyi sonuglar vermelerinin yam sira
ilging bir gekilde tartrath besiyerlerinde saf kiiltiirli elde edilememektedir. Birgok
susu klinik Srneklerden izole edilebilir (Palleroni, N.J. 1984). 1966 yilinda Mandel,
G+C oram yaklasik % 62 olan suslar igin “P.staineri” adim1 Snermigtir. Ancak bu tiir
fenotipik 0Ozellikleri temel alinarak P.stutzeri olarak daha agik bir sekilde
tammmlanmugtir (Palleroni, N.J., et al. 1970).

P.stutzeri toprak, su ve hastane ortamindan (antiseptikler, enjeksiyon
soliisyonlari,diyaliz soliisyonlar1 gibi) ve hastalardan kolayhikla izole edilebilir.
Saprofit oldugu i¢in firsat¢1 bir patojendir (Monteil, H. and Monteil, C.H. 1997). Bu
tiir yiksek derecede aktif denitrifikasyon yapan bir toprak organizmasidir.
Boyandig1 zaman siklikla tek flagellal bir basil geklinde goriiliir. Cogu nutrient agar
kiltiiriinde R veya S formummn yam sira ara formlarda yani kangik bir yapida
goriilir. Bu nedenle R tipi koloniler Burkholderia pseudomallei ile kanistinlabilir ve
yagh kiiltiirleri parlak kahverengi renk alabilir fakat pigment olusturmazlar (Dance,
D.AB,, et al. 1995). P.stutzeri nitrath sivi besiyerinde bol miktarda gaz olugturur
fakat B.pseudomallei’nin tersine laktozn kullanamaz ve proteolitik degildir. Iki tiirit
birbirinden ayrran en Snemli Szellikler P.stutzeri’nin nigastayi hidrolize edememesi
ve KCN’e zayif direncli olmasi, B.pseudomallei’nin ise kolisine direngli olmasidir.
Yakm iligkili toprak mikroorganizmalarindan olan P.mendocina, S tipi kolonileri



42

olan, nigastay: hidrolize edemeyen, amonyaktan arginin olusturan bir tlirdir.
P stutzeri kan, serebrospinal sivi, titkriik ve idrar gibi ¢ok sayida klinik kaynaktan
izole edilmigtir. Antibiyotiklere karyi diger pseudomonas tiirlerine gore ¢ok daha
duyarli olup genellikle ampisilin, karbenisillin ve gentamisine duyarhs, birinci kugak
sefalosporinlere direnclidirler (Von Graevenitz, A. 1985). P.aeruginosa’ya kiyasla
quaternary amonyum bilegiklerine oldukg¢a duyarlidir (Palleroni, N.J., et al. 1970).

2.4. Psendomonaslardan Ayrilan Yeni Genuslara Ait Tiirler

2.4.1. Stenotrophomonas maltophilia

Bacteria,  Proteobacteria, = Gammaproteobacteria,  Xanthomonodales,

Xanthomonodaceae, Stenotrophomonas, Stenotrophomonas maltophilia.

2.4.1.1. Tarihgesi

Bu bakterinin taksonomik durumu bircok kangsikhk ve tartigmaya konu
olmugtur. 11k olarak 1887 yilinda Booker tarafindan Bacillus ‘A’ olarak izole edilmis
ve 1903 yilinda Ford tarafindan Bacillus bookeri olarak isimlendirilmigtir. Bunun
ardmdan 1926 yilinda Levine ve Sappleland tarafindan Bacterium bookeri, 1927 de
Weldin ve 1937 de Kutsher tarafindan Alcaligenes bookeri olarak isimlendirilmigtir
(Robin, T. and Janda, J.M. 1996). Bu organizmmanin ilk olarak Pseudomonas
maltophilia olarak taksonomik aciklanmas: polar ve peritrik filagella tasiyip
tagimamasma dayah olarak Hugh ve Ryschenkow tarafindan 1961 yilinda yapilmis
olup, tekrar Hugh tarafindan revize edilinceye dek bdyle kabul gormiigtiic (Monteil,
H. and Monteil, C.H. 1997).

1983 yihinda Swings ve ark. tarafindan DNA - TRNA hibridizasyon, DNA
guanin-sitozin (G+C) igerigi, hiicresel yag asiti kompozisyonu, enzim testleri,
gelisme parametreleri, faj tiplendirme ve ekolojik niglerine gore yapilan
¢aligmalardan elde edilen genotipik ve fenotipik verilere bagh olarak Xanthomonas
maltophilia tirii olarak Xanthomonas genusuna dahil edilmigtir (Swings, L. et al.
1983).
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Fakat bu genusa dahil edildikten sonra bu tiirlin, Xanthomonas tirleri ile
arasinda flagella ve pilus tagima Ozellifine, Xanthamonadin (sar1 pigment) ve
Xanthan gums (Xanthan zamki) firetmemesi, nitrati nitrite indirgeyebilmesi ve bitki
patojeni olmas: gibi dzellikleriyle Snemli noktalarda farkliliklar ortaya ¢ikariimugtir
(Van Zyl, E. and Steyn, P.L. 1992; Palleroni, N.J. and Bradbury, J.F. 1993).

1993 yilinda Palleroni ve Bradbury yeni bir genus olan Stenotrophomonas
genusunu ortaya gikartmuslar ve S.maltophilia’yida bu genusa iiye tek tiir olarak
gOstermiglerdir. Yeni genusun ismini ¢ok smirh sayida besin  kaynagini
kullanmasindan dolay: birkag substratla geligebilir manasinda Sterotrophomonas
olarak vermiglerdir (Palleroni, N.J. and Bradbury, J.F. 1993).

2.4.1.2. Genel dzellikleri

S.maltophilia son zamanlarda Snemli derecede hayati tehlikelere yol agan
hastane enfeksiyonlarmnin bashica etkeni olarak Onem kazanmus ve immiin sistem
hastalaninin sayisinda artisa neden olmus bir bakteridir. Hastane ortamindaki
nonfermantatif basillere kars1 kullamlan imipenem ve birgok B-laktam antibiyotige
bityiik 6lciide direng geligtirmigtir. Co-trimaksazol, tetrasiklinler, doksisiklin ve
minosiklin ile Ugilincii kusak sefalosporinler bakteriye karsi yiiksek aktivite
gbstermekte, antipseudomonal penisilinler ise sadece hafif aktivite gdstermektedirler.
Bununla birlikte tiim suglari aminoglikozidlere direnglidirler (Khardori, N., et al.
1990).

Diiz ya da hafif kivrik, tek tek yada ikiserli durumda, 1.5pm boyunda,
kutupsal ve gok sayidaki kirpikleri ile gok hareketli, gram olumsuz bir bakteridir.
Besiyerlerinde kolay iirerler. Enterobakteriler igin kullanilan selektif besiyerlerinde
de iirerler. Kolonileri sarims: renkte de olabilirler (Bilgehan, H. 2000) Nutrient agar
besiyerinde 37°C’de opak griden hafif sarimsiya kadar S tipi koloniler, kanh agarda
ise hafif lavanta renkli koloniler geklinde gelisir. Zorunlu aerop olup 41°C’de
tiremezler. Methionin gereksiniminden dolay: Koser’s sitrat besiyerinde gelisemez.
Oksidaz reaksiyonu olumsuz, DNase olumlu olmast ile Pseudomonaslardan



ayrilirlar. Lizin dekarboksilaz olumlu olup, laktoz, glikoz, ksiloz ve maltoza oksidatif
yoldan etkilidirler fakat amonyum-tuz besiyerinde difer sekerleri kullanamazlar
(Bilgehan, H. 2000). S.maltophilia esas itibariyle ¢evrede serbest bir sekilde yayilis
gosterip, dogada her yerde bulunur ve genellikle su ve toprak Groeklerinden, atik
sulardan, petrol bolgelerindeki topraklardan, ¢ig siitten (Harf, C. and Monteil, H.
1989), dondurulmus baliklardan, hayvan ve insan digkilarindan ve bitkilerden (muz,
pamuk tohumu, fasulye kabugundan, tiitiinden, piring kabuklarindan ve tahildan)
izole edilebilir. Ayrica hastane ortaminda steril olmayan sulardan, distile sulardan,
wslak yiizeylerden, su musluklarindan, respirometrelerden, kullanilmug kataterlerden,
nebulizatdrierden, inkiibatorlerden ve doku kiiltiirlerinden izole edilebilirler (Von
Graevenitz, A.1985; Monteil, H. et al. 1992).

2.4.2. Chryseomonas luteola

Bacteria,  Protecbacteria, = Gammaproteobacteria,  Pseudomonadales,
Pseudomonadaceae, Pseudomonas, Pseudomonas luteola (Chryseomonas luteola)

2.4.2.1, Tarihgesi

1985 yilinda Kodama ve ark. yaptiklan caligmada Pseudomonas luteola
tiirlinii ortaya gikarnuglardr (Kodama, K. et al. 1985). Bu galismanin ardindan 1986
yilinda yapilan bir galiymada Holmes ve ark. bu tiiriin daha 6nce ortaya gikardiklan
yeni bir genus olan Chryseomonas genusuna ait tek tiir olan Chryseomonas
polytricha ‘'mn sinonimi oldufunu tespit etmiglerdir. Bu ¢aligmayi temel alan Holmes
ve ark. 1987 yimda Pseudomonas luteola’nm Chryseomonas polytricha’nm
baghca sinonimi oldugunu bulmuglar ve bu tiriin adim1 Chryseomonas luteola olarak
degistirmiglerdir (Holmes, B. et al. 1987). Giiniimiizde heniiz Chryseomonas genusu
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de ve onayh bakteri isimleri listesinde
(Approved Lists of Bacterial Names) yer almamaktadir. Bununia birlikte bu genus
ile ilgili gahigmalar giinimiizde de devam etmekte olup bunlar genellikle 16S TRNA
sekans caligmalandir. Bu ¢aligmalar genellikle bu genus ile Pscudomonas ve
Flavimonas genuslan arasindaki iligkilerin a¢ifa ¢ikanlmas:i igin yapilmaktadir.
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Ornegin Anzai ve ark. tarafindan 1997 yilinda yapilan bir ¢alismada, Holmes ve ark.
tarafindan kullantlan C.luteola tip titrii ile onayh listede (Approved Lists of Bacterial
Names) yaynlanan P.aeruginosa tip tiirli arasindaki 168 rRNA sekanslarimin % 94
oraninda benzerlik g8sterdigi bulunmustur. Bu sonuca gdre aragtirmacilar,
Chryseomonas genusunun Pseudomonas genusunun bir alt sinonimi olabilecegi ve
bu tirlnde Pseudomonas luteola olarak kullanilmasiun daha uygun olacafm
Snermislerdir (Anzai, Y., et al. 1997). Ancak bu genusun kesin durumu bundan sonra
yaymlanacak ilk onayl bakteri isimleri listesinin (Approved Lists of Bacterial
Names) yayimlanmasindan sonra ortaya gikacaktir.

2.4.2.2.Genel Ozellikleri

Kenarlar1 paralel ve uglan yuvarlak basiller geklindedir. Graniil halinde
olmayan PHB firetirler fakat hiicre i¢ci PHB graniilleri bulunmaz. Kapsiil veya kihif
tiretmezler. Hareketlerini 10-12 peritrik polar flagellalar ile saglamaktadirlar. Aerop
olup, metabolizmalann zonmlu aerop tipindedir. 1842°C  sicakliklari arasinda
geligebilirler. Kat1 besiyerinde agik saridan koyu sartya kadar renklerde geligebilirler.
Kolonileri tipik olarak yuvarlak (1mm gaplt), hafif konveks, birkag susu R tipi olsada
genellikle S tipi ve parlaktir. Katalaz pozitif, oksidaz negatiftirler. Agara
gomiilmezler. Kemoorganotrof ve oksidatif olarak sekerleri kullanabilirler.
Genellikle gevrede gok yaygmn olarak bulunmamakla birlikte, nadir olarakta patojen
olabildigi insanlarda ve difer sicak kanl hayvanlarda kommensal veya saprofit
olarak goriilebilirler. Hemoliz yapmazlar. Oksidasyon-fermentasyon besiyerinde
oksidatif reaksiyon olustururlar. Tribiitrin, tween 20, tirozin ve jelatini hidrolize
ederler. Lesitovitellin agarda parlak koloniler firetmezler. Nitrat: indirgeyemezler.
indol negatiftirler. Hidrojen siilfiir firetmezler. MacConkey agarda geligirler. Eskiilini
hidrolize ederler. Nigastay: hidrolize edemezler. Christensen sitrat besiyerinde alkali
firetirler. Simmon’s sitrat agarda sitrat1 kullanirlar. Malonatt kullanirlar. King B
besiyerinde fluoresans degildir. Glukonat: oksitleyemez. Arginin dihidrolaz #retirler
fakat lizin veya ornitin dekarboksilaz liretemezler. 3-ketolaktoz itetmezler. Seleniti
indirgemezler. Fenil-alanin deaminaz olumsuzdurlar. B-D-galaktosidaz {iretirler
fakat fosfotaz firetmezler. Aerop ortamda amonyum tuz besiyerlerinde glukoz,



arabinoz, etanol, fruktoz, gliserol, inositol, maltoz, mannitol, trehaloz ve ksilozdan
asit Gretirler fakat sellobioz, dulsitol, laktoz ve rafinozdan asit firetemezler. Peptonlu
besiyerinde glukozdan gaz liretemezler (Holt, J.G., et al. 1994).

2.4.3. Sphingomonas paucimobilis

Bacteria,  Protcobacteria, = Alphaproteobacteria,  Sphingomonadales,
Sphingomonadaceae, Sphingomonas paucimobilis.

2.4.3.1. Tarihgesi

1977 yilinda Holmes ve ark. tarafindan Pseudomonas paucimobilis olarak
isimlendirilmis olan bu tlirlin ad: (Skerman, V.B.D., et al.1980). 1990 yilinda
Yabuuchi ve ark. tarafindan Sphingomonas paucimobilis olarak degistirilmistir
(Yabuuchi, E. et al. 1990).

2.4.3.2. Genel Ozellikleri

0.7 X 1.4um biliytkliginde genellikle tek veya ¢iftler halinde bulunan ve
polar kamgilariyla hareket eden basillerdir. 18-22°C°de hareketlilikleri gdzlenirken,
37°C’de hareketsizdirler. Urettikleri suda ¢Gziilmeyen san pigmentler fluorescens
olmayip, spektrofotometrik Slgimlerde metanolde 452 ve 479 nm’de maksimum
absorbans verir. 37°C’°de gelisirken 5°C°de ve 42°C’de gelisemez. Optimum geligme
sicakhign ise yaklagik 30°C’dir. Oksidaz reaksiyonu pozitiftir. Katalaz ve DNase
firetirler. Tween 20 ve 80’1 hidrolize ederler. Lesitinaz reaksiyonu negatiftir. Nitrat
nitrite indirgemezler. PHB igerdigi tahmin edilen lipitler {iretirler. Jelatini eritemez
ve kazeini sindiremezler. Nisastayr hidrolize ederler. Arginin dihidrolaz, arginin
desimidaz, lisin dekarboksilaz ve ormitin dekarboksilaz iiretmezler. 3-ketolaktoz
firetmezler. Mineral besiyerinde arabinoz, sellobioz, etanol, fruktoz, glukoz, laktoz,
maltoz, rafinoz, salisin, sukroz, trehaloz ve ksilozdan asit {iretirken adonitol, dulkitol,
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inositol, mannitol, sorbitol, gliserol ve ramnozdan asit iiretemezler (Holt, J.G., et al.
1994).

Sphingomonas paucimobilis sart pigmentli, fermentatif olmayan ve
hareketlilik 6zelliginin gok zor goriilmesine bagh olarak Flavobacterium tirleriyle
kangtinlabilen bir tirdiir (Holmes, B. et al. 1977). Hiicreler ancak asili damla
preparasyonlarinda kiiglik oranda aktif olarak hareketlidirler. Siklikla gevreden ve
yaralarm yikanmasinda kullanilan su veya tuzlu soliisyonlardan izole edilmistir.
Cogu susu eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve aminoglikozidlere duyarh fakat
tireidopenisilinlere ve ilk kullanilan sefalosporinlere direnglidir (Collier, L., et al.
1998).

2.4.4. Methylobacterium mesophilicum

Bacteria, Proteobacteria, Alphaproteobacteria, Rhizobiales,
Methylobacteriaceae, Methylobacterium, Methylobacterium mesophilicum.

2.4.4.1. Tarihcesi

Methylobacterium genusu 1980 yilinda yayimlanan onayh liste “Approved
Lists of Bacterial Names”de (Skerman, V.B.D., et al. 1980) yer almasina rafmen
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’de yer almamaktadir. Tip tlird
Methylobacterium organophilum’dur. Bu genusa 1983 yilinda Green ve Bousfield
tarafindan M rhodinum (eski adiyla Pseudomonas rhodos), M.radiotolerans (eski
adwyla Pseudomonas radiora) ve M.mesophilicum (eski adiyla Pseudomonas
mesophilica) tiirleri eklenerek yeniden diizenlenmigtir (Green, P.N. and Bousfield, U.
1983). 1984 yilinda Uragami ve Komogata, Protomonas adimi verdikleri ve sadece
P.extorquens (eski adiyla Pseudomonas extorquens) olmak {izere tek tiir igeren yent
bir genus ortaya atmmglardir (Uragami,T. and Komogata, K. 1984). Fakat 1985
yilinda bu genus ve iiyeleri Bousfield ve Green tarafindan Methylobacterium
genusuna dahil edilmislerdir ( Bousfield and Green 1985). Boylece P.extorquens,
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Methylobacterium extorquens olarak degistirilmigtir. En son olarak 1988 yilinda
Green ve ark. bu genusa M.rhodesianum, M.zatmanii ve M fujisawaense olmak {izere
3 yeni tiir eklemiglerdir (Green, P.N. et al. 1988).

