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OZET
CiG SUT ORNEKLERINDEN iZOLE EDILEN PSEUDOMONAS
BAKTERILERININ ANTAGONISTIK AKTIVITELERI

BEKCI, Hatice
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Gokgen YUVALI CELIK

Agustos 2009, 60 sayfa

Arastirmada P.fluorescens ssp .indologenes, P. vesicularis, P, luteola, P.
paucimdolis ve P. aeruginosa tiirlerine ait toplam 15 adet sus kullanilmustir.
Suslar farkli ¢ig siit 6rneklerinden izole edilmistir ve Analitik Profil indeksin (API
20 NE) kullanimi ile tamimlanmiglardir. Arastirmada, Pseudomonas spp.
Suslarinin bazi patojen ve kontaminant test bakterileri (Bacillus subtilis RSKK
244, Bacillus subtilis 1404, Bacillus subtilis 2362, Salmonella 21.3,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Shigella sonnei RSKK 877,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus thurigiensis, Bacillus megaterium RSKK
5117, Bacillus cereus 863, Staphylococcus aereus Koag (+), Escherichia coli
ATCC 35218) tizerindeki genel inhibisyon etkileri agar difiizyon metodu ile
incelenmistir. P. aeruginosa ve E. coli bakterilerinin Pseudomonas suslarinin
antimikrobiyal aktivitesinden daha fazla etkilendikleri tespit edilmistir.
Pseudomonas suslarinin bazi laktik asit bakterileri (Lactobacillus acidophilus
ATCC 53103, L. planterum ATCC 20246, L. helveticus 75.L. L. fermentum
DSMS 23271, Z.20.L L. brevis, L. acidophilus ATCC 4346) iizerinde agar
difiizyon metodu kullanilarak antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Pseudomonas
suslarinin laktik asit bakterileri iizerinde antimikrobiyal etki gosterdigi tespit
edilmistir. Ancak laktik asit bakterilerinin Pseudomonas susglar1 iizerinde onemli

Olctide inhibisyon etki gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Pseudomonas,izolasyon, Laktik asit bakterileri, Antimikrobiyal aktivite

iii



SUMMARY
THE ANTAGONISTIC ACTIVITIES OF PSEUDOMONAS BACTERIA
ISOLATED FROM THE RAW MILK SAMPLES

BEKCI, Hatice
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Assosiate Professor Dr. Gok¢en YUVALI CELIK
August 2009, 60 pages

In the study, a total of fifteen strains belonging to P.fluorescens ssp .indologenes,
P. vesicularis, P, luteola, P. paucimdolis ve P. aeruginosa were analysed. Strains
were isolated from different raw milk and identified Analytical Profile Index (API
20 NE). The general inhibition of Pseudomonas isolates on pathogenic and
contaminated test bacteria (Bacillus subtilis RSKK 244, Bacillus subtilis 1404,
Bacillus subtilis 2362, Salmonella 21.3, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Shigella sonnei RSKK 877, Staphylococcus epidermidis, Bacillus thurigiensis,
Bacillus megaterium RSKK 5117, Bacillus cereus 863, Staphylococcus aereus
Koag (+), Escherichia coli ATCC 35218) were investigated by using agar
diffusion method. From the results, it was determinated that P. aeruginosa and E.
coli were significantly inhibited by Pseudomonas strains. Antimicrobial effects of
Pseudomonas strains on some lactic acid bacteria (L. acidophilus ATCC 53103, L.
planterum ATCC 20246, L. helveticus 75.L. L. fermentum DSMS 23271, Z.20.L
L. brevis, L. acidophilus ATCC 4346) were investigated by using agar diffusion
method. It was determinated that Pseudomonas strains had showed antimicrobial
effect on lactic acid bacteria. However, it was found that lactic acid bacteria had

significantly high inhibition effect on Pseudomonas strains.