2.4.4.2. Genel Ozellikleri

0.8-1.0 X 1.0-8.0um boyutlarinda genellikle tek bazen rozetler halinde
goriilebilen basillerdir. Baz suglar hareketli olmamakla birlikte hareketlerini polar,
subpolar veya lateral flagellasiyla yaparlar. Hiicreler bityitk miktarda sudanofilik
yap: bazende volutin graniilleri i¢erirler. Cogu sus gram reaksiyonu olarak degisken
sonu¢ vermekle birlikte hiicreler gram negatif boyanirlar. Suglarin gelisimi yavag
olmakla birlikte baz1 suglar nutrient agarda hi¢ gelismez. Gliserol-pepton agarda
koloniler 1-3 mm capinda ve agik pembeden parlak turuncu-kumiziya kadar
degisebilen renkler alirlar. Koloniler metanol-tuzlu agarda ise degigmez bir sekilde
agtk pembe renk alirlar, Muhtemelen karotenoid yapida ve suda ¢Bziilmeyen
pigmentler iiretirler. Siv1 besiyerinde ise yiizeyde pembe bir halka veya ince bir zar
olugtururlar. Zorunlu aerop olup katalaz ve oksidaz (genellikle zayif) pozitiftirler.
Kemoorganotrof, fakiiltatif metilotrof ve genellikle fakiiltatif metanotrofturlar. Bazi
suglar metani tek karbon kayna$ olarak kullanabilmektedirler. Elde edilen bu enerji
suglar inorganik bir besiyerinde degilse metanli ortamlarda kolayca harcanmaktadir.
Bazi suglarin homoizositrat yoluyla C1 bilegiklerini asimile ettikleri ve kompleks
inorganik  substratlarda  geligtirildiklerinde  trikarboksilik asit dongiisiini
tamamladiklari goriilmiigtiir. Bu genusun fiyeleri topraktan, atiklardan, tath sulardan,
g0l sedimentlerinden, yaprak yiizeyi ve nodullerinden, piringten, havadan ve hastane
ortamindan izole edilmigtir. Optimum gelisme sicakliF: 25-30°C’dir (Holt, J.G., et
al. 1994).
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3. MATERYAL VE METOT

3. 1. MATERYAL
3. 1. 1. Bakteriler

Cahismada kullamlan bakteriler Mugla Universitesi Kiiltiir Koleksiyommdén
(MUKX) elde edilmigtir. Bu bakteriler, Haziran 2000 — May1s 2001 tarihleri arasinda
Mugla, Yuvarlakgay’dan yakalanan yilan baligi (4dnguilla anguilla L., 1758)
orneklerinin derilerinden izole edilmistir. On identifikasyon testleriyle Pseudomonas
genusu ve non-fermentatif Gram negatif bakteriler olarak siniflandirilan bu 40 adet
bakteri caliymaya dahil edilmis ve yapilan identifikasyon islemleri sonucu bu
suglarin 28 adedi Pseudomonas ve Pseudomonas genusundan yeni ayrilmg genus
tiyesi tiirlere ait suglar olarak tespit edilmistir. Caliymaya alinan bu suglarin 4 adeti
Pseudomonas fluorescens, 3 adeti Pseudomonas putida, 1 adeti Pseudomonas
stutzeri, 11 adeti Stenothrophomonas maltophilia, 5 adeti Chryseomoras luteola,
2 adeti Sphingomonas paucimobilis ve 2 adeti Methylobacterium mesophilicum
olarak tespit edilmigstir. Suglar Tablo 2°de daha agik bir gekilde verilmigtir.

Bu suglar, iki farkh sekilde muhafazaya almmigtir. Stok seklinde kullamlmak
tizere Methylobacterium tiirleri %1 gliserol igeren Nutrient agar yatik besiyerinde,
difer suglar ise Nutrient agar yattk besiyerinde +4°C’de mubafaza edilmiglerdir.
Aynica mikroorganizmalarin, 30°C’de 24 saat inkiibasyon sonucu elde edilen saf
kiiltirleri, % 20’lik gliserol - saf su soliisyonunda, 1/1 oranmnda kamgtirdarak
-20°C’de muhafaza edilmiglerdir (Palleroni, N.J. 1984).



Tablo 2. Caligmada kullamlan mikroorganizmalar

Sus Neo Sus

MU 18 Chryseomonas luteola

MU 23 Stenothrophomonas maitophilia
MU 25 Stenothrophomonas maltophilia
MU 52 Stenothrophomonas maltophilia
MU 53 Stenothrophomonas maltophilia
MU 56 Chryseomonas luteola

MU 58 Chryseomonas luteola

MU 63 Stenothrophomonas maltophilia
MU 64 Stenothrophomonas maltophilia
MU 65 Chryseomonas luteola

MU 66 Pseudomonas fluorescens

MU 67 Sphingomonas paucimobilis
MU 69 Stenothrophomonas maltophilia
MU 70 Pseudomonas stutzeri

MU 73 Pseudomonas putida

MU 75 Pseudomonas fluorescens

MU 83 Pseudomonas putida

MU 87 Pseudomonas fluorescens

MU % Stenothrophomonas maltophilia
MU 96 Chryseomonas luteola

MU 97 Pseudomonas fluorescens

MU 99 Stenothrophomonas maltophilia
MU 136 Stenothrophomonas maltophilia
MU 137 Stenothrophomonas maltophilia
MU 139 Pseudomonas putida
MU 140 Methylobacterium mesophilicum
MU 141 Methylobacterium mesophilicum
MU 145 Sphingomonas paucimobilis
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3.1.2. Caligmada Kullanilan Besiyerleri

Besiyerleri 121°Cde 15dk sterilize edilmistir.

a) Nutrient Broth (NB)(Difco) igerigi

Peptone S5g

Yeast extract 2g

Meat extract lg

Sodyum klorit 5g

Distile su 1000 ml
pH=174

NB besiyeri bakterilerin aktiflestirilmesi icin kullanilnugtir. NB besiyerine 15
g agar ilavesi ile Nutrient Agar (NA) besiyeri elde edilmigtir NA besiyeri
bakterilerin koloni morfolojilerinin tespiti ve stoklanmas: igin kullanilmistir. Aynica
Methylobacterium tirlerinin aktiflegtirilmesi igin NB besiyerine %! gliserol ilave
edilmis aym zamanda bu bakterilerin saklanmas: igin kullamlan NA besiyerine de
aym oranda gliserol ilavesi yapilmustir, Bakterilerin metallere direngliliklerinin
tespitinde ise yarim kuvvetli NA kullanilmugtir.

b) Sitrat Agar (Simmons Citrate Agar)igerigi (Difco)

Sodyum sitrat
Sodyum klorlir
MgSO4

NH;. HPO,
K;HPO,

Brom timol mavisi
Agar

Distile su

2g

Sg
02g
lg

lg
0.08g
15g
1000 ml
pH:69
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Bakterilerin sitrat testi i¢in kullamlmigtir.

¢) Metil Green DNase Agar (Difco)
Triptoz 20g
Sodyum klorit 5g
Deoksiriboniikleik asit 2g
Metil gren 005g
Agar 15g
Distile su 1000 g
pH:74

Bakterilerin DNase testi igin kullanilmgtir.

d) Miiller- Hinton Agar igerigi (Difco)

Beef dehydrated infusion 300g
Kazein hidrolizat 175¢g
Nigasta 15g
Agar 17¢g
Distile su 1000 ml
pH:74

Bakterilerin antibiyotik duyarlilik testlerinde kullamimigtir.

3.1.3. Hidrojen Pereksit (H,0)
Katalaz testi igin Hidrojen peroksit (H,0;) kullamlmigtir.

3.1.4. identifikasyonda Kullamlan Test Kitleri

Identifikasyonda enterik olmayan gram negatif basiller igin spesifik olan
biyokimyasal test kitleri (Api 20NE Biomerieux) ve enzim aktivite aragtirma sistemi
(API ZYM Biomericux) kullamlmusgtir.
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3.1.4.1. Api 20NE (Biomerieux)

API 20 NE sistemi Enterobacteriaceac familyasi digindaki gram negatif
genuslarin  (Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, -Vibrio,
Aeromonas vb.) identifikasyonu i¢in hazirlannmg, 8 geleneksel ve 12 assimilasyon
testini igeren standardize edilmig bir mikrometot sistemidir. API 20 NE veritabam
Brucella ve Francisella gibi geligimleri icin 6zel besinleri ve 6n uyarilar gerektiren
genuslar kapsamamaktadir. Boyle tiirlerin varhi: icin ekstra deneyler ve dogrulama
testleri yapilmasi gerekmektedir.

API 20 NE stripleri kurutulmus besiyeri ve substrat iceren 20 mikrotiipten
olusmaktadir. Geleneksel testlerle elde edilmis saf bakteri kolonilerinden, steril tuzlu
su siispansiyonlar1 hazirlanarak bu mikrotiiplere inokiile edilmigtir. Ink{ibasyon
esnasinda metabolizma kendilifinden veya aywraclara bagh olarak renk degisiklifine
sebep olmaktadir. Asimilasyon testleri i¢in ise AUX besiyeriyle kangtirilarak
inokiile edilen bakteriler eger substrati kullanabilirlerse gelisebilmektedirler.

API 20 NE Test Kitini Olugturan Ogeler :

- 25 API 20 NE stripi

- 25 Inkiibasyon kutusu

- 25 ampul API 20 NE (AUX) besiyeri
- 25 adet sonug tablosu

- Mineral yag

- McFarland standart sivisi

AUX Medium igerigi :

- Amonyum silfat 2g

- Agar 15g

- Mineral base 828 mg
- Amino asit 250 mg

- Vitaminler ve diger 359 mg
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- Fosfat buffer 0.04 M
- Distile su 1000 ml
pH:7.1

Stripler ve¢ API 20 NE (AUX) Medium 2-8°C arasmda buzdolabinda
muhafaza edilmigtir.

Ayiraglar ve Igerikleri
James J 2183 bilesigi 05¢g
(5 ml) HCI (1 N) 100 mi
NIT 1 Stilfanilik asit 04¢g
(5 ml) Asetik asit 30g
HO 70 ml
NIT 2 N,N-dimetil-1-paftilamin =~ 0.6 g
(5ml) Asetik asit 30g
H,0 70 ml
Zn Cinko tozu 10g

NIT 1 ve Zn aywraglan oda sicakhginda, James ve NIT 2 ayiraglan ise 2-8°C
arasmda karanhk bir ortamda buzdolabinda muhafaza edilmigtir. James ayiract 1s18a
karsi ¢cok duyarh oldufu icin gigesi aliminyum folyo ile sarilarak buzdolabinda
muhafaza edilmigtir, Bu ayiracn normal rengi saridir ve uzun siireli olarak buzdolab:
disinda tutulmas: sakincalidir. Pembe renk olugmas: bu ayiracin bozulmasina igaret
eder. API20 NE striplerindeki reaksiyonlar ve sonuglari Tablo 3°de verilmigtir.



Tablo 3. API 20 NE Striplerindeki Reaksiyonlar ve Sonuglar

TEST | SUBSTRAT | REAKSIYON/ SONUC
ENZIMLER Negatif Pozitif
Nitratm nitrite rediiksiyonu NIT 1+NIT 2/5 dk
NO; | Potasyum nitrat Renksiz Pembe-kirmiz
Nitratin nitrojene rediiksiyonu Znis dk
Pembe | Renksiz
James / lhizlh reaksiyon
TRP | Triptofan Indol tiretimi Ronksiz/agleyesiV | pembe
sari
GLU | Glukoz Asidifikasyon Mavi/yesil San
ADH | Arginin Arginin dihodrolaz Sarn Turuncu/pembe
fkarmizi
URE | Ure Ureaz Sari Turuncu/pembe
/armz
ESC | Eskiilin Hidroliz (B-glukosidaz) | Sari Gri/kahve/siyah
GEL | Jelatin Hidroliz (Proteaz) Pigment Siyah pigment
difizyonu yok | diftizyonu
PNPG | p-nitrofenil-f-D- | B-galaktozidaz Renksiz San
galaktopiranosit
GLU Glukoz Asimilasyon Seffaf Opak
ARA | Arabinoz Asimilasyon Seffaf Opak
MNE | Mannoz Asimilasyon Seffaf Opak
MAN | Mannitol Asimilasyon Seffaf Opak
NAG | Neasetil glikozamin | Asimilasyon Seffaf Opak
MAL | Maltoz Asimilasyon Seffaf Opak
GNT Glukonat Asimilasyon Seffaf Opak
CAP Kaprat Asimilasyon Seffaf Opak
ADI Adipat Asimilasyon Seffaf Opak
MLT | Malat Asimilasyon Seffaf Opak
CIT Sitrat Asimilasyon Seffaf Opak
PAC Fenil-asetat Asimilasyon Seffaf Opak
OX Oksidaz Sitokrom oksidaz Renksiz Koyn mavi/mavi
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3.1.4.2. APl ZYM (Biomerieux)

API ZYM enzimatik aktivitelerin aragtiriimasi i¢in gelistirilmis yan nicel bir
mikro metottur. Bu teknik mikroorganizmalar, hiicre siispansiyonlar, dokular,
biyolojik stvilar gibi birgok Smege uygulanabilir. Bu sistem ¢ok kiiglik miktarda
Ornekler kullanarak, 19 enzimatik reaksiyonun hizhi bir sekilde galigiimasina ve
sistematiginin yapilmasma imkan tammaktadir. Sistem, 20 adet kigik kuyucuk
(cupule) igeren striplerden ve enzimatik substrat ve buffer’lanm igeren
besiyerlerinden olugmaktadir. Bu besiyerleri enzimlerle genellikle suda ¢ziinmeyen
substratlarin karismasini saglamaktadir. i

API ZYM stripleri, enzimatik reaksiyonlarin ¢ahgilmas: icin spesifik olarak
hazirlanmis 20 kuyucuktan olugmaktadir. Sentetik substratlar igeren bu striplerin
tabanlann fiber yapisindadir. Bu taban yapisi suda ¢Oziinmeyen substratlarin bile
enzimatik reaksiyon gOstermesine imkan tammaktadir. Enzimatik testler
mikrorganizmalarin yogun siispansiyonlarmin inokiilasyonu ile yapilmaktadir.
Inkiibasyon siiresi esnasinda iiretilen metabolik son {riinler, ayrraglarm eklenmesi
sonrasinda meydana gelen renk degigikliklerine gore tespit edilir.

API ZYM Sistemi Sunlardan Olugmugtur :

- 25 API ZYM stripi
- 25 inkiibasyon kutusu
- 25 NaCl ( %0.85°1ik) soliisyonu

- 25 sonug kagidi
- McFarland standart sivisi

Stripler kullanilincaya kadar 2-8°C’de saklanmigtir,
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Ayiraglar ve Igerikleri

ZIYM A Tris-hidroksimetil-aminometan 25¢g

8 mb) Hidroklorik asit (%37) 11 ml
Sodyum lauryl sulfat 10g
H,0 100 ml

ZYMB Fast Blue BB 035¢g

(8 ml) 2-metoksietanol 100 ml

Aymaglar  kullamhncaya kadar 2-8°C arasinda karanlik bir ortamda
buzdolabinda muhafaza edilmistir. ZYM B ayiraci 1s13a karsi ¢ok duyarli oldugu i¢in
aliiminyum folyo ile sanlarak buzdolabinda muhafaza edilmigtir. Bu ayracin uzun
stireli olarak buzdolab: diginda tutulmas: sakincalidir. Normal rengi san olup pembe
renk almast bozulduguna igarettir. ZYM A ayiracininda buzdolabinda saklanmasi
esnasinda kimyasal dzelliklerinde degisiklife neden olmaksizin ¢okelme meydana
gelebilir fakat bu ¢okelme ayracin oda 1sisina ulagmasiyla kendiliginden kaybolur.
API ZYM sisteminde bulunan reaksiyonlar ve sonuglar Tablo 4’de verilmigtir.

3.1.5. Antibiyogramda Kullanilan Antibiyotikler
Calismada kullamlan antibiyotik diskleri Oxoid firmasina ait ticari disklerdir.

Suglarin  antibiyotiklere direnclilik ve duyarhliklarmin tespiti i¢in kullamlan
antibiyotik diskleri ve konsantrasyonlan Tablo 5°de verilmigtir.
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Tablo 4. API ZYM Sistemindeki Enzimler ve Reaksiyon Sonuglari

No ENZIM SUBSTRAT pH SONUC
Pozitif Negatif

1 | Kontrol Renksiz  yada karlsxm
olmadiysa drnek renginde

2 | Alkalin fosfataz 2-naphthyl phosphate | 8.5 | Viyole

3 | Esteraz(C 4) 2-naphthyl butyrate 6.5 | Viyole

4 | Esteraz lipaz (C 8) 2-naphthyl caprylate | 7.5 | Viyole

5 | Lipaz (C 14) 2-naphthyl myristate | 7.5 | Viyole

6 | Leucine arylamidase L-leucyl-2-naphthylamide | 7.5 | Turuncu

7 | Valine arylamidase L-valyl-2-naphthylamide | 7.5 | Turuncu

8 | Cystine arylamidase L-cystyl-2-naphthylamide | 7.5 | Turuncu

9 | Tripsin N-benzoyl-DL-argininc-2-nephtl | 8 5 | Tyruncu

10 | a-chymotrypsin N-glutaryl-phenylalanine-2-naph | 7 5 | Tyruncu | Renksiz

11 | Acid phosphatase 2-naphthy} phosphate 54 | Viyole veya

12 | Naphthol-AS-Blphosphohydrolase | Naphthol-AS-BI-phosphate 54 | Mavi acik san

13 | a~galactosidase 6-Br-2-naphthyl-aD-galactopyra | 5 4 | Viyole

14 | B-galactosidase 2-naphthyl-D-galactopyranosid | 5.4 | Viyole

15 | B-glucuronidase Naphthol-AS-BI- BD-glucuronid | 5.4 | Mavi

16 | a~glucosidase 2-naphthyl-aD-glucopyranoside | 5.4 | Viyole

17 | B- glucosidase 6-Br-2-naphthyl-pD-glucopyran | 5.4 | Viyole

18 | N-acetyl-- glucosaminidase | I-naphthyl-N-acetly- pD-glucosa | 5.4 | Kahverengi

19 | a-mannosidase 6-Br-2-naphthyl-aD-mannopyra | 5.4 | Viyole

20 | a-fucosidase 2-naphthyl-al-fucopyranoside | 5.4 | Viyole




Tablo 5. Caligmada Kullamlan Antibiyotik Diskleri ve Konsantrasyonlari

39

Antimikrobik Madde Sembol Konsantrasyon
Mezlosillin MEZ 75 mcg
Piperasillin PRL 100 mcg
Tikarsilintklavulanik asit ™ 75+10 mcg
Seftazidim CAZ 30 meg
Sefepim FEP 30 meg
Sefiriakson " CRO 30 mcg
Sefotaksim CTX 30 mcg
Sefalotin KF 30 mcg
Imipenem IPM 10 mcg
Aztreonam ATM 30 mcg
Penisilin P 10U
Amikasin AK 30 mcg
Tobramisin TOB 10 mcg
Netilmisin NET 30 mcg
Gentamisin CN 10 mcg
Tetrasiklin TE 30 mcg
Siprofloksasin CIp 5 mcg
Norfloksasin NOR 10 mecg
Kloramfenikol C 30 mcg
Trimetoprim+sulfametaksazol SXT 1.25423.75 meg
Trovafloksasin TVA 10 mcg
Ampisillin AM 10 meg
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3.2. METOT

3. 2. 1. izolatlarmn Teshisi ve Dogrulama Deneyleri

Mugla Universitesi Kiiltlir Koleksiyonundan temin edilen bakteriler Nutrient
broth besiyerinde aktiflestirilerek, Nutrient agar’a inokiile edilmig ve plaklar 24 saat
30°C’de inkiibasyona birakilmigtir. Ureme goriilen plaklardaki bakteriler koloni
morfolojileri, mikroskobik goriinfimleri ve baz fizyolojik dzelliklerine gore sirasiyla
agagidaki testlere tabi tutulmuglardir.

3.2.1.1. Koloni morfolojisi

Bakteriler ilk olarak NB besiyerine inokiile edilmis, 24 saat 30°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. NB besiyerinde aktiflestirilen bakteriler NA besiyerine tek
koloni ekim yapilarak 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Ureme gdsteren
bakterilerin, koloni biiyiikliigi, tipi ve pigment {iretimleri kaydedilmistir. Ayrica bu
kolonilerden lam {izerine yayma preparat hazirlanarak mikroskobik goriiniimleri
kontrol edilmigtir. Bakterilerin bu 6zellikleri Tablo 6’da verilmistir.

3.2.1.2. Oksidaz testi

- Bakteriler bir gece NA besiyerinde geligtirilmigtir. N,N dimetitfenilendiamin
dihidrokloridin % 1°’lik soliisyonu hazirlanarak, kurutma kafidina emdirilmigtir.
Islak kurutma kagidi {izerine, gelisen kolonilerden 6ze ile almarak siiriilmiis ve mor
renk olusumu gozlenmigtir. 5-10 saniyelik bir siire icinde mor renk olugumu
gozlendiginde test pozitif olarak kabul edilmigtir. Ayrica zayif ve negatif reaksiyon
veren bakterilerin kolonilerine oksidaz cubugu (Oxoid) kullamlarak test tekrarlanmig
ve kontrol edilmigtir (Collins, C.H. et al. 1995).
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3.2.1.3. Katalaz testi

Katalaz enzimi olugturan bakteriler hidrojen peroksit (H0»)’i su ve oksijene
aynigtirsrlar. Calismada katalaz testi lam yéatemiyle yapilmistir (Bilgehan, H. 1995).
NA besiyerinde 24 saat gelistirilen bakteri kolonilerinden serum fizyolojik ile lam
fizerinde hazirlanan siispansiyon fizerine %3 H,0, damlatldiinda hava
kabarciklarimin ¢ikmasi pozitif reaksiyon olarak kabul edilmigtir.

3.2.1.4. Sitrat testi

Sitrat kullammim test etmek igin Simmons sitrat agar (Difco) kullamlarak
gizgi ekim yapimis ve inkiibasyondan sonra besiyerinin mavi renge doniiglimii
pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir (Collins, C.H. et al. 1995).

3.2.1.5. DNase testi

Bakteriler, Methyl Green DNase test agara ¢izgi ekim yapilarak 35°C°de 24
saat inkiibe edilmigtir. DNase aktivitesi gdsteren kolonilerin ¢evresinde ¢izgi halinde
bir geffaflagsma ve renkte agilma gdzlenmigtir (Collins, C.H. et al. 1995).

3.2.2. API 20 NE identifikasyon Testi

Suglarin tlr diizeyindeki identifikasyonlari, Enterobacteriaceae familyasi
digindaki Gram negatif basiller icin spesifik olan minyatiirize edilmis biyokimyasal
test kitleri (API 20 NE) ile yapilmigtir.

Bu amagla nutrient broth besiyerinden saf kiiltiirler nutrient agar besiyerine
ekilerek aktif hale getirilmiglerdir. Bu petrilerden 6ze kullamlarak 1-4 koloni daha
Onceden kullanima hazirlanmmg 2 ml’lik % 0.85°1ik steril serum fizyolojik tiiplerine
inokiile edilmiy ve steril mikropipetler kullanilarak 0.5 McFarland bulaniklihiginda
homojen bir siispansiyon hazirlanmigtir. Bu siispansiyondan aym pipetle NO;
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testinden PNPG testine kadar hava kabarcigi kalmayacak sekilde sadece tiip
kisimlarina inokiilasyon yapibmigtir. Daha sonra bu siispansiyondan yaklagik 200u1
AUX Medium’a eklenerek hava ksbarcift olugturmayacak gekilde kargim
saflanmgtir ve bu kangim kalan GLU testinden PAC testine kadar hem tiip hemde
cupule kisimlar dolacak sekilde inokiile edilmigtir. Cupule kisimlarmin konveks ya
da konkav olmamasi, diiz bir gekil almas: saglanmigtir. Son olarak GLU , ADH ve
URE testleri igin anacrobik ortam saflamak amaciyla mikrotiiplerin cupule kisimlart
konveks meniskiis seklinde mineral yag ile doldurulmustur.

Bir tabla ve 'bir kapaktan olusan inkiibasyon kaplaninda nemli bir ortam
saflamak amaciyla Sml distile su petekli yapidaki tablaya dagitsloagtr.
Mikrotiiplerden olugan stripler bu tablalara yerlestirilerek kapaklan kapatiimistir. Sug
numaralan inkiibasyon kutularina yazilarak suslarin karigmasi Snlenmis ve 30°C’de
24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda GLU , ADH, URE, ESC, GEL ve PNPG test sonuglar
kaydedilmigtir. NO; testi igin ise 6nce NIT 1 hemen ardindan NIT 2 ayiraclan
damlatilarak 5dk beklenmis, efer sonug negatif ise 2-3 mg Zn ayirac1 eklenerek 5 dk
sonra tekrar sonug almmugtir. TRP testi icin kuyucuga bir damla James aywraci
damlatifarak reaksiyon sonucu hemen kaydedilmigtir. Asimilasyon testlerinde ise
cupule kismuinda opak renk goriilmesi bakteriyel gelismenin pozitif oldugunun
gostergesidir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda yapilan bu iglemierin ardindan ayirag
eklenen test tiipleri mineral yag ile kapatilarak 24 saat daha inkiibe edilmis ve 48 saat
sonunda sonuglar tekrar kaydedilmigtir. Geligen biitiin reaksiyonlar Tablo 3’e gore
okunmustur. Sonuclar sonug gizelgelerine kaydedilmigtir.

Identifikasyonda tiir tespiti, elde edilen sonuglarm analitik profil indeksiyle
kargtlagtinlmasiyla yapilmaktadir. Analitik profilde bitiin reaksiyon sekilleri
numerikat profil iginde kodlanmig olmalidir. Sonug gizelgelerinde testler 3 testlik
gruplar halinde aynilmuslar ve gruptaki testler 1, 2 ve 4 sayarm kodlayacak sekilde
numaralandirimigtir. Her grup igindeki sonuclara bagh olarak ortaya 7 haneli bir
say: ortaya ¢ikmaktadir. 21. test oksidaz testi olup 4 sayisi ile kodfanmgtir.
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3.2.3. AP1 ZYM Enzim Testi

Suglarin enzimatik aktivitelerinin tespiti i¢in enzimatik aktivitelerin
aragtirilmast igin spesifik olarak minyatfirize edilmis bir sistem olan API ZYM
kullanmimigtsr.

Bu amagla saf olarak nutrient agar besiyerinde geligtirilmig olan kiiltlirlerden,
2 ml’lik % 0.85’lik steril serum fizyolojik tiiplerine inokiilasyon yapilarak 5-6
McFarland bulamkhilifinda homojen bakteri siispansiyonlari hazirlanmigtir. Bu
bakteri siispansiyonundan steril mikropipet kullamlarak her cupule’e yaklagik olarak
65ul inokiilasyon yapulmigtir.

Bir tabla ve bir kapaktan olugan inkiibasyon kaplarinda nemli bir ortam
salamak amaciyla Sml distile su petekli yapidaki tablaya dagitilmustir.
Mikrotiiplerden olugan stripler bu tablalara yerlestirilerek kapaklan kapatilmgtir. Sug
numaralan inkiibasyon kutularina yazilarak suslarin kangmasi dnlenmis ve 37°C’de
4 saat inkiibe edilmigtir.

Inkiibasyon sonunda striplere sirayla bir damla ZYM A ve ZYM B ayiraglan
damlatilmig ve renk degigikliklerinin ortaya ¢ikmas: icin en az 5 dk beklenmigtir.
Renk geligimleri meydana gelen rengin tonuna gore 5 derece iizerinden
degerlendirilmiy, 3 ve iizeri renk dereceleri pozitif olarak degerlendirmeye alinmagtir.
Sonuglarin alinmasimn ardindan stripler 24 saat daha inkiibasyonda tutularak
sonuglar tekrar kontrol edilmistir. Gelisen biitlin reaksiyonlar Tablo 4’e¢ gdre
okunmus ve sonuglar sonug ¢izelgelerine kaydedilmigtir.



3.2.4. Antibiyotik Duyarhliklan :

Antibiyotik duyarhh: epidemiyolojik arastumalarda kullamilabilecek
standart bir ydntem olarak bakteri tipine gore kullamlabilir. Antibiyogramin
standart ve kesin sonuglar saglamasi bu teknigi hastanelerdeki epidemiyolojik
paternlerin zaman ve yerlesim boyutlarinda smiflandirarak analizine ySnlendirmistir.
Bu nedenle antibiyogram, klasik olarak klinikte kullanimina gore oldukg¢a yararlh bir
epidemiyolojik ydntem olarak uygulama ve bu yonde gelisme potansiyeline sahiptir
(Collier, L., et al. 1998).

3.2.4.1. Antibiyetik Duyarhilik Deneyleri :

Elde edilen suglann antibiyotiklere duyarhiliklarmn belirlenmesi amaciyla
disk diflizyon yontemi kullamlmistir (Bauer, A.W., et al. 1966). Kiltiir plagindaki
koloniler &ze ile sivi besiyerine aktarilmigtir. Sivi besiyerindeki kiltiirler 30°C’de
bulaniklik 0.5 McFarland standart bulauklifma ulasincaya kadar inkiibe edilmigtir.
Suslarin bu sivi besiyerindeki kiiltiirleri % 1 (10° bak/ml) oraninda 45-50°C’ye kadar
sogutulmuy Mueller-Hinton Agar’a ilave edilmig ve steril petri kaplarina 15°er ml
dagitilmigtir. Ekim yapilmis agar plaklarma besiyeri ylizeyl kurutulduktan sonra
antibiyotik diskleri steril bir pens ile yerlestirilmistir. Yaklagik olarak 20 dakika
disklerdeki antimikrobiyal etkenin diffiize olmasi beklendikten sonra 37°C’de bir
gece inkiibasyondan sonra disklerin gevresinde olusan inhibisyon zon caplan
Olgiiterek sonuglar mm olarak verilmigtir. Sonuclar NCCLS (The National
Committee for Clinical Laboratory, 1999) standartlarina gbre degerlendirilmistir.

3.2.5. Metallere Direnclilik Deneyleri

Caligma suglariun metallere direnglilik durumlant yarim kuvvetli Nutrient
agar besiyerinde agar diliisyon metodu ile tespit edilmigtir (Washington et al. 1980).
Caligmada yarim kuvvetli NA besiyerinin kullamtmas;, iceriginin yogun olmamasina
baglt olarak galimlan metal tuzlan ile etkilesime girme olasthifmin digiriilmesi
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amaglandigi icin tercih edilmistir. Metal tuzlarmm (AgNO;, CoCh.6H,0, CuSOs.
5H,0, KiCry05, ZnSO4. 7TH20, PH(CH3COO0),. 3H,0, NiCl,. 6H,0, HgCly) 0.005;
0.01; 0.05; 0.1; 0.5; 1; 2.5; 5; 10; 20; 40; 80 mmol I™lik konsantrasyonlarda
soliisyonlart hazirlanmig ve bu metal konsantrasyonlarn 0.22um por ¢apindaki
filtrelerden gegirilerek steril edilmigtir. Besiyerleri bu konsantrasyonlarda metal
icerecek sekilde hazirlanmus ve bu petriler 37°C’de 30 dk bekletilerek besiyeri
ylizeyi kurutulmustur ve 0.1 ml kiiltiir inokiile edilmigtir. Petriler 30°C’de 2 giin
inkiibe edilmigtir. Suglarm iireme g&stermedigi en diigiik metal konsantrasyonu
minimum inhibisyon konsantrasyonu olarak tespit edilmigtir.

Cahligilan suglarin agir metal testleri sonunda AgNO;, CoCly, CuSOs, KoCriO7,
ZnS04, PH(CH;COO),, NiCl; afir metalleri igin 1 mmol I'’lik ve daha yiksek
konsantrasyonlarmda, HgCl, igin ise 0.1 mmol I’lik ve daha yiksek
konsantrasyonlarinda inhibe olmayanlari bu metallere kars: direngli olarak gdz dniine
alinmagtir (Nieto, J.J. et al. 1989; Ugur, A. and Ceylan, O. 2003).

3.2.6. Plazmid Profillerinin Belirlenmesi

Tiim bakterilerin plazmid profilleri modifiye edilmig hot alkali lizis (Foght,
I M. et al. 1996) plazmid ekstraksiyon yOntemiyle saptanmugtir (Kieser, T. 1984). Bu
yontemde kullamlan ¢6zeltiler sunlardir.

1. Eritme tamponu
0.3 M sukroz
25 mM Tris
25 mM Sodyum EDTA
pH 8’e ayarlanir ve tampon steril edilir.

2. Eritme soliisyonu
0.3 N NaOH
% 2 SDS
Hazirlandiktan sonra bir hafta icinde kullanilmahidir.
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. Potasyum asetat soliisyonu
5 M potasyum asetat 60 mi
Glasiyal asetik asit 11.5ml
Distile su 28.5 ml

pH’1 4.8’¢ ayarlanir ve filtreden gegirilerek steril edilir. 4°C’de saklanir.

. Fenol-kloroform karigmu
Fenol kristalleri 5g
Kloroform 5mi
8-hydroxy-quinoline 5 mg
Distile su I'ml

. TAE tamponu

40 mM Tris

20 mM Sodyum asetat

2 mM EDTA

Distile su (1000 ml)

pH glsiyal asetik asit kullanilarak 8.1°¢ ayarlamir. Kullamm igin stok
cozelti 10 kere sulandiribir.

. Agaroz

. Jel yikleme ¢ozeltisi

% 0.05 bromfenol mavisi
% 40 sukroz

0.1 MEDTA (pH : 8.0)
% 0.5 SDS

. Ethidium Bromide ¢ozeltisi
Ethidium Bromide 100 mg
Distile su 10 ml
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Bu hazirlanan siv1 ve g¢ozeltilerle agagidaki yonteme gore plazmid profilleri
saptands.

3.2.6.1. Plazmid Profillerini Belirleme Yontemi

1. Test edilecek bakteri 5 ml nutrient broth i¢inde bir gece 30°C’de tiretilir.

2. Kiiltitrlerden 1.5 mi alinarak ependorf tiiplerine aktariitr. Tiipler 13.500
rpm’de 2 dk gevrilir, dstteki siv1 titmiiyle dokiiltr.

3. Bakteri ¢ozeltisi tizerine 500 pl eritme tamponu ilave edilir, kariim iyice
siispanse edilir. Oda 1s1sinda (yaklagik 22°C) 5 dk bekletilir.

4. Bu kangimm iizerine 250 pl eritme soliisyonu ilave edilir ve iyice
kanigtinlarak viskoz bir yap: haline gelmesi beklenir. Eger karigim tam homojen
olmay1p viskoz bir hale gelmediyse, isleme daha az pellet ile yeniden baglanmahdir.

5. Tipler 55°C’lik su banyosunda 20 dk tutulur.

6. Toplerin oda 1sisina gelmesi beklendikten sonra 500 pl potasyum asetat
solfisyonu eklenir. Once elle sonra vorteks kullanmilarak kangtmlir. 10 dk buzda
bekletildikten sonra 13500 rpm’de 3 dk santrifiij edilir.

7. Siipernatant yeni bir tiipe almir. 250 pl fenel-kloroform eklenir ve 30
sanjye vortekslenerek iyice kangtinbir. 13500 rpm’de 3 dk oda isisinda santrifiijlenir.

8. En iist faz yeni bir ependorf tipiline alinir. Alt ve arafaz atilir, Arafazdan
diger tiipe almamak igin dikkatli olmalidir.

9. 250 pl kloroform eklenir ve iyice kangmas: saglanir.