Keywords: Pseudomonas, 1zolation, Lactic acid bacteria, antimicrobial activity
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TESEKKUR

Egitim siireci icerisinde bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, her konuda destegini
gordiigiim, hosgorii ortami igerisinde genis tecriibesiyle bizlere yon veren, vizyonumuza
onderlik eden, kendine giivenen bireyler olarak yetismemizde biiyiik rol oynayan, bu
tezin baslangicindan en son ciimlesine kadar ki her asamasinda ¢ok biiyilk emegi,
fedakarlig1, ozverisi olan; her isinde oldugu gibi gerek bu tez gerekse Ogrenciligim
donemimde birlikte ¢alistigim zamanlardaki her tiirlii iste en ince ayrintilarla defalarca
ilgilenen; uykusundan, ¢ok degerli zamanindan, yemek saatlerinden 6diin veren, gerek
laboratuvar gerekse yazim asamasinda her bir detayla tek tek ilgilenen, sevgisini,
zerafetini, hosgoriisiinii, idealistligini, ufkunun genisligini, caligkanligini, saygmligini
cok takdir ettigim; bu siire¢ zarfinda kendisinden ¢ok sey dgrendigim cok saygideger
hocam Sayin Dog. Dr. Gokgen YUVALI CELIK’ e, 6nce beni yagatan, niime firsatlar
sunup, dogruyu se¢gme ayricaligi veren, bundan sonra da insanlara yardim etme firsatim

tantyan, dedem Ahmet SATOGLU’ na, sonsuz tesekkiirler olsun.

[Ik solugumdan bugiinlere gelmemde harcadiklar1 caba ve Ozveriye; hayatimin her
doneminde desteklerini, sevgilerini, dualarimi esirgemeyen, benimle aglayip benimle
giilen, basar ya da basarisizligimda hep yanimda olan, daima karsiliksiz sevip ve de cok
sevilen, kendileriyle gurur ve onur duydugum anne ve babam Melahat- Mustafa
BEKCI’ ye, hayatima renk katan kardesim Adem’ e, birlikte calismaktan mutlu
oldugum canim arkadagim Tuba CAYLAK’ a ve yardimlarindan, dostluklarindan,
samimiyetlerinden, en zor anlarimda dahi yanimda olmalarindan dolayr degerli

arkadaslarim, dostlarim Emel, Ozlem ve Zafer’ e tesekkiirii bir borg bilirim.
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BOLUM I

GIRIS

Kompleks biyokimyasal yapisi ve yiiksek su aktivitesi nedeniyle ¢ig siit, patojen
mikroorganizmalar i¢in son derece uygun bir besin ortamidir. Saglikli bir hayvandan
aseptik kosullarda sagilan taze siit cok az sayida bakteri icerir. Siite mikrobiyel bulagma
sagim ile baglar. En 6nemli bulagsma kaynaklar1 hayvanin memesi, deri, kil, insan elj,
sagim makineleri, siit kaplar1 ve sogutuculardir. Siite bu cevrelerden genellikle hava,
toz, toprak, su ve giibre kaynakli mikroorganizmalar bulasir. Bunun yaninda siitten
yapilan cesitli siit mamulleri, siite daha 6nceden bulasan mikroorganizmalara ilave
olarak iiretim sirasinda insan eli, su, alet ve ekipman, katki maddeleri ve paketleme
materyalinden gelen mikroorganizmalarla bulagir [1].

Siit beslenmede biiyiik 6neme sahip olan temel besin maddesi olmasina karsin bircok
mikroorganizmanin iiremesi i¢cin de mitkemmel bir ortam olusturmaktadir. Siit memede
bulundugu donemde sterildir, ancak sagim sirasinda ve sagimdan sonra cesitli
asamalarda siite mikroorganizmalar bulasabilir. Son yillarda yapilan calismalarda siitiin
memede bulundugu dénemde bile az sayida ancak insanda hastalik etmeni olmayan
mikroorganizma igerdigi gosterilmistir [2] . En 6nemli bulagsma kaynaklar1 hayvanin
memesi, deri, kil, insan eli, sagim makineleri, siit kaplar1 ve sogutuculardir. Siite bu
cevrelerden genellikle hava, toz, toprak, su ve giibre kaynakli mikroorganizmalar
bulasir. Bunun yaninda siitten yapilan cesitli siit mamulleri, siite daha 6nceden bulasan
mikroorganizmalara ilave olarak iiretim sirasinda insan eli, su, alet ve ekipman, katki
maddeleri ve paketleme materyalinden gelen mikroorganizmalarla bulasir [1]. Bu
asamalar sirasiyla; meme kanali, meme baslar1 ve meme lobunun dis yiizeyi yani
hayvanin kendisinden gelen etmenler, sagim aletleri ve siitil tiiketiciye ulastirana kadar

bekletme kosullaridir [2].