10. 13500 rpm’de 2 dk santrifiijlenir ve ist faz hacmi dlglilerek yeni bir
ependorf tiipiine alimr.

11. 0.1 hacim 3 M sodyum asetat (pH : 7.0)eklenir ve kangtirilir.

12. 2 hacim % 95’1k alkol (-20°C°de) eklenir ve kangtirihr.

13. -20°C’de bir gece ya da -70°C’de 30 dk bekletilerek DNA ¢oktiiriiliir.

14. 13500tpm’de 15 dk, 4°C°de santrifiijlenir. Pelletin yerinin belirlenmesi
i¢in tiim ependorflar aym sekilde yerlestirilir. Stipernatant dikkatlice dokiiliir.

15. Pellet %70’lik alkol (-20°C’de) Iile iyice calkalanir. 13500 rpm’de 5 dk,
4°C’de santrifiijlenir. Siv1 kisim dikkatlice dokiilerek pellet kismi alinir.,



68

16. Hava akim olan bir ortamda geri kalan etanoliin ugmast ve pelletin
kurumas: saglanir.

17. Kuruyan pelletin {izerine 25-50ul 10mM Tris, ImM Sodyum EDTA
kangmm eklenerek pellet ¢oziiliir. 10 ul yiikleme ¢ozeltisi ile kangtiritarak her
defasinda 2-3 jel yiiriitmeye yetecek kadar materyal saglanmis olur.

18. Kangim dnceden hazirlanmig ve ethidium bromide (0.5ug/ml) eklenmig
%0.7’lik agaroz jeldeki gukurlara pipet ile konur.

19. 1XTAE igindeki jelde 90 volt, 50 mAmper akimda 3-4 saat yiir{itiiliir.

20. Yiirfitme sonunda jel, UV. transilluminatdr (model LMS-203, UVP,
Inc.,Upland,CA,USA) iizerine konularak plazmid bantlan goriiliir ve Polaroid MP4
fotograf makinesi ile ethidium bromide filtresi kullamlarak, 667 tip polaroid filmler
ile fotograflanir.

~

3.2.6.2. Plazmidlerin Bilyiikliiklerinin Saptanmas

Calisilan suglardan izole edilen plazmidlerin biyiikliiklerinin saptanmasinda,
molekiiler biiyfikliikleri bilinen cccDNA marker’laninin elektroforetik hareketlilikleri
ile, biiyikliiklerinin logaritmalart arasinda belirlenen dogrusal iligkiden
yararlamlmigtir. Marker ccc DNA molekiillerinin agaroz jel fotograflan {izerinde
Slgiilen g¢ araliklan ile bilinen biiyiikliiklerinin logaritmik degerlerine bagh olarak
kurveleri gikariimig, istatistik analizlerle her farkh jel icin korelasyon katsayist ve
kurvenin egimi belirlenerek, bakterilerden izole edilen plazmidlerin biiyiikliikleri
saptanmigtir.

Her jelde ters logaritmik oranlardan plazmidlerin biiyiikliklerinin
hesaplanabilmesi i¢in referans plazmid olarak DNA loader supercoiled (SIGMA D-
5292) kullamlmigtir. Bu markerda bulunan plazmid DNA’larin molekiiler agirliklan
(kb olarak) sunlardir ; 16.210, 14.174, 12.138, 10.102, 8.066, 7.045, 6.030, 5.012,
3.990, 2.972, 2.067.
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Kurvenin egimi (I) = E-(G.C) / B(G.A)
Korelasyon katsayis1 (J) = E~(G.C) / V[D~(H.C)1.[B<(G.A)]
Molekiiler Biiytiklik (W) = Antilog;o[L.(0-G)+H]

X = Marker DNA molekiillerinin agaroz jel lizerindeki go¢ aralii (mm).
Y = Marker DNA molekiillerinin biytikligi (kilobaz).

A=X;j+X+ X3 v X

D ol Ll €O X

C =logyoy1 + logioyz + logioys + logio¥a
D = (logioy1)” + (10810¥2)" + (081075 +erevrennererersessresmsssnens + (logioyn)*
E =X. (logioy1) + X3. (Iogioy2) + Xa. (JOZ10Y3) <ecrremcerneneens + Xa(logioyn)

G = Ortalama X = A/N
H=Ortalama Y =C/N
a= Molekiiler biiyiikliizii bilinmeyen plazmidin jel {izerindeki gb¢ii (mm).

3.2.7. Proteinlerin Molekiiler Afrhklarmm Belirlenmesi

Caligmada kullanidan suglarin toplam hiicre proteinlerinin izolasyonu Pot ve
ark. metoduna gore elde edilmis olup (Pot, B. et al. 1994), proteinlerin molekitler
agirbklarma gGre ayurmm Sodyum dodesil siilfat- Poliakrilamid jel elektroforez
(SDS-PAGE) teknigi ile Laemmli’ye gore yapilmigtir (Laemmli, UK. 1970). Bu
teknikte kullamilan tamponlar ve hazirlamslar agaida verilmistir.

1. Resolving jel (Aymrici Jel) (%10°luk)

ACEYL-BISACEY] (%30).cvermeesreeeeereeseessssseseesssessseees 11.56 mi
dd.su e 14.26 ml
1.5M TriS. HCLPH : 8.6).cveeeeeeeesersssessesreresmsenens 8.66 ml

Amonyum persulfat (APS) % 10°huk .........ccoeevvnene 173.4 ul



. Stacking Jel (Yigma Jel) (% 4°lik)

Acryl-Bisacryl (9% 30).....ccoveevirecericenreenaresraisenns 1.64 ml
dd.su........ seesteesuresintnsessansstaasaae e e sa et son et e aresssas 5.86 ml
0.5M Tris.HCL(PH : 6.8)......cconuviciremmniinccnnieranns 2.5ml
Amonyum persulfat (APS) % 10°1uk .........cconn..... 60 ul
TEMED 10wl

. Running buffer (Kosturma Tamponu)

THZMA-DASC.....ceeetirereiiriiricicisesicceesssestsssene 121g
Glisin........... 576 g
SDS et sebe st es et anane 1.0g
Saf Sl.cccveiricrinnsnrarseeranrsesmansssssssnesssusessesssonesssssares 1000 ml

. Sample Buffer (Ornek Tamponu) (pH : 6.8)

0.062 M Ttis-HCl..coomvecreerccccercsnivesnns 075¢
2-merkapto etanol 5ml
GHSEIOL.....ecveeererecsreitrte et seenssenns 10 ml
Brom fenol mavisi (kristal) 1 mg
SAfSU oovrersiisenricner e 100 ml.

. Staining Solution (Boyama Soliisyonu)

Coomassie Brilliant Blue R 250 .......c..covevvvenevnne 15g
Izopropil alkol ... 250 mi
ASEtK @SH ...cooverereeieeecreecee e eeesenensennees 100 ml
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6. Destaining Solution (Boya Cikarici Soliisyon)

[ZOpropil AlKOL .....ccoveereeeeeceeencreseeesescenesenseassesaee 250 ml
ASEHIK 8Sit .o erareeanes 100 ml
Saf'su ..oovenenn 650 ml

3.2.7.1. Total Hiicre Proteinlerinin Izolasyonu

1. Caligilan suglar inki{ibasyon siiresini tamamladiktan sonra 5000
rpm’de 15 dk santrifiij edilir ve siipernatant kismi uzaklagtinilir,

2. Elde edilen pellet % 0.8 sodyum kloriir igeren sodyum fosfat buffer
(0.01 M, pH 7.3) ile 2-3 kez yikamr. Mukus iireten suglar daha fazla miktarda
sodyum fosfat buffer ile siispanse edilerek (20 ml buffer, 100 mg yas hiicre gibi)
polisakkarit tiirevi yapilar uzaklagtiritir.

3. Yikama iglemi 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek gergeklestirilir.
Pelletin fizerine son olarak sodyum fosfat buffer eklenir ve buzlu ortamda 45 sn
sonikasyon iglemine tabi tutulur. Burada sonikasyon igleminin amac: yiiksek ses
titregimi ile bakteri hiicre duvarimin pargalanmasidir. Buzlu ortam ise isinmay:
engellemek icin kullanilmaktadir. Bu asamadaki 1sinma hiicre proteinlerinin yapisim
bozacaktir.Tekrar 5000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir ve siipernatant uzaklagtirihr.
Boylece pellet yikanmug ve besiyeri kalintilarindan armdinilnng olur.

4. Pellet tizerine 0.9 ml sample buffer (Srmek tamponu) eklenir ve
vorteksle sfispansiyonun iyice karigmas: saglanmir. Protein Srnekleri 1.5 ml’lik konik
uclu ependorf tiiplerine alinmgtir.

5. Siispansiyonun iizerine 0.1 ml % 20 SDS c¢dzeltisi eklenir ve
karigmasi saglamr,

6. Hiicre siispansiyonu 95-100°C sicakliktaki kaynar suda 10 dakika
bekletilir.

7. Stispansiyon 10.000xg’de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatant
yiikleme iglemine kadar -20°C’de saklanir.
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8. Elde edilen protein 6mekleri %10°1luk SDS-PAGE’de kosturulmustur,
Yiikleme haricinde geri kalan Srnekler - 20°C’de saklanmugtir.

9. Protein Srnekleri ile birlikte her jelde 116.0, 66.2, 45.0, 35.0, 25.0,
184, 14.4 kDa molekiiler agurhifina sahip 7 saf protein bandi igeren protein
molekiiler agirlik marken (MBI Fermentas, SM 0439) yiklenmis ve elde etmis
oldufumuz protein Srnekleri ile birlikte kosturulmustur.

3.2.7.2. Jel Elektroforezin Yapilisi

1. Aparatin camiar1 (0.75mm x 16cm x 21cm) alkolle iyice temizlenip
kurulandiktan sonra spacer yerlegtirilir. Islem sonunda spacer, 2 cam arasinda kalir

ve arada bogluk olugmasim saglar.

2. Aparat hazirlandiktan sonra Snceden hazirlanmg olan % 10’luk ayirics
jel (resolving jel) iki cam arasma dokiiliir. Burada jelin hava ile temasin kesmek igin
fizeri tamamen saf su ile doldurulur. Jelin polimerize olmas: i¢in yaklagik 30 dk
beklenit.

3. Resolving jel polimerize olduktan sonra {izerindeki saf su bogaltilir ve
bunun yerine % 4’lik y1gma jel (Stacking jel) ilave edilir. Bu islemden sonra yigma
jel igerisine plastik tarak yerlegtirilerek Srnek proteinlerin yilklenecedi cukurluklar
hazirtanir.

4, Jel polimerize olduktan sonra taraklar ¢ikanlir ve gukurluklarin igi
kosturma tamponu (Running buffer) ile yrkantr,

5. Elektroforez tankinin i¢ide running buffer ile doldurulur ve hazirlanan
protein Ornekleri jel gukurluklarma yiiklenir. Tiim bu islemler esnasinda jellerin
iginde ve arasinda hava kabarciklarmin olmamasina dikkat edilir.



73

6. Yiiklenmig Ornekler 100 Volt , 25 miliamperde elektroforeze tabi
tutulur. Daha sonra izleme boyasina bakilarak jelin altinda 1.5 cm mesafe kalinca
elektroforez durdurulur.

7. Elektroforezden sonra jel camlarm arasmdan dikkatlice ¢ikarilarak
boyama soliisyonunda (Staining solution) bir gece bekletilir.

8. Ertesi giin boya g¢ikaric: soliisyona (Destaining solution) alimr. Bu
soliisyonda da bir gece bekletilir. Bu iglemlerle jelin boyasinm ¢ikarilarak protein
bantlarmin goriiniir hale gelmesi saglamir. Protein bantlari tamamen goriiniir hale
gelince jelin fotografi ¢ekilir ve olugan bantlar marker bantlar1 veya biribirleriyle
karsitagtirihir. Bdylece bantlar arasindaki benzerlikler ve farkhiliklar tespit edilir.
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4. BULGULAR

Mugla Ili simirlarinda bulunan Yuvarlak¢ay’dan yakalanan yilan bahig:
(Anguilla anguilla L., 1758) Omeklerinin  derilerinden izole edilmig ve
onidentifikasyon testleri yapilarak Mugla Universitesi Kiiltiir Koleksiyonuna alinmis
40 adet non-fermentatif Gram negatif bakteri caligmaya alinmigtir.

Bu bakterilerin koloni morfolojileri incelenerek, pigment tGretimi, oksidaz,
katalaz ve DNase testleri yapilmigtir (Tablo 6). Bu bakterilerin difer biyokimyasal
testleri API 20NE test kitleri ile yapilmis ve bu testlerin sonucunda galigmaya alinan
40 bakterinin 28 adedinin Pseudomonas ve Pseudomonas genusu ile iligkili genuslara
ait oldugu tespit edilmigtir. Calisma bu agamadan itibaren 28 bakteri ile devam
etmistir. Bu bakterilere uygulanan API 20 NE test kitleri ile yapuan identifikasyon
sonuglart Tablo 7°de, APl ZYM enzim testlerinin sonuglant ise Tablo 8’de
verilmigtir.

Calismaya alinan suglarin, NCCLS standartlari gbzoniine alinarak segilmis olan
gesitli antibiyotiklere duyarlibiklan incelenmis, bulunan inhibisyon zon ¢aplan
Tablo 9 ve Tablo 10°da verilmigtir. Bu inhibisyon zon ¢aplarina gdre suglarin
antibiyotiklere olan duyarlilik ve direnclilik durumlar,, NCCLS standartlarina
gore degerlendirilmis ve Tablo 11 ve Tablo 12°de verilmigtir (NCCLS, M100-
$9, 1999).

Suslarin agir metallere direnglilik diizeyleri ise minumum inhibisyon
konsantrasyonlart (MiK) seklinde Tablo 13°de verilmigtir. Bu konsantrasyonlara
bagli olarak direng durumlan Tablo 14°de gsterilmistir.

Caligilan suglann  plazmid profilleri Foght ve ark. tarafindan modifiye
edilmis Kieser, T (1984)’in metodu ile ¢ikanimigtir. Suglarn tasidig: plazmid sayisi
ve plazmidlerin molekiiler afirliklar Tablo 15°de verilmigtir.



Tablo 6. Calisilan Suslarin Koloni Morfolojisi ve Baz1 Fizyolojik Ozellikleri
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Koloni ¢ap: | Koloni tipi Pigment Oksidaz Katalaz DNase
Sus No firetimi
MU 18 3-4 mm S tip - - + +
MU 23 2-3 mm S tip - - + +
MU 25 1 mm S tip - + + +
MU 52 2-3 mm S tip - + + +
MU 53 2-3 mm Stip - + + +
MU 56 2-3 mm S tip - - + +
MU 58 2-3 mm R tip - - + +
MU 63 2-3 mm S tip - + + +
MU 64 1-2 mm S tip - + + +
MU 65 2-3 mm S tip - + + w
MU 66 1-2 mm S tip - + + W
MU 67 1-2 mm S tip + + + -
MU 69 2-3 mm S tip - X - +
MU 70 3-4 mm R tip 4 + + -
MU 73 1-2 mm S tip - + + w
MU 75 2-3 mm S tip L + + W
MU 83 4-5 mm S tip - + + w
MU 87 3-4 mm S tip - + + +
MU 94 1-2 mm S tip - + + +
MU 96 1 mm Stip - - + +
MU 97 2-3 mm S tip - + + +
MU 99 2-3 mm Stip - + + +
MU 136 1-2 mm S tip - + + w
MU 137 1-2 mm S tip - - + +
MU 139 3-4 mm R tip - + + +
MU 140 1-2 mm S tip + + + -
MU 141 1-2 mm S tip + + + -
MU 145 1-2 mm S tip + + + -

(-) : Negatif reaksiyon
(+) : Porzitif reaksiyon
(w): Zay:f reaksiyon
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Tablo 7. API 20 NE Identifikasyon Kitleriyle Yapilan Biyokimyasal Testlerin
Sonuglari

N |T {G |A {U {(E |G (P (G A MM MIG |C |A |[M|C P |O

O;|{R |L |P (R |S {E [N |L N [A A [N [A|D |L I (A [X
Sus no P |[U|H |E |C |L |G |U E |N L |T {P T |T |C
MU66 [+ |-|-|+|-1-1+]|-|+|+]F]|+]|+]-]|+|+]|-|+]|+]-|+
MU75 [+ |-|-|+]|-|-|+]-+]-|+|[+]F]|-|F]|F]-1+]|F+]-]|+
MUSB7 |- |-|-f+|-]-]-|-|+|+]|+]|F|[+]|F]|+|+|+]|+]|+]|+]+
MU97 || -|-{+l-t--{-]++][+[+I+[+[F]+][+]|+]|+|+]+
MU73 |||+ -]-|-|=|+|+]-]-1-4-{+|+]-|+]+[+]+
MUS3 |[.|-|-|+|-|-|-|-[+]+]|-|-]-|-|+|F+]-|+]+]|+]|+
MUI39 [ |-+ -|=t-|-|+|-1-]-|-]-|+|+]-|+]+]+]|+
MU0 |+ |-f-]-{-]-|-1-[|+]-|-|+]F]|+|+]F]-|+]|+|-|+
MUI8 [+ | -|+|-]-|+]-|+|+]|+|+|+]|+]+]|+]-|-|+|+]+]-
MUS6 |+ |- |+|-|-{+|-{+[+][+F]+|[+][F]|+][F+]|-|-|+]|F+][+]-
MU5S8 [+ |- [+|-[-|+|-|+|+|F+|+{F|+{+{+]|-|-|F]|+]|+]-
MU65 |+ |- |- |+|-|+|+]+]+]+]+]|+|+|+]+]-1-[F][+]-]+
MU9 |+ |-|+|-|-|+]-|+|+]|+]+]F|+]|+|+]-|-]|F]|+]+]-
MU23 [+ |-|-|-|-|+|+|+]F+]-|F]=-]F|+]-]1+]-]F+]|+]-]-
MU25 [ -f-|-f-|+l++|+|-1+]-1+]F+|-]-|=-|F|+]-]+
MUS2 |-l -l+]+]++]-{F]-{F{+]-f-]-|F]+]-|+
MUS3 [+ |-|=-|=-|-|+|+]+]+]|-]+]-|F]|+]|-|-]-{F|+]|-|+
MU63 |- |-|-|-|-[+[+|+|+]|-1+]-1+|F+|=-]|-|-|F|+]|~]+
MU64 |+ |- -|-|-|+]+|+]|+H]=~|+]|-|F+|F]-|-|~|F]|F]-]T
MU6 |- |- |-|-|-|+|+]+|+]|-|+| -]+ +]-|-|-|+]|+]-]-
MU9% [+ -(-|-{-[+I+[+[F+[-|F]|-|+]{+||+]-[+]|+]-]+
MUY [+ |- -|-|-|+[+[{+[F+]-|+]-|F+|+]|-|F]|-{+|+]|-(|+
MUI36 | .|| -]+ +|+]+|-|F]-|F+]|+]-|-]~|F+]F+]-]+
MU37 | C o] - ==+ +[+]+]-]|F]-|+]+]-|F]-{+]+]-]-
MU67 |+ -] -+~ +]|+|+]|F+]-fF|+]-f=-|=]=]-]-]+
MUMS |+ - al ] =+ F =]t |+]-1-1-1=-]-|-|+
MU0 [ o cf |-+~ -|=-1=-1-]-1-|+]-]|-1+
MUI41T .- -] =f+]~|~]=|=]~]-]=-l=0=}=lwlald+]{-]=]+

{-) : Negatif reaksiyon

(+): Pozitif reaksiyon

NO; : Potasyum nitrat, TRP : Triptofan, GLU : Glukozdan asit firetimi , ADH : Arginin, URE : Ure,
ESC : Eskitlin, GEL : Jelatin, PNPG : p-nitrofenil-B-D-galaktopiranosit, GLU : Glukoz kulanum,
ARA : Arabinoz, MNE ; Mannoz, MAN : Mannitol, NAG : N-asetil glukozamin, MAL : Maltoz,
GNT : Glukonat, CAP : Kaprat, ADI : Adipat, MLT : Malat, CIT: Sitrat, PAC : Fenil asetat,
OX : Oksidaz.
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MU 66

MU 75

MU 87

MU 97

MU 73

MU 83
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MU 23

MU 25

MU 52
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MU 63
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MU 69

MU 94
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MU 136

MU 137

MU 67

MU 145
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MU 141

Negatif sonug

.
.

{(+) : Pozitif sonug

¢

N : Normal



Tablo 9. Suslarin Bazi Antibiyotiklere Kargi1 Gésterdikleri inhibisyon Zon Caplari

Inhibisyon Zon Caplar1 (mm)
Sus No MEZ | PRL | TIM | CAZ | FEP {CRO |[CTX | KF | IPM {ATM| P
MU 66 8 25 - - 15 - - - 13 12 -
MU 75 10 28 - - 12 - - - 14 12 -
MU 87 13 - - 22 25 9 - - 29 14 -
MU 97 15 12 - 18 18 10 - - 22 - -
MU 73 15 - 10 17 15 - - 16 15 -
MU 83 15 18 - 13 20 29 - 22 - -
MU 139 15 10 12 17 16 - - 25 16 -
MU 70 11 16 26 - 9 18 9 - 37 - -
MU 18 10 10 19 20 23 14 13 - 17 12 -
MU 56 11 12 18 - 14 13 10 - - 14 -
MU 58 12 12 19 - 14 14 12 - - 14 -
MU 65 11 13 - 10 14 9 - - 40 12 -
MU 96 12 - 20 22 27 14 10 - 18 17 -
MU 23 - - - - - - - - - - -
MU 25 - - - - - - - - - - -
MU 52 - - 9 - 9 - - - - - -
MU 53 11 13 - 10 14 9 - - 40 9 -
MU 63 - - - - 9 - - - - - -
MU 64 - - - - - - - - - - -
MU 69 - - - - - - - - - - -
MU 94 - - - - - - - - - - -
MU 99 - - - - - - - - - - -
MU 136 - - - - 11 - - - - - -
MuU 137 - - - - - - - - - - -
MUG67 | 30 | 11 | 21 | 19 | 20 | NT | - | 20 | 35 | i3 | 15
MU 145 30 20 26 23 21 NT 15 22 38 17 17
MU 140 32 NT | NT 12 NT [ NT | NT | NT 54 - NT
MU 141 30 NT | NT 10 NT | NT | NT | NT 50 - NT

78

MEZ : Mezlosilin (75 mcg), PRL : Piperasillin (100 mcg), TIM : Tikarsilin+klavulanik asit
(75+10 meg), CAZ : Seftazidim (30 mcg), FEP : Sefepim (30 mcg), CRO : Sefiriakson (30 mcg),
CTX : Sefotaksim (30 mcg), KF : Sefalotin (30 mcg), IPM : Imipenem (10 mcg), ATM : Aztreonam
(30 meg), P : Penisilin (10 U).
NT : Denenmedi.
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Tablo 10. Suslarin Baz1 Antibiyotiklere Karg1 Gosterdikleri Inhibisyon Zon Caplan

Inhibisyon Zon Caplar1 (mm) .
Sus No AK | TOB | NET | CN TE CIP |[NOR| C SXT | TVA | AM
MU 66 19 25 29 24 (20 38 33 8 11 [NT -
MU 75 25 27 31 23 {20 35 34 15 13 |NT -
MU 87 22 23 25 18 22 25 31 - ~ INT -
MU 97 20 21 24 18 |16 20 25 - - |NT -
MU 73 20 21 19 17 |16 18 23 - - |NT -
MU 83 17 16 21 18 |13 21 30 9 - INT 9
MU 139 20 22 18 16 |16 20 22 - - |INT -
MU 70 22 20 29 20 {20 25 26 - 14 [NT -
MU 18 14 15 15 14 14 16 20 17 21 |NT -
MU 56 11 15 19 11 |16 15 18 18 24 |NT -
MU 58 11 16 19 12 |15 15 18 17 23 |NT -
MU 65 17 18 20 15 |25 20 15 14 24 |NT -
MU 926 14 15 17 13 20 22 16 - INT 9
MU 23 - - - - 9 21 15 13 19 |23 -
MU 25 - - - - 10 20 12 14 25 |23 -
MU 52 - - - - 11 20 13 13 24 (24 -
MU 53 17 18 20 15 (25 20 15 14 24 (18 -
MU 63 - - - - 11 20 13 13 30 |23 -
MU 64 - - - - |9 20 14 12 14 |20 -
MU 69 - - - - |- 21 13 13 15 [22 -
MU 94 - - 8 - 13 22 10 11 31 |25 -
MU 99 - - - - 11 25 9 11 14 |29 -
MU 136 10 11 13 - 15 23 15 16 28 |29 -
MU 137 - - - - 11 20 13 12 25 |25 -
MU 67 - - - - 10 9 21 20 - |NT 15
MU 145 23 22 25 22 113 11 - 28 - |NT 19
MU 140 NT NT NT 30 |35 34 NT 9 32 |NT 23
MU 141 NT NT NT 35 (38 40 NT | NT 35 |NT 30

AK : Amikasin (30 mcg), TOB : Tobramisin (10 mcg), NET : Netilmisin (30 mcg),
CN : Gentamisin (10 mcg), TE : Tetrasiklin (30 mcg), CIP : Siprofloksasin (5 meg),
NOR : Norfloksasin (10 meg), C : Kloramfenikol (30 meg), SXT : Trimetoprim+sulfametaksazol

(1.25+23.75 meg), TVA : Trovafloksasin (10 meg), AM : Ampisillin (10 mcg).

NT : Denenmedi.
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Tablo 11. Suglarn Standart Inhibisyon Zon Caplarina Gore Antibiyotiklere Olan
Direnclilik ve Duyarhiliklart

SusNo | MEZ

2
0O
S
3

CRO

@’
>
g
<

ATM

MU 66
MU 75

MU 87

MU 97

MU 73

MU 83

MU 139

MU 70
MU 18

MU 56

MU 58

MU 65

MU 96

MU 23

MU 25

MU 52

MU 53

MU 63

MU 64

MU 69

MU %4

MU 99

MU 136

MU 137

MU 67
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MU 140
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w w w w ® o R A R R v w R R wn v ® R e v el v J® R
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I R B BT B B Bt e B B Bt 1 B B Bt ] Y T R B R Y I BT
213 3 3| ®| = w mom ol m|om| om| m| m] o m R R R R R R R R R R

MU 141 NT | NT NT NT

4
~3

MEZ : Mezlosilin (75 mcg), PRL : Piperasillin (100 mcg), TIM : Tikarsilin+klavulanik asit
(75+10 mcg), CAZ : Seftazidim (30 mcg), FEP : Sefepim (30 mcg), CRO : Sefiriakson (30 mcg),
CTX : Sefotaksim (30 mcg), KF : Sefalotin (30 mcg), IPM : Imipenem (10 mcg), ATM : Aztreonam
(30 meg), P : Penisilin (10 U).

R : Direngli, S:Duyarli, NT : Denenmedi.



Tablo 12. Suslarin Standart Inhibisyon Zon Caplarina Gére Antibiyotiklere Olan
Direnglilik ve Duyarhliklar:
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Sug No

TOB

:

5
s

0
S

g
~

7]
s

g

MU 66

Z,
=

MU 75

Z
ouc

MU 87

MU 97

MU 73

MU 83

MU 139

3 3 3 3 3

MU 70

MU 18

3

MU 56

MU 58

MU 65

MU 96

MU 23

MU 25

MU 52

MU 53

MU 63

MU 64

MU 69

MU 94

MU 99

MU 136

MU 137

MU 67

MU 145
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MU 141

Eéwwwwxwwww:nwwwwwwwwwwmwmwww%

NT

NT

I T R I T T R B T T BT Y BT ] I ) B Y B Y Y R
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AK : Amikasin (30 mcg), TOB : Tobramisin (10 meg), NET : Netilmisin (30 meg),
CN : Gentamisin (10 meg), TE : Tetrasiklin (30 mcg), CIP : Siprofloksasin (5 mcg),
NOR : Norfloksasin (10 mcg), C : Kloramfenikol (30 meg), SXT : Trimetoprim+sulfametaksazol

(1.25+23.75 meg), TVA : Trovafloksasin (10 meg), AM : Ampisillin (10 meg).

R : Direngli, S ; Duyarh, NT : Denenmedi.
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Tablo 13. Suglarin Agir Metallere Karst Gosterdikleri Minimum inhibisyon
Konsantrasyonlar

NiCl,. | ZnSOy. | PB(CH;COO),. | CoCly. | CuSO,. | KoCry0, | HgCl, | AgNOs
6H,0 | 7TH,O0 | 3H,0 6H,O | SH,O
Sus No Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (mmol™)

MU 66 0.5 1 10 0.05 0.1 0.5 0.005 0.005
MU 75 0.1 1 5 0.05 0.1 0.1 0.005 | 0.005
MU 87 0.5 5 2.5 0.1 0.5 0.5 0.05 0.05
MU 97 0.5 2.5 2.5 0.1 0.5 0.5 0.05 0.01
MU 73 0.5 20 2.5 0.25 1 0.5 0.01 0.01
MU 83 0.5 20 2.5 0.25 1 0.5 0.01 0.05
MU 139 0.5 5 2.5 0.25 025 0.25 0.01 0.1
MU 70 0.5 1 5 0.1 0.5 i 0.005 0.005
MU 18 0.5 10 25 0.25 1 0.25 0.01 0.01
MU 56 0.5 20 5 0.1 0.5 0.5 0.01 0.005
MU 58 0.5 20 5 0.1 0.5 0.5 0.01 0.005
MU 65 0.1 10 5 0.1 0.5 0.5 0.005 | 0.005
MU 96 0.5 20 2.5 0.5 1 0.5 0.05 0.01
MU 23 0.5 10 5 0.1 1 0.5 0.005 | 0.005
MU 25 1 20 10 0.1 1 0.5 0.01 0.005
MU 52 H 20 5 0.1 1 0.5 0.01 0.05
MU 53 1 20 5 0.1 1 0.5 0.01 0.005
MU 63 1 20 5 0.1 1 0.5 0.01 0.005
MU 64 1 20 10 0.1 1 0.5 0.005 0.005
MU 69 1 20 5 0.1 1 0.5 0.01 0.005
MU 94 0.5 20 25 0.25 1 0.5 0.05 0.05
MU 99 0.5 10 2.5 0.5 25 0.5 0.05 0.1
MU 136 1 20 5 0.1 1 1 0.01 0.005
MU 137 1 20 5 0.1 1 0.5 0.01 0.005
MU 67 0.5 0.5 0.5 0.1 0.5 0.5 0.005 | 0.005
MU 145 0.5 10 5 0.1 0.5 0.1 0.005 0.005
MU 140 2.5 20 10 2.5 1 0.25 0.1 1
MU 141 0.5 20 5 2.5 25 25 0.05 2.5

NiCL. 61,0 : Nikel kloriir, ZnSQ4. 7H,0 : Cinko stilfat, Pb{CH;COO),. 3H,0 : Kursun asetat,
CoCl,. 6H,0 : Kebalt klortir, CuSO,. SH,0 : Bakir silfat, K,Cr,0, : Potasyum kromat,
HgCl; : Civa klorilr, AgNQ; : Giimilg nitrat.
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Tablo 14. Suglarin Agir Metallere Karsi Gosterdikleri Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlarina Gére Direnclilik ve Duyarhiliklarimin Durumu

NiCl,. | ZnSO,. | PB(CH;COO)s: | CoCl,. | CuSO,. | KyCry0; | HgCl, | AgNO;
Sus No 6H,O0 | 7TH,0 | 3H,0 6H,0 | SHO

MU 66 S S

MU 75

MU 87

MU 97

MU 73

MU 83

MU 139

MU 70

MU 18

MU 56

MU 58

MU 65

MU 96

MU 23

MU 25

MU 52

MU 53

MU 63

MU 64

MU 69

MU 94

MU 99

MU 136

MU 137

MU 67

MU 145

MU 140
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) W ] v w» v W vl v »n v K v wnl vl vl v K v vl v v Y Y Y Y L
o ow wl w m R w R R R | x| m| m] e m| vl v v R v v R R v v e
wl W ol wn v vl »l vl vl vl oyl vl vl v v Y Y Y ] W W W W B | vl B »
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NiCl,. 6H,0 : Nikel kloriir, ZnSO,. 7H,O : Cinko stilfat, Pb(CH;COO),. 3H,0 : Kuryun asetat,
CoCl,. 6H,0 : Kobalt klortr, CuSO,. 5H,O : Baksr siilfat, K,Cr;0, : Potasyum kromat,

ng]z : Civa klorlit, AgNQ; : Glimiig nitrat.

R : Direngli, 8: Duyarh.
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Tablo 15. Caligilan Suslarin Plazmid DNA Profil ve Molekiiler Agirliklan

Suglar

Plazmid Profilleri

Molekiiler Aguhk (kb)

P fluorescens (MU 66)

P fluorescens (MU 75)

P fluorescens (MU 87)

21.59, 12.68

P_fluorescens (MU 97)

P.putida (MU 73)

P.putida (MU 83)

P.putida (MU 139)

P.stutzeri (MU 70)

C.luteola (MU 18)

C.luteola (MU 56)

C.luteola (MU 58)

C.luteola (MU 65)

C.luteola (MU 96)

S.maltophilia (MU 23)

S.maltophilia (MU 25)

S.maltophilia (MU 52)

13.86, 6.24, 5.71, 2.35, 0.89

S.maltophilia (MU 53)

S.maltophilia (MU 63)

6.24,2.57

S.maltophilia (MU 64)

-

S.maltophiiia (MU 69)

13.86

S.maltophilia (MU 94)

S.maltophilia (MU 99)

S.maltophilia (MU 136)

S.maltophilia (MU 137)

S.paucimobilis (MU 67)

S.paucimobilis (MU 145)

M.mesophilicum (MU 140)

M.mesophilicum (MU 141)

21.59, 11.61
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Sekil 1. S. maltophilia MU 23 sugunun API 20 NE striplerindeki reaksiyonlari.

Sekil 2. S paucimobilis MU 67 susunun API ZYM enzim kitlerindeki reaksiyonlari.
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Sekil 3. Siprofloksasin, seftriakson, sefotaksim, gentamisin, norfloksasin,
trovafloksasin antibiyotiklerinin P.fluorescens MU 87 susu tizerinde
olusturduklari inhibisyon zonlari.

CuS0,.5H,0
1 mmol I

Sekil 4. 1 mmol I konsantrasyonda CuSQ,.5H,0 igeren besiyerinde P.stutzeri
MU 70, P fluorescens MU 66, C.luteola MU 65, S.maltophilia MU 25,
MU 63, MU 137 suglarimin iireme durumlari.
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Sekil 5. P.fluorescens MU 75, MU 87, S.maltophilia MU 23, MU 52, MU 63,
MU 69, MU 137 ve M.mesophilicum MU 140, MU 141 suslarinin plazmid
DNA profilleri.
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g
228

18.4 kDa

4.4 kDa

ULIL L

Sekil 6. Pseudomonas genusuna ait tiirlerin toplam hiicre protein profilleri (SDS-PAGE).
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Sekil 7. Pseudomonas genusuna ait tiirlerin toplam hiicre protein profillerine ait dendrogram.
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MU 140 MU 141

Matker MU T8 LI 36 MLESE ML 65 MU 96 MU6T MU 145

W‘W"" ‘.