Pseudomonas' lar dogada toprak ve suda yaygin olarak bulunan ayni1 zamanda hayvan
derisi iizerinde sik¢a rastlanan bakteriler oldugundan siitiin sagimi sirasinda hijyenik
kosullara dikkat edilmedigi taktirde siite bulasabilmektedirler. Pseudomonas' lar siit

ekipmanlar1 ve hortum baglarinda kolonizasyon yapabilmektedirler [1].



Sogukta bekletilen siitlerde, Pseudomonas grubu bakterilerin salgiladiklar1 proteaz ve
lipaz gibi ekstraseliiller enzimlerin varligi, bu enzimlerin 1siya son derece direncli
olmalar ve aktivitelerinin UHT (Ultra High Temperature) islemine bile dayanabilmeleri
iirin  bazinda sorunlar yaratmaktadir. Isil islem sonrasi siit igerisindeki
mikroorganizmalarin biiyiik bir cogunlugu canliliklarim1 kaybetmekte ancak bu enzimler
aktivitelerini siirdiirebilmektedirler. Lipaz enzim aktivitesi sonucunda gliserin ve yag
asitleri agiga ¢ikmakta, doymamis yag asitlerinin oksidasyonu diger reaksiyonlarla
birlikte aldehit, keton ve asit bilesiklerinin olugsmasina neden olmakta ve sonucta aci tat
ve kotii koku olusmaktadir. Proteaz enzim aktivitesi nedeniyle ise UHT siitte asitlik
gelismeksizin tath pihtilasma denilen enzimatik bir hata olugmakta, proteinler

parcalanmakta ve kabin dibinde piht1 olugsmaktadir [1, 3].

Yukarida belirtilen asamalarin hepsini bir siire¢ olarak kabul ettigimizde, her bir agsama
bu siirecin "Kritik Kontrol Noktalar1" (HACCP) olarak kabul edilebilecektir. Hayvanin
sagligindan baslayarak sagimda kullanilan ara¢ ve gerecin, sagimdan sonra kullanilan
saklama ve tasima kaplarinin temizligine azami Slgiide dikkat ederek siitte bulunmasi
istenmeyen mikroorganizmalarin iiremesi kontrol altina alinabilir ya da en aza
indirilebilir. Cig siitlerde bazi mikroorganizmalarin bulunmasi cevresel kaynakli

kontaminasyonu ve sanitasyon kosullarinin yetersizligini gosterebilir [2].

Tiirkiye'nin kirsal yapisina bakildiginda siitiin ciftliklerden ziyade koyliilerden
toplandig1 goriilmektedir. Bu asamada enzimlerin varligi degil, ancak bu enzimleri
iireten bakteri varliginin dogru sekilde belirlenmesi, bolgelere gore hangi siitiin UHT' ye
verilmesi kararinda onemlidir. Bu belirleme sonunda bolgeye yonelik gerekli eSitim ve
diizeltici-Onleyici faaliyet ile UHT siitlerdeki raf omrii uzatilacaktir. Bu nedenlerle
Pseudomonas'larin  gidalardan izolasyonu ve saymmi Onem kazanmaktadir. P.
aeruginosa 'min ¢esitli gida drneklerinde sayimi i¢in Glutamate Starch Phenol Red Agar
(GSP) ve Setrimide Agar besiyerleri onerilmekle beraber, sanayiden gelen veriler bu

besiyerlerinin selektivitesinin Pseudomonas' lar i¢in yeterli olmadig1 yoniindedir [1].



BOLUM II
GENEL BILGILER, PSEUDOMONAS CiNSi BAKTERILERIN GENEL
OZELLIiKLERIi

Cig siit, kendisinden iiretilen bir¢ok iirtiniin hammaddesidir. Bu nedenle, islenmemis ¢ig
slitiin icerdigi baslangi¢ bakteri yiikii oldukca dnemlidir. Cig siit mikroflorasi i¢cinde pek
cok bakteri yer almakta ve siitiin kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Teknolojik
acidan, yiiksek bakteri yogunluguna sahip siitlerin islenmesi giiclesmekte, elde edilen
giriinlerin kalitesi de diismektedir. Siitiin elde edildigi hayvanin saglik durumundan,
siitiin {irline doniisiinceye veya tiiketiciye ulasincaya kadar her asamada bircok faktor

stitiin hijyenik kalitesini etkilemektedir [4].