6.2 kDa

45 kDa

5kDa

'5 kDa

18.4 kDa

14.4 kDa

Sekil 8. C luteola, S.paucimobilis ve M.mesophilicum suslarmn toplam hiicre protein

profilleri (SDS-PAGE)

MU 140

MU 141 :r
MU 56

MU 58 ——I
MU 65
MU 67

MU 145 ——‘I
MU 18

MU 96 ———I

Sekil 9. C.luteola, S.paucimobilis ve M.mesophilicum suslarmin toplam hiicre protein

profillerine ait dendrogram.
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kDa

kDa

Sekil 10. S.maltophilia suglarmin toplam hiicre protein profilleri (SDS-PAGE)
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Sekil 11. S.maltophilia suslarmin toplam hiicre protein profillerine ait dendrogram.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismaya alinan 40 adet non-fermentatif gram negatif bakterinin koloni
morfolojisi incelenmis, pigment iiretimi, oksidaz, katalaz ve DNase testleri klasik
yontemlerle yapilmus, diger biyokimyasal ézellikleri ise API 20NE identifikasyon
kitleri ile tespit edilmistir. Bu testlerin sonucunda bu bakterilerin 20 adedinin
Pseudomonas genusu ile iliskili genuslara ait oldugu, 8 adedinin ise Pseudomonas
genusuna ait oldugu tespit edilmistir. Calisma bu asamadan itibaren toplam 28 adet
bakteri ile devam etmistir. Bu bakterilerin tiir diizeyinde dagilumlar, 11 adet
S. maltophilia, 5 adet C. luteola, 2 adet S. paucimobilis ve 2 adet M. mesophilicum,
4 adet P. fluorescens, 3 adet P. putida ve 1 adet P. stutzeri seklindedir (Tablo 2).

API 20 NE test sonuclarina genel olarak bakildifinda triptofan testi
sonuglarina gére tiim suslarin triptofandan indol Gretmedigi tespit edilmigtir. Biitiin
suslar igerisinde C.luteola suslan disindaki suslarin glukozdan asit iiretmedikleri
goriilmiigtiir. C.luteola suglan igerisinde ise 4 sus glukozdan asit iiretirken bir sug
(MU 65) asit iiretmemistir. Ureaz aktivitesi ve glukoz kullanimi sonuglars
M. mesophilicum suslari igin ayirt edici sonuglar olarak tespit edilmistir. Malati
kullanmayan tek tiir olarak S. paucimobilis tespit edilmigtir. Sitrat kullanim
testlerinde ise S. paucimobilis ve M. mesophilicum suslan birlikte negatif sonug
vermistir. Eskiilin hidrolizi ve p -galaktosidaz reaksiyonu sonuglarininda ¢alismada
kullanilan Pseudomonas tiirlerine ait suslar ile M.mesophilicum suslarm diger tiirlere

ait suslardan ayirdi tespit edilmistir.

Calisilan Pseudomonas tiirlerine ait suslarin, triptofandan indol iiretimi,
glukozdan asit iiretimi, {ireaz aktivitesi, eskiilin hidrolizi, p-nitrofenil-g-D-
galaktopiranosit testi, glukoz, glukonat, kaprat, malat ve sitrat kullanim ile oksidaz
reaksiyonu sonuglar: birbirleriyle aym olarak tespit edilmigtir. Bu tiirlerin igerisinde
arginin dihidrolaz reaksiyonu sadece P.stutzeri MU 70 sugunda negatif olup, diger
Pseudomonas suslarinda pozitif sonug vermigtir. Yine bu tiirler arasinda P putida’ya

ait suslar mannitol ve N-asetil glukozamini kullanmayarak, P. fluorescens ve
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P.stutzeri tiirlerine ait suglardan farkli sonug vermiglerdir. P.fluorescens suslarida
mannoz kullanmalariyla P.stutzeri ve P.putida tiirlerine ait suglardan ayribmglardir,

Caligmada kullanilan C. lufeola suslann glukozdan asit {iretimi, arginin
dihidrolaz, jelatin hidrolizi, fenil asetat kullanym ve oksidaz testleri diginda aym
sonuclart vermistir. Bu test sonuglarida sadece C. luteola MU 65 igin farkh
bulunmustur.

S.maltophilia suglar1 API 20 NE testlerinde nitrat indirgenmesi, kaprat
kullanim1 ve oksidaz reaksiyonu testleri disinda ayni sonuglan vermis olup biiyiik bir
benzerlik gostermiglerdir, Fakat bu 3 testin sonuglan S. maltophilia suglanimi kendi
iginde gruplara ayirmugtir. Bu testlerin sonuglarina gére nitrati indirgeyemeyen ve
kaprat kullanamayan fakat oksidaz reaksiyonu pozitif olan S.maltophilia MU 25, MU
52, MU 63, MU 136 suglar bir grup olusturmustur. S.maltophilia MU 53 ve MU 64
bu testlerden sadece kaprat kullanmamasi ile MU 94 ve MU 99 suglari ise bu
testlerin hepsine pozitif sonug vermeleriyle ayn gruplar olusturmuglardir,
S.maltophilia MU 69 susu bu testlerin hepsine negatif sonug vermesiyle, MU 23
nitrati indirgeme ve kaprati kullanma OSzelliklerini tagmmakla birlikte oksidaz
reaksiyonunun negatif olmasiyla, MU 137 ise bu testlerden sadece kaprat kullanmas:
ve difer iki teste negatif sonug vermesiyle diger S.maltophilia suglarindan farkhilik
gostermigtir. Bu suglardan S maltophilia MU 23 sugunun API 20 NE test sonuclan
Sekil 1°de verilmistir.

8. paucimobilis tiiriine ait MU 67 ve MU 145 suglan: arabinoz, mannoz ve N-
asetil glukozamin kullanim testleri diginda biitiin API 20 NE testlerine aym sonuglar:
gostermislerdir. M. mesophilicum suslan ise glukoz kullamm disindaki testlerin
hepsine aym sonuglar: vermiglerdir.

APl ZYM enzim testi sonuglarina gre ¢ahgmaya alman suglarm tamarm
esteraz, 18sin arilamidaz enzimlerini firetmekte olup,f -glukosidaz, a-mannosidaz ve
a-fukosidaz enzimlerini iretmemektedirler. Pseudomoras tiirlerine ait suslarm
hepsinin enzim testlerine gore lipaz,a -galaktosidaz, B-galaktosidaz, B-glukuronidaz,
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a-glukosidaz, B-glukosidaz, N-asetil-B-glukozamin, a-mannosidaz ve a-fukosidaz
tiretmedikleri tespit edilmigtir.

APl ZYM enzim testi sonuglar1 gosterdikleri tiir i¢i benzer sonuglar ile
identifikasyona yardim edebilecek sonuglar vermistir. Ornegin galismada kullamlan
Pseudomonas cinsine ait titrlerin Pseudomonas cinsi ile iligkili diger tiirlerden farkli
olarak f-galaktosidaz ve a-glukosidaz enzimlerini {iretmedikleri gOriilmisgtiir.
Caligmada kullanilan P. fluorescens, P putida ve P.stutzeri suslar arasmda en fazla
enzimi 9 enzim fireten P.putida MU 83, en az sayida enzimi de 4 enzim iireten
P stutzeri MU 70 sugu olarak tespit edilmistir. Dikkat gekici bir difer husus ise
galigmada tek susla temsil edilen P.stutzeri MU 70 susunun o-kimotripsin, asit
fosfotaz ve nafiol fosfohidrolaz tiretmemesiyle P. fluorescens ve P.putida
suslarindan ayrilmg olmasidr.

C. luteola suglannmin enzim sonuglani da kendi aralarinda cok benzer gekilde
tespit edilmigtir. C. luteola suslarin tamammm alkalin fosfotaz, esteraz, 16sin
arilamidaz, asit fosfotaz, B-galaktosidaz ve n-glukosidaz enzimlerini firettigi ancak
lipaz, a-galaktosidaz, B-glukuronidaz, B-glukosidaz, a-mannosidaz ve a-~fukosidaz
enzimlerini {iretmedidi tespit edilmistir. Ancak C. luteola MU 65 diger suslarin
aksine csteraz lipaz ve a-kimotripsin liretmekte, varin arilamidaz, sistin arilamidaz,
tripsin ve naftol fosfohidrolaz liretmemektedir. C. luteola MU 56 ve MU 58
suglarida N-asetil-B-glukozamin enzimini firetmeleriyle diger C. luteola suslarindan

ayrilmuglardir.

S maltophilia suglanmmn enzim sonuglann da yitksek oranda benzerlik
gostermigtir. Bu sonuglara gore galismada kullamlan tiim S.maltophilia suglan
alkalin fosfotaz, esteraz, esteraz lipaz, 16sin arilamidaz, valin arilamidaz, tripsin, asit
fosfotaz, naftol fosfohidrolaz ve a-glikosidaz enzimlerini firetmektedirler. Ancak bu
suslarin a-kimotripsin, B-glukuronidaz, N-asetil-B-glukozamin , o-mannosidaz ve o-
fukosidaz enzimlerini firetmedikleri tespit edilmigtir. Lipaz enzimini sadece MU 63
susunun Urettigi, sistin arilamidaz enzimini ise MU 63 susu ile birlikte MU 23
sugunun firettifi goriilmiistiiv. S.maltophilia MU 64, MU 94 ve MU 99 suglart aym
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enzimleri fireterek kendi aralarinda bir grup olustururken, MU 25 ve MUS52 suslan
ile MU 69 ve MU 136 suslanda birbirleriyle aym enzim sonuglarini vererek gruplar

olugturmuslardir.

~—

S. paucimobilis suglanmn alkalin fosfotaz, esteraz, esteraz lipaz, 15sin
arilamidaz, valin arilamidaz, asit fosfotaz, naftol fosfohidrolaz, B-galaktosidaz ve a-
glukosidaz enzimlerini {rettifi, lipaz, sistin arilamidaz, a~galaktosidaz,
B-glukuronidaz, B-glukosidaz, a-mannosidaz ve a-fukosidaz enzimlerini firetmedigi
tespit edilmistir. S. paucimobilis MU 67 susu tripsin iiretmiyor olmasi ve N-asetil-
B-glukozamin firetmesi ile galigidan tiim suglardan ayrilmaktadir (Sekil 2). Diger
S. paucimobilis MU 145 ise tripsin, o-kimotripsin fretmesi ve N-asetil- B-
glukozamin firetmemesi ile MU 67 den farklihik gostermektedir.

Calismada kullamlan M mesophilicum suslarmun iki enzim diginda tiim enzim
sonuglan aymdir. Her iki susta esteraz, esteraz lipaz, 18sin arilamidaz, tripsin ve
naftol fosfohidrolaz enzimlerini liretmektedirler. M mesophilicum MU 140, M.
mesophilicum MU 141’den alkalin fosfotaz ve asit fosfotaz fretmesi ile
ayrilmaktadir. Her iki sugta lipaz, valin arilamidaz, sistin arilamidazga -kimotripsin,
a-galaktosidaz, B-galaktosidaz, f-glukuronidaz, a-glukosidaz, B-glukosidaz, N-asetil-
B-glukozamin, a-mannosidaz ve a-fukosidaz firetmemektedir.

Calismada yapilan antibiyotik testlerinde suglann tiimii, aztreonam
antibiyotigine direngli bulunmustur. Penisilin ve ampisilin antibiyotiklerine ise
M.mesophilicum MU 140 ve MU 141 hari¢ diger tiim suglar direncli bulunmugtur.
Aynica seftriakson ve sefalotin  antibiyotiklerine karsi S paucimobilis ve
M.mesophilicum suslan disindaki tiim suslarin direncli oldugu tespit edilmigtir.

Calhigmada kullamlan Pseudomonas genusuna ait tirlerin p-laktam grubu
antibiyotiklere kargt duyarliik sonuglarina bakildiginda bu suglarn penisilin grubu
antibiyotiklere kars: direngli olduklar tespit edilmistir. Bu grup antibiyotiklerden
mezlosiline bu suslann tamamu direngli olarak tespit edilitken, piperasillin
antibiyotigi P.fluorescens MU 66 ve MU 75 ve P.stutzeri MU 70 suglarma etkili
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diger Pseudomonas suglarina etkisiz olarak tespit edilmigtir. B-laktam/B-laktamaz
inhibitdr kombinasyonu olan tikarsilin+klavulanik asit ise sadece P.stutzeri MU 70
suguna etkili olmus, P fluorescens ve P.putida suslanna etkisiz olarak tespit
edilmigtir. Sefalosporin grubu antibiyotiklerinde ¢aligmadaki Pseudomonas genusuna
ait tiirlerin suslarma karg: etkili olmadiklart tespit edilmistir. Bu grup antibiyotikler
icerisinde en yiiksek inhibisyon aktivitesini 3.kusak sefalosporinlerden seftazidim
antibiyotii gostermis olup, bu suglarm yansina kargt etkili bulunmugstur. Ayrica
¢aligmaya dahil edilen tiim suglar igerisinde yine 3. kusak sefalosporinlerden olan
sefotaksime tek duyarh sus olarak P.putida MU 83 tespit edilmistir. P fluorescens,
P.putida ve P.stutzeri suglant karbapenemlerden ¢aligmada kullamlan imipeneme
kars1 yiiksek duyarlilik gpostermiglerdir. Aym suslar  monobaktam grubu
antibiyotiklerden aztreonama karg! yiiksek oranda direngli bulunmuslardir.

Caligmadaki Psewdomonas tirlerine ait suglara karsi en yiiksek aktivite
aminoglikozit grubu antibiyotikler tarafindan saglanmis olup bu suslarin tamami bu
grup antibiyotiklere duyarl: olarak tespit edilmiglerdir. Tetrasiklin ise P fluorescens
ve P.stutzeri suslanna kars1 etkili ancak P.putida suslarina kars: etkisiz olarak tespit
edilmigtir. Kinolon grubu antibiyotiklerinde ¢aligmadaki Pseudomonas tiirlerine ait
suglara karg: etkili oldugu tespit edilmis olup, bu grup antibiyotiklerden norfloksasin
siprofloksasine gore daha etkili bulunmustur. Bu etki P.fluorescens MU 87 susunda
da Sekil 3°de goriilmektedir. Aynca bu suslarm tamami kloramfenikole
direngli  olarak  bulunmugtur. Siilfanomid  grubu  antibiyotiklerden
trimetoprim+sulfametaksazoliinde bu suglara karg: etkili olmadigt tespit edilmigtir.

Bu sonuclar ¢aligmada kullamlan Pseudomonas tiirlerine ait suglara kargi en
etkili antibiyotik grubunun aminoglikozid grubu antibiyotikler oldugunu
gostermigtir. Karlowsky ve ark. yapmus olduklart g¢alismada kullandiklart
Pseudomonas titriine ait suglarin % 82.9%una aminoglikozid grubu antibiyotiklerden
gentamisinin etkili oldufunu bulmuslardir (Karlowsky, J.A. et al. 2002). Bu sonug
bizim sonuglarmuizla gdsterdigi paralellik agcisindan Snemlidir. Ancak P fluorescens
ve P.putida suslarinin gentamisine duyarlt bulunmasi Rolston ve ark. sonuclanyla
karsithk gostermektedir (Rolston, K.V. et al. 1990).
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Genel olarak P laktam grubu antibiyotiklere kam suglarin gostermis olduklar
yiiksek diren¢ yam sira bu grup antibiyotiklerden piperasillin, imipenem ve
seftazidime kar;t duyarldik tespit edilmistir. Ornegin Isenberg et al. yaptiklari
¢aligmada kullandiklan Pseudomonas spp. suslanmin % 90 oraminda imipeneme
duyarh olduklarim bildirmiglerdir. Bu ¢aliyma sonuglanda g6z dniine alindiginda bu
grup antibiyotiklerden imipenemin yiiksek etkisi ¢aligma sonuglarinuzla bir kez daha
ortaya konulmustur (Isenberg, H.D. et al. 1999). Aym ¢alismada, sefalosporin grubu
antibiyotiklerden seftriaksona suglarin % 33 oramnda duyarhihik gosterdigi bildirilmis
olup bizim galiymarmizda bu suglarm hepsi bu antibiyotife direncli iken bu grup
antibiyotiklerden seftazidimin daha etkili oldugu bulunmustur (Isenberg, H.D. et al.
1999). Yine Speciale et al. yaptiklari ¢aligmada kullandiklan tiim Pseudomonas
titrlerine ait suglarm seftazidime ve imipeneme duyarh oldugunu bildirmistir. Bu
¢aligma sonuglarida bizim sonuglarimizla aym oldugu ve seftazidimin etkisini ortaya
koydugu icin Snem arzetmektedir (Speciale, A. et al. 2000). Shibl et al. yaptiklan
¢aligmada bizim ¢aligma sonuglarumizi destekleyecek sekilde tiim Pseudomonas tiirii
suglara gentamisin ve seftazidim antibiyotiklerinin etkili oldugunu rapor etmiglerdir
(Shibl, A.M. et al. 1997).

Cahismada kullamilan C.Juteola suglar: penisilin grubu antibiyotiklere direngli
bulunurken, C. luteola MU 65 hari¢ difer suglar B-laktam/ B-laktamaz inhibitor
kombinasyonu antibiyotiklerden tikarsilintklavulanik asite duyarli olarak tespit
edilmislerdir. Bu suslann sefalosporin grubu antibiyotiklere de direngli olduklar
gorliilmilis, sadece 3. kugsak sefalosporinlerden seftazidim ve sefepim
antibiyotiklerinin C. luteola MU 18 ve MU 96 suslarina kargi etkili oldugu tespit
edilmistir. Karbapenem grubundan olan imipenemin ise C. luteola MU 18, MU 65 ve
MU 96 suglarina etkili oldugu gorillmiigtiir. Monobaktam grubu antibiyotiklerden
aztreonamada ise tiim suslarin oldugu gibi C./uteola suslanninda direngli oldugu
tespit edilmistir.

C.luteola suslarina aminoglikozid grubundan tobramisin ve netilmisin etkili
bulunurken, amikasin ve gentamisinin etkisiz oldufu tespit edilmistir. C. luteola
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MU 65 susunun hem amikasin hem de netilmisine duyarh bulunmas: ise difer
antibiyotiklere gdsterdigi yiiksek direnglilikten dolayr dikkat ¢ekicidir. Ayrica bu sug
harici C.luteola suslarmn tamam tetrasikline direngli bulunmugtur. Kinolon grubu
antibiyotiklerden siprofloksasine bu suglarin tamamu direngli bulunmus ancak yine
aym grup antibiyotiklerden norfloksasinin MU 65 digindaki tiim suglara etkili oldugu
tespit edilmigtir. Kloramfenikol sadece C.luteola MU 56 suguna etkili bulunmus
difer C.luteola suglarma etkisiz olarak tespit edilmigtir. Sulfanomid grubu bir
antibiyotik olan trimetoprim-+sulfametaksazola ise ¢ahigmadaki C.luteola suslarinin
tamami duyarl: olarak tespit edilmistir.

Calismamizda C.luteola suglanmn gdstermis oldugu antibiyotik duyarhihk
tablosu 3. kugak sefalosporinere, aminoglikozidlere ve kinolon grubu antibiyotiklere
duyarli olmalar: nedeniyle Fass ve ark. galigmasiyla benzer sonuglar vermistir (Fass,
R.J. et al. 1980). Aynca Rastogi ve ark. da ¢absmalarinda kullandiklart  C.luteola
suglarinda bu sonuglara benzer duyarlihk sonuglan elde ettiklerini rapor etmislerdir
(Rastogi, S. et al. 1998).

Yapilan antibiyotik direnglilik testlerinde en yiiksek oranda direnglilik
tablosunu S. maltophilia suglant gbstermistir. Bu suglara karst neredeyse tim
antibiyotik gruplarina ait antibiyotikler etkisiz kalmis ve suglarin bityiik bir kismi bu
antibiyotiklere direngli olarak tespit edilmistir. Bu suglarm timii penisilinlere,
p-laktam/B-laktamaz inhibitdr kombinasyonu antibiyotiklere, sefalosporinlere,
monobaktamlara, kloramfenikole direngli olarak tespit edilmiglerdir. Bu suglarin
igerisinde S. maltophilia MU 53 en duyarh sug olarak tespit edilmigtir. Bu sus
dlsmdaki diger S. maltophilia suglarmin tliimli karbapenemlere, aminoglikozidlere ve
tetrasiklinlere de direngli bulunmuslardr.

Caligmada S. malfophilia suglarma kar;t en etkili antibiyotik olarak
sulfanomid grubu bir antibiyotik olan trimetoprim-+sulfametaksazol tespit edilmigtir,
Bu antibiyotik S. maltophilia MU 64, MU 69 ve MU 99 suslan diginda tim
S.maltophilia suslarna etkili bulunmugtur. Bu sugtara kars1 etkili bulunan diger bir
antibiyotik ise kinolon grubu antibiyotiklerden siprofloksasin olarak tespit edilmis
olup bu grubun difer antibiyotii norfloksasine ise tiim suslarm direngli oldugu
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goriilmiistiir. Bu sonuclara gbre S. maltophilia suglatina, Pseudomonas genusuna ait
tiirlerin  aksine, norfloksasinin yerine siprofloksasinin etkili oldugu g6riilmiigtiir.
Aynica S maltophilia suglarma  etkili oldufu birgok caligmada belirtilen
trovafloksasin antibiyotigi de caligmada kullamilan S. maltophilia suslarma karsi
etkisiz bulunmustur.

S. maltophilia suglariyla yapilmig olan ¢ahismalann birgogunda ¢ahsmamzda
bulmus oldugumuz yiiksek antibiyotik direnclilifi goriilmiigtiir. Isenberg ve ark.
yapmug olduklar caligmada 20 adet S. malrophilia susunun tamaminin seftriakson ve
imipeneme direngli oldufunu, %20 oraminda sefaperazon, % 25 oraninda ise
siprofloksasine duyarli oldugunu bulmugtur. Bu ¢alismada suslarin % 90 oraminda
trovafloksasine duyarl: oldugu rapor edilmigtir (Isenberg, H.D. 1999). Krueger, T.S.
ve ark.da S. maltophilia suslaniyla yaptiklart gahismada suslarin aztreonama karst %
85.7, imipeneme % 90.5 oraminda direnglilik gosterdiklerini, bunun yam sia
tikarsilin+klavulanik asit, trimetoprim+sulfametaksazol ve trovafloksasine kars
yitksek duyarlilik gosterdigini rapor etmiglerdir (Krueger, T.S. et al. 2001). Bu
galisma  sonuglari1 her nekadar azfreonam ve imipenem antibiyotiklerine
karsi duyarliltk  sonuglarinda paralellik gOsterse de tikarsilintklavulanik
asit ve travofloksasin sonuglarinda farklilik gdstermektedir.

Ancak trimetoprim+sulfametaksazol antibiyotiginin gosterdifi duyarlilik
Krueger ve ark. sonucuyla benzer sonug vermigtir. Bu farklihgin bizim ¢aligma
suglarmizin  klintk kaynakli olmamasina bagli olabilecegi diigiiniilmiigtiir.
Karlowsky ve ark.’da yaptiklars cahsmada S maltophilia suslanna karsi en etkili
antibiyotik olarak trimetoprim+sulfametaksazolil tespit etmiglerdir (Karlowsky, J.A.
2002). Yine aym sonug¢ Giamarellos-Borboulis ve ark. tarafindan 8. maltophilia
suglarina karg: yaptiklari antimikrobiyal duyarliik sonuglarinda rapor edilmigtir
(Giamarellos- Bourboulis, E. et al. 2002). Denton et al. yaptiklart gahismada
S.maltophilia suglarina karg1 trimetoprim+sulfametaksazol digindaki antibiyotiklerin
etkisiz oldugunu rapor etmiglerdir. Bu ¢alismalardan ve caligma sonuglarimiza gore
S.maltophilia kaynakh enfeksiyonlara karg: tedavide en etkili olabilecek antibiyotik
olarak trimetoprim+ sulfametaksazol goriilmektedir.



Cahsmadaki S.paucimobilis tiiriine ait suglarin antibiyotiklere kars: duyarlilik
durumlarina bakildiginda S.paucimobilis MU 67 sugunun S.paucimobilis MU 145
susuna gire daha fazla direnghi bir\—sug oldugu goriilmektedir. S.paucimobilis
suglarmn penisilin grubundan mezlosiline duyarh, piperasilline ise direngli oldugu
goriilmiistir. § -laktam/B-laktamaz inhibitdr kombinasyonu antibiyotiklerden
tikarsilin+klavulanik asite duyarh bulunmuglardir. Sefalosporin grubu antibiyotiklere
de 3.kugak sefalosporin sefotaksim diginda duyarli olarak tespit edilmiglerdir. Bu
suslanin karbapenemlerden imipeneme duyarli oldufu g6riilmiistiir. Ancak bu
suslarda monobaktam grubundan aztreonama direnglidirler. S.paucimobilis MU 67
tiim aminoglikozid grubu antibiyotiklere direngli olmasiyla S paucimobilis MU 145
sugundan farkl Szellik gostermistir. Her iki sus tetrasikline karyi direngli olarak
tespit edilmigtir. S paucimobilis suglan kinolon grubu antibiyotiklerden
siprofloksasine kars: direngli olarak tespit edilmistir. Ancak diger bir kinolon grubu
antibiyotik olan norfloksasin ise aminoglikozidlerin tersine S.paucimobilis MU 67
susuna etkili, S.paucimobilis MU 145 susuna etkisiz olarak tespit edilmigtir. Ayrica
bu suslara karsi kloramfenikol etkili bulunmusg, silfanomid grubundan
trimetoprim+sulfametaksazol ise etkisiz olarak tespit edilmigtir.

Miranda C.D. ve ark. Sili tath su baliklarindan elde ettikleri S.paucimobilis
suslanyla yapmig olduklan ¢alismada bu soglann  gentamisin - digindaki
aminoglikozidlere direngli olduklarim, penisilinlerden ampisiline % 80 oraninda,
3.kusak sefalosporinlerden sefotaksime ise suslarm yamsmn direngli oldugunu
bildirmigtir. Bu sonuglar ¢aligmamizin sonuglariyla benzerlik gdstermekle birlikte
yine aym c¢alismada suslarmn % 90 oraminda tetrasikline, % 40 oraninda
kloramfenikole ve % 30 oramnda trimetoprim/sulfametaksazole direngli oldugu
rapor edilmigtir (Miranda, C.D. et al. 2002).

M. mesophilicum suglannin ise denenen birgok antibiyotife karsi duyarh =
olduklar: tespit edilmigtir. Bu tiire ait suslar penisilin grubundan mezlosiline duyarh
bulunmugtur. M. mesophilicum suslar 3. kugak sefalosporinlerden seftazidime ve
monobaktam antibiyotiklerden aztreonama direngli bulunmuslardir.



100

Karbapenemlerden imipenemde bu suslara karsi ¢ok yiksek bir inhibisyon etkisi
goOstermis olup en biiyiik inhibisyon zon ¢aplani bu antibiyotik tarafindan meydana
getirilmigtir. Aynca bu sonuglarm yam swra M mesophilicum suslanmn
aminoglikozid grubu antibiyotiklerden gentamisine duyarh oldugu gOriilmiigtir.
Tetrasiklinde bu suslara kar;: etkili olarak tespit edilmistir. Kinolon grubu
antibiyotiklerden siprofloksasin ve sulfanomid preparati olan
trimetoprim+sulfametaksazolde bu suglara karsi etkili olarak tespit edilmiglerdir.
M. mesophilicum MU 140 susu kloramfenikole direngli olarak tespit edilmigtir.
Methylobacterium tiirlerine ait antimikrobiyal aktivite ¢aligmalarinin pek yapilmadigi
ve bu tiire ait suslann genellikle biodegradasyon g¢aligmalarinda kullamildiklan
goriilmiis olup ¢alismarmz bu suglarin antibiyotiklere karsi duyarliik duramilarin
ortaya koymasi agisimndan Snemlidir.

Suglann agar diliisyon metodu ile tespit edilen afir metal direngliliklerinde
kullamlan metallerin segiminde su kaynakli bakterilere karyt daha Oneeki
caligmalarda denenmis olan afir metaller gdzoniine alinmstir. Caligmadaki suslarm
bu adir metallere kars: direngli olup olmadiklar: yine daha dnce bu konuda yapilmig
olan galigmalarda ortaya ¢ikmig standart konsantrasyonlara gore degerlendirilmistir
{(Nieto, JJ.etal. 1989; Washington, J.A. and Sutter, V.L. 1980).

Agir metal direnglilik testlerinde suglarin tiimiiniin ¢inko siilfati tolere
edebildigi goriilmigtir. Suglarn biyiik bir kismmm 20 mmol™ ginko konsantrasyonu
igeren ortamda gelisme gOstermesi suslarin bu metale kars1 yiiksek toleransa sahip
oldugunu gdstermistir. En diisiik ginko konsatrasyonn ile etkilenen sug ise 0.5 mmol™
konsantrasyonda gelisme gdsteremeyen S.paucimobilis MU 67 susu olarak tespit
edilmigtir, Bununla benzer bir sekilde S.paucimobilis MU 67 susu disinda  tiim
suslar kursun asetata direncgli bulunmuglardir. Bu metallerin tersine kobalt, krom,
civa ve glimily suglara yliksek oranda toksik etkili olmustur. Kobalt ve giimiise M
mesophilicum suslan digindaki tiim suslarin 1 mmol™ konsatrasyondan daha diigiik
konsantrasyonlarda inhibe olduklar goriilmiiy ve bu suslar diffler genuslara ait
suglardan kolayca ayrilmigtir. Nikel metalinin ise S.maltophilia digindaki suslar igin
toksik oldugu gériilmiis olup, S.maltophilia suslarmmnda 1 mmol™ konsantrasyonun
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fizeri konsantrasyonlarda tireyemedikleri tespit edilmigtir. Ayrica suglarmn igerisinde
bakir metaline karpi en yiiksek toleransi, 2.5 mmol’ konsantrasyonda gelisim
gosterebilen S.maltophilia MU 99 ve M. mesophilicum MU 141 suslar1 gbstermistir.

P. fluorescens suglarimn timit agr metallere karst aym 6zellikleri
gistermiglerdir. Bu suslarm nikel, kobalt, bakir, krom, civa ve giimilse duyarh
olduklan tespit edilmigtir. P.putida MU 73 ve MU 83 suslaninm bakira direncli
oldugu ve Pputida suslarin bakir diginda diger metallere karst direnclilik
durumlarinim ise P fluorescens suglan ile aym oldugu tespit edilmigtir (Sekil 4).
P.stutzeri MU 70 susu ise afir metallere karyi gosterdigi direnglilik durumu ile P.
fluorescens ve P.putida ile biliyiik oranda benzerlik gostermigtir. Bu susun P.

Sfluorescens ve P.putida suslanindan tek farkli $zellifi ise potasyum kromatin 1
mmol™ konsantrasyonunu tolere edebilmesidir.

Hassen, A. ve ark.’da yapmus olduklani galigmada P.aeruginosa suslarina
kars1 krom, bakir, ¢inko, kobalt ve civa metallerinin toksik etkisini arastirmuglar ve
bu metallerin toksik etki yapan konsantrasyonlarini belirlemislerdir. Bu ¢alismada
suslarin krom, bakir, ginko ve kobalt metallerinin 1 mmol? konsantrasyonunda
inhibe olduklari, civa metalinin ise 0.1 mmol” konsantrasyonunun toksik etkili
oldugu bildirilmigtir (Hassen, A. et al. 1998). Bu caliyma sonuclan bizim
sonuglarmmuzla ginko metaline kargi duyarlilik sonuglart diginda benzerlik gostermesi
acisindan Gnemlidir. Ayrica ¢alisma suglarimizin ¢inkoya kars: direnglilii Rossbach,
S. ve ark.’lannin P fluorescens suglan fizerinde yapmis olduklar galigma sonuglart
ile de orantilidir (Rossbach, S. 2000).

C. luteola suglarinin agir metallere kargi direnglilik durumlan ise ¢aligmada
kullanilan Pseudomonas tiirlerine ait suglanin ¢izdigi tabloya benzemektedir.
C.luteola suslan da ¢inko ve kursun digmdaki air metallere duyarl bulunmuglardir.
Sadece C. luteola MU 18 ve MU 96 suslart 1 mmol™ bakir konsantrasyonunda tireme
gostermis olup diger C. luteola suglari ise bu konsantrasyonun altinda inhibe
olmuslardir.
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S.maltophilia suglan ise ginko, kursun ve bakir metallerine kars1 direngli
olarak tespit edilmiglerdir. Bu suglar calismaya alinan diger suslardan bakir metaline
karsi direngli olmalaniyla ayrimuslardir. Tim S maltophilia suslan kobalt, civa ve
giimiise duyarh olarak tespit edilmiglerdir. Bu suslardan sadece S.maltophilia MU
136 susu 1 mmol® krom konsantrasyonunda iireme gOstermis olup diger
S.maltophilia suslari ise bu konsantrasyondan daha kiigiik konsantrasyonlarda inhibe
olmuglardir. Nikel metaline ise S.maltophilia MU 23, MU 94 ve MU 99 suglan
duyarl: bulunurken, diger suslarin nikeli tolere edebildigi goriitmiigtiir.

S.paucimobilis suglarna ise ¢inko ve kurgun digmdaki agir metallerin yiiksek
derecede toksik etki gosterdikleri tespit edilmigtir. Bu suglarm herikisi de ¢inkonun
yitksek konsantrasyonlarmda gelisme gosterebilmisken, kursunun 0.5 mmof™
konsantrasyonunun S paucimobilis MU 67 susunu inhibe ettifi tespit edilmistir.

S.pavcimobilis suglanmin  kadmiyum metaline karsi ylksek tolerans
gosterdikleri Tangaromsuk ve ark. tarafindan rapor edilmigtir (Tangaromsuk, J. et al.
2002). Ayrnica Richau, J.A. ve ark.’lanmn S paucimobilis suslan ile yaptiklan
gahsmada 0.5 mmol” bakir konsantrasyonunun bu suslar igin toksik oldugunu
bulmuslardr (Richau, J.A. et al. 1997). Bu sonug ¢aligma sonuclarimizi dogrulamas:
agismndan da dnemli bulunmustur.

Bu c¢alismada M.mesophilicum suglan afir metalleri en fazla tolere eden
bakteriler olmustur. M.mesophilicum MU 140 susu krom dwsindaki tim afr
metallerin 1 mmol” konsantrasyonluk ortamlarinda gelisme gostermis olup,
M.mesophilicum MU 141 susu da krom ve nikel hari¢ difer metallere direncli
bulunmustur.

Elde edilen plazmid profili sonuglarina gore ¢ahismada kullamlan 28 adet
sugun 5 adedinin plazmid tagidifs tespit edilmigtir. Bu suslarin 3’4 S.maltophilia
tiiriine, biri P.fluorescens ve biride M. mesophilicum tiirlerine ait suslar olarak tespit
edilmigtir. Bu suglarin tasidiklar: plazmid profilleri aym jelde yliriitiilmiis ve polaroid
fotograf makinesi ile gortintiilenmistir (Sekil 5). Elde edilen plazmid profillerine
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gore, g¢alismada kullamlan bakterilerin plazmidlerinin molekiiler agyliklarmin 0.89
kb ile 21.59 kb ile arasinda degigtigi saptanmgtir.

S.maltophilia MU 52 sugu tassdifi 5 adet plazmid ile caligmada en fazla
plazmid tastyan sus olarak tespit edilmistir. Bu susun tasidia plazmidlerin molekiiler
afurhiklars ise 13.86, 6.24, 5.71, 2.35 ve 0.89 kb olarak hesaplanmigtir. S.maltophilia
MU 63 susunun ise 6.24 ve 2.57 kb molekiiler agirliginda iki plazmid tagidig tespit
edilmistir. Plazmid tagiyan son S.maltophilia sugn ise MU 69 olup 13.86 kb’lik bir
adet plazmid tagidig: gSrillmiigtiir.

Pseudomonas genusuna ait tiirler arasinda plazmid tagiyan tek tiir olarak
P.fluorescens gorilmily ve P fluorescens MU 87 sugunun 21.59 ve 12.68 kb’hk 2
adet plazmid tagidif tespit edilmigtir.

Pseudomonas genusu ile iligkili genuslardan Stemothrophomonas genusu
diginda  plazmid tastyan tek susun Methylobacterium genusuna ait oldugu
gorilmiistiir. M mesophilicum MU 141 susunun 21.59 ve 11.61 kb molekiiler
agirhifinda iki adet plazmid tagidifs tespit edilmigtir. Bunun yam sira ¢aligmada
kullamlan Chryseomonas ve Sphingomonas suglanmin plazmid tagimadiklan tespit
edilmistir.

Yapilan protein profili gahiymalarinda suglarin toplam hiicre proteinleri Pot ve
ark.’nin uygulamis olduklart metoda gdre ekstrakte edilmis ve % 10°luk SDS-
PAGE’de kosturulmugtur. Suglar kendi aralarinda gruplandirilarak yiiriitiilmiigtiir.

Sekil 6°da gobrilldiipi gibi galigmada kullanilan Pseudomonas tirlerine ait
suglarm protein bantlan birbirleriyle oldukca benzerlikler gostermistir. Bu bantlarn
kendi aralanindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmak igin yapilan dendrogram grafigide Sekil
7°de goriilmektedir. 116 kDa’luk marker bandinin {istiinde bulunan dominant protein
bandimin P.stutzeri MU 70 sugu haricindeki suglarin hepsinde oldugu goriilmiistiir.
Aynt aralikta ise P.stutzeri MU 70 susunun iki dominant bant tagidh saptanmugtir.
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Protein bantlarma bakildiginda P.fluorescens MU 66 ve P fluorescens MU 75
suslarmm 66.2 KDa, 45 kDa, 35 kDa ve 184 kDa’luk marker bantlanyla aym
hizalarda benzer dominant bantlar tapidiklart goriitmfistiir. Bu suslarm benzer protein
bant yapis: dendrogramlarinda da goriilmektedir. P fluorescens MU 87 susunun ise
116 — 62 kDa’luk markerlar arasinda  diger P fluorescens suslarmdan farkhhikiar
gosterdigi gOriilmiigtiic. Bu sus diger P.fluorescens suglaniyla 45 ve 35 kDa’luk
markerlar ile aym: hizada ortak bantlar tagisa da 35 kDa’luk marker hizasimn altinda
farkh bir protein bant yapist gostermektedir. Ayrica P fluorescens MU 87 susu ile
P fluorescens MU 97 susunun 66.2-25 kDa molekiiler agirhkl markerlar arasinda
benzerlik gosterdigi saptannugtir.

Farkli tiirlere ait iki sus olan P fluorescens MU 87 ile P.putida MU 139
benzer bir protein profili gdstermislerdir. Bu protein bantlarinda goriilen bénzerlik bu
suglarin dendrogramlarinda da gériilmektedir. P fluorescens MU 97 susu ile P.putida
MU 73 ve P.putida MU 83 suglarinin protein profillerinin birbiriyle cok benzer bir
bant yapisi ta;idiklart gériilmiistiir. Fakat bu 3 susu diger suslardan ayiran en bijyiik
fark olarak 14.4 kDa’luk marker bandinin altinda tagidiklart birer adet dominant
protein band: olarak tespit edilmigtir. Bu 3 susun dendrogramdaki gériintimleride gok
yakin benzerlikler gOsterdiklerini dogrulamaktadir. P.stutzeri MU 70 susu tagidigit
protein bant profili ile dier suglarin protein bantlarindan farklilik gbstermistir. Bu
sug 66.2, 45 ve 35 kDa’luk marker bantlariyla aymi hizada dominant bantlar
tagimaktadir.

Pseudomonas tiirlerine ait suslarm protein profilleri ve tagidiklan protein
bantlanna gbre hazirlanan dendrogramiarmda bu suglarm tagidiklar: benzer protein
bantlarina gére gruplar olusturduklar: goriilmiistiir. Omegin P, fluorescens MU 66 ve
MU 75 tagidiklan protein bantlariyla ve dendrogramda da goriildiiii gibi gok benzer
bulunmustur. Bu suslarin diger testlere verdikleri sonuglara bakildifinda arabinozu
kullanma ve alkalin fosfotaz firetme Ozellikleri disinda yapilan diger testlerin
hepsinde aym sonuglan verdikleri gor{ilmiigtiir.
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P fluorescens MU 87 ve P.putida MU 139 suslarininda farkh tiirler olmalan
yam sira hem protein bantlarmda hem de dendrogramlarinda benzer &zellikler
tagidiklan gSriilmigtiir. Daba Snce yapian testlere bakildifinda gergektende bu
suslarin dzellikleri arasinda yiliksek oranda benzerlikler gériilmiistiir. Ancak burada
P fluorescens MU 87 susunun MU 66 ve MU 75 suslarindan farkli bir protein profili
gOstermesi daha 6nce yapilan birgok testteki bu suslar aras: farkhiliklan dogrulamas:
acisindan Snemlidir.

P.fluorescens MU 97 susu ile Pputida MU 73 ve P.putida MU 83
suglarminda protein profillerinin birbiriyle ¢ok benzer bir bant yapisi tasidin
gortilmigtiir, Sekil 7°deki Pseudomonas tiirlerine ait suglann dendrogramlarinda da
bu suglar arasinda en yakm iligkinin bu 3 sugta oldugu goriilmiistiir. Bu suslann farkli
tiirlere ait olmasina bagh olarak API 20 NE testlerinde farklibklar gériilmesine
ragmen enzim testlerine bakildiginda P fluorescens MU 97 susu ile P.putida MU 73
susunun aym enzim aktivitesini gsterdigi goriilmiigtir. P.putida MU 83 susu da bu
iki sugtan sadece valin arilamidaz ile sistin arilamidaz firetmesiyle farklilik
gOstermistir. Bu suglann antibiyotik ve agir metal test sonuglarina bakildiginda ise
MU 97 ile MU73 arasinda bilylik benzerlikler gdriilmekle birlikte MU 83 susu ufak
farkliliklar gostermektedir.

Dendrogram ve protein bantlanna bakildiganda P.stutzeri MU 70 diger
P.fluorescens ve Pputida suslarindan kolayca ayrilmaktadir. Protein profillerinde
goriilen bu farkli yap: bu susun diger testlerinde de kendini gdstermis olup, bu sus
diger suslardan farkl sonuglar vermigtir.

Sekil 8’de ise ilk 5 bantta C.luteols, bu bantlarm ardindan itk 2 bantta
S.paucimobilis ve son 2 banttada Mmesophilicum suglanna ait protein bantlar
gorillmektedir. Bu suglara ait dendrogram ise Sekil 9°da verilmigtir. Bu protein
bantlarin: degerlendirdigimizde tiirler arasindaki protein bantlarmun farkliliklar: yam
sira tiir i¢i bant farkhbklarinim da oldugu tespit edilmigtir. Oyleki C.luteola suslart
bu protein profillerine gdre 3 farkli protein profili gdstermistir. Bu suslardan
C.luteola MU 18 ve C.luteola MU 96 suglarinin 116-66.2 kDa’luk marker aralifinda
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benzer 3 dominant bant yan: sira, 45 kDa’luk markerla aynt mesafede ortak ve 25-
18.4 kDa’luk marker arahfinda benzer 2 dominant bant tasidif: goriilmiig ve sonug
olarak bu iki sugun gok yakm bir bant profili tasidif tespit edilmistir. Bu suslarin
gOstermis oldugu bu yakinlik dendrogramlarmdada gSriilmiigtiir.

C.luteola MU 56 ve C.luteola MU 58 suslarida birbiriyle be@ sekilde
diger C.luteola suglarindan farkl: bir protein profili gostermiglerdir. Bu suslarinda
benzer gekilde 116 kDa’tuk marker bandimin hemen alt hizasinda, 45- 35 kDa’luk
markerlarla aym hizada ve 18.4 kDa’luk marker bandimin altinda 2 ortak bant olmak
{izere 5 dominant bant tagidiklari gorilmiistiir. C.luteola MU 65 ise tasidif protein
bantlarn bakimindan diger C./uteola suglarndan gok farklhh bir protein profili
gistermigtir. Bu sug 116 kDa’luk marker hizasinda tagidifi dominant bir bant ile
diger C.luteola suglarindan kolayca aynimustir. Bu snglann dendrogramlarinda da
C.luteola MU 56 ve MU 58 suglarimin gBsterdigi benzerlik ve C.luteola MU 65
sugunun farkhilifi kolayca goriilmektedir.

C.luteola MU 18 ve MU 96 suglarimin protein bantlart ve dendrogramlarinda
gosterdikleri benzerlik bu iki susun yapilan identifikasyon ve enzim testleri yam sira,
antibiyotiklere ve metallere gosterdikleri direng durumlaniyla birlikte, plazmid
tasimamalanylada kendini gbstermigtir.

C.luteola MU 56 ve C.luteola MU 58 suglarida, MU 58 susunun
kloramfenikole direngli olmasi diginda yapilan biitiin testlere aym sonuglan
vermigtir, Protein bantlarimn yapisiyla ve dendrogramda diger C.luteola suglarindan
kolayca ayrilan MU 65 susunun yapilan tiim testlerde farkliliklar gdsterdigi tespit
edilmistir. Bu susun identifikasyon testlerinde glukoz, arginin, jelatin, fenil asetat ve
oksidaz testlerinde diger C.luteola suslarindan farkli sonuglar elde edilmigtir, Enzim
testlerinde ise difer suslardan esteraz lipam ve -kimotripsin {retmesiyle, valin
arilamidaz, sistin arilamidaz, tripsin ve naftol fosfohidrolaz firetmemesiyle farklilik
gOstermigtir. Ayrica antibiyotiklere kars1 direnclilik durumuda yine diger C.luteola
suslarindan farklihklar gstermektedir.



107

S.paucimobilis MU 67 ve S paucimobilis MU 145 suslarinin protein bantlar
birbiriyle fazla benzerlik géstermedigi halde dendrogramlarinda bu suslarin kendi
aralarinda diger suslara gére daha yakin iliskili olduklar: goriilmistiir. Bu suslarin
protein bantlarma bakildifinda her iki sugunda 116 kDa’luk marker hizasimin altinda
aym hizada bantlant oldugu fakat MU 145 susunun tasidifi dominant bantla MU 67
sugundan farkh oldugu goriilmiigtiir. Bunun yami sira MU 67 suguda 35 kDa’luk
markerla aynmi hizada tagidifs bir adet ve 18.4-14.4 kDa’luk markerlar arasinda
tasidh 2 adet dominant bant ile MU 145 sugundan ayrilmaktadur.

Bu suglann tagjidiklart Szelliklerine bakildiginda ise MU 145 susunun
arabinoz, mannoz ve N-asetil glukozamin testleriyle MU 67 susundan farkli oldugu,
enzim testlerinde ise bu suglarm tripsin, a-kimotripsin ve N-asetil-B-glukozamin
farklilik gésterdigi tespit edilmigtir. Fakat bu suslarm antibiyotik gruplarmada farkh
duyarhliklar g6sterdii tespit edilmig, MU 67 sugunun MU 145 sugundan farkh
olarak penisilin, aminoglikozid ve kinolon grubu antibiyotiklere direncgli oldugu
gorilmiistir. Her iki susta plazmid tespit edilemezken, MU 145 susunun MU
67susundan farkh olarak kurguna direncli oldugu saptanmigtir.

M.mesophilicum MU 140 ve MU 141 suslarmmmda protein bantlarina ve
dendrogramlarina bakildifinda benzer bir protein profiline sahip olduklar tespit
edilmigtir. Bu iki susun 66.2 — 45 kDa’luk marker bantlan arasinda ortak 2 dominant
protein tagidiklart ve 35 kDa marker bantiyla aym hizada ortak bantlar: oldugu
goriilmiistiir. Bu iki sus arasinda protein bantlar: acisindan aynlan nokta MU 140
sugunun 116- 66.2 kDa aralifindaki bantlarimin daha net olmasi olarak tespit
edilmigtir.

M mesophilicum MU 140 ve MU 141 suglarinin protein bantlarinda goriilen
bu yiiksek orandaki benzerlik bu suglarin diger 6zelliklerinde de tespit edilmigtir.
API 20 NE testinde yaprlan biyokimyasal testlerin arabinoz disinda tiimii bu suglarda
aynt sonuglann vermigtir. Enzim testi sonuclarindada bu suglarin genel olarak
¢aligmada kullamlan Pseudomonas tiirlerine ait suglarla benzer sonuglar géstermeleri
yam sira kendi aralaninda da alkalin fosfataz ve asit fosfotaz enzimleri disinda aym
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aym enzimleri drettikleri — gOrillmiistiir. Antibiyotiklere genellikle duyarh
bulunmalarmn yam sira afir metalleri yiiksek oranda tolere etme yeteneginde
olduklar1 gOriilmiigtiir. Suslarin  kendi aralarnda  degerlendirildiklerinde
M.mesophilicum MU 140 susunun seftazidim, aztreonam ve kloramfenikol digindaki
caligslan antibiyotiklere duyarli oldufu ancak krom hari¢ tiim agir metallere direngli
oldugu gorillmiigtir. M.mesophilicum MU 141 susunun ise da antibiyotiklere kars:
MU 140 susuna benzer bir duyarhlik gOsterdigi ve nikel ve civa digindaki metallere
kars: direngli oldugu tespit edilmigtir. Plazmid ¢aligmalarinda ise MU 141 susunda
21.59 ve 11.61 kb biiyiikldglinde iki plazmid tespit edilitken, MU 140 susunun
plazmid tagimadig: goriilmiistiir.

S.maltophilia suglarmmn toplam hiicre protein profilleri Sekil 10°da ve bu
suglara ait dendrogram ise Sekil 11°de verilmigtir. Bu gekilde de protein bantlanmn
tiir i¢i suslan gruplandirdi: goriilmektedir. Tiim bantlan ayni olmamakla birlikte
birbirine gok yakin bant yapis: tagiyan 4 farkh protein profil yapis: tespit edilmigtir.
Bu suslardan MU 23, MU 25, MU 52, MU 63, MU 64, MU 69 ve MU 137 suslarimn
116 kDa’luk marker {izerinde iki adet ortak dominant bantlar tagidiklar: goritlmiigtiir.
Ayrica tiim suslarin MU 53 ve MU 94 suslarinda dominant olmamakla birlikte 66.2
kDa marker hizasinda ortak protein bantlart oldugu tespit edilmigtir. Yine aym
sekilde MU 53 ve MU 94 suslan disindaki tiim suslarm 25 kDa markerla aym
mesafede dominant bantlar tasidiklan: tespit edilmigtir. Bu iki sug arasindaki yakin
benzerlik dendrogramlarinda da goriilmiistiir. S.maltophilia suslart tamidiklan protein
bantlarina gdre genel olarak gruplandiriinms olsada bu gruplar iginde benzer dzellik
tasiyan suslarda tespit edilmigtir, Omegin S.maltophilia MU 25 susu ile MU 52
susunun protein bantlacun difer suglara gore birbirine daha fazla benzedigi
goriilmiis ve bunun dogruludu bu suslarin protein bantlarmma bagli olarak ¢izilen
dendrogramda da gorilmiigtir.

S.maltophilia MU 23 ve MU 99 suglaniyla MU 64 ve MU 137 suslanda
protein bantlarma bagh olarak yakin benzerlik gostermislerdir. Bu suslarin kendi
aralarinda gOstermig olduklari bu benzerlik 662 kDa ve 25 kDa’luk dominant
bantlanmin aym hizada olmasiyla baglantith olarak dendrogramlarinda da
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gorillmektedir. Aynica MU 69 sugunun  S.maltophilia MU 23 ve MU 99 suslanyla
da iligkili oldugu goriilmiigtiir.

S.maltophilia MU 25 ve MU 52 suglarinin benzer protein bantlar: tagimalan
ve dendrogramlanindada goriildigii gibi yakmn benzerlik gostermelerine parelel
olarak, biyokimyasal ve enzim testleri yam sira antibiyotik ve metal
duyarhliklarimnda aym sonuglar: verdikleri goriilmiigtiir. Ancak protein profili bu
suslarla gok benzer olan ve birgok ortak bant tastyan S.malfophifia MU 63 susunun
biyokimyasal testleri, antibiyotik ve agwr metal duyarliiklari bu suglarla aym
sonuglarn verse de enzim testlerinde farkli sonuglar ahnmagtir.

Calipilan S maltophilia MU 94 ve MU 99 suslanda farkh protein bantlan
tasimalart yam sira yapilan testlerin hemen hepsine aym sonuglan ve:rmislerdir.
Aynica plazmid tagiyan S maltophilia MU 52, MU 63 ve MU 69 suslarimn ortak
protein bantlart tagimalan dikkat cekicidir.

Caligilan suglar iginde farkhi protein profili gdsteren suglardan birisi de
S.maltophilia MU 136 sugu olup bu sugun protein bantlanna ve dendrogramina
bakildifinda bu susun Smalfophilia MU 53 ve MU 94 ile iligkili oldugu
gorlilmiigtlir. Ancak bu sugun enzim testleri sonuglanna gore S.maltophilia MU 69
sugu ile, antibiyotik testlerine gore S.malfophilia MU 94 susu ile benzerlik
gosterdigi, kroma kargt olan direncliligi ile difer S.malfophilia suglarindan aynidig
tespit edilmigtir.

Diger yandan S.maltophilia MU 63, MU 64 ve MU 69 suslanmmn protein
bantlarinda g6rfilen farklibk yam: swa  dendrogramlarnda da benzerlik
gostermedikleri gdriilmiiy olsada bu suslann yapilan testlere gok benzer sonuglar
verdikleri gorilmigtiir.
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