2.1. Pseudomonas Cinsi Bakterilerin ve P. aeruginosa’ nin Genel Ozelikleri

Pseudomonas cinsi bakteriler, Pseudomonadaceae familyas: icerisinde yer alirlar. Bu
bakterilerin cogu dogada toprak ve sularda yogun olarak bulunur. Baz tiirleri insan,
hayvan ve bitki patojenidir. Son derece 6nemli olan bu cinsin tiirlerinin bazilar1 oksidaz
pozitif, bazilar1 oksidaz negatiftir. Glikozu oksidasyon yoluyla parcalayan bakterilerdir.
Tiirlerin tamam katalaz pozitif, Gram negatif, aerobik, polar flagellasiyla hareket
edebilen ¢ubuk sekilli bakterilerdir. Pseudomonas' lar gidalar icin 6nemli kilan pek cok
ozellik vardir. Baz tiirleri proteolitik ve lipolitik aktivite gostermektedir. Aerobik
olmalar1 nedeniyle gidalarin yiizeyinde hizla gelisirler ve sonugta okside iiriinler ve
mukoz madde olustururlar. Kendi gelismeleri icin gerekli olan gelisme faktorlerini ve
vitaminleri sentezleme yetenegindedirler. Psikrofil, mezofil ve psikrotrof tiirleri vardir.
Ozellikle sogukta saklanan siit, et, yumurta ve deniz {riinlerinin birinci derecede
bozulma etmenidirler. Is1 ve radyasyonla kolaylikla inhibe olabilmektedirler. Oksijensiz
kosullarda ve 42 °C' nin iizerinde ¢ogalamazlar. Kurumaya direnclilikleri zayiftir. Bazi
gidalar tizerinde P. fluoresans yesilimsi, P. nigrificans siyah, diger tiirleri ise

kahverengi pigment olusturur [5, 6, 7].

Bu cinsin iiyeleri, bir¢ok antibiyotige direncli olduklarindan ve ancak birka¢ bakterinin
tolere edebildigi kosullarda canliliklarmi siirdiirebilmeleri nedeni ile klinik agidan
onemlidirler [8]. Pseudomonas cinsi bakteriler buzdolabi sicakliginda depolanan

gidalardaki bozulmalarin bircogundan sorumludurlar. Buzdolabinda birka¢ giin
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depolanmis taze etlerde hakim floray1 olustururlar. Raf 6mriiniin baslangicinda toplam
mikroflorada az bir yer kaplarlar ancak yiiksek su aktivitesi, ntr pH, uygun sicaklik ve
O, kaynagmin bulunmasi1 gibi sartlarin saglanmasi durumunda hizli bir gelisme
gosterirler. Pseudomonas' lar lipolitik ve proteolitik aktiviteleri sonucunda gidalarda
istenmeyen tat, renk ve koku olustururlar. Taze etlerde ve diger gidalarda kalite

kriterlerini belirlemede Pseudomonas' larin izolasyonu ve sayimi énemlidir [9, 10].

Pseudomonas cinsi bakterilerden en sik izole edilen insan patojeni P. aeruginosa' dir.
Cevre kosullarina ve dezenfektan maddelere direnclidirler, iyotlu soliisyonlarda bile
iireyebilirler. Hastane ortaminda sik bulunurlar. Bu nedenle bircok hastane infeksiyonu
etkeni arasinda on siralarda yer alirlar [11]. Pseudomonas' larin tiirleri oldukca fazla
oldugu icin goriiniimlerine, pigment olusturup olusturmamalarina ve metabolizmalarina
gore smiflandirmalar1 yapilmistir. RNA/DNA hibridizasyon deneylerine goére, bu iki
niikleik asidin gosterdigi uyumlara bakarak, bu bakteriler I, II, II, IV, V rRNA
gruplarma ayrilmiglardir. P. aeruginosa rRNA grup I' e dahil olmustur [12, 8].

2.1.1. Pseudomonas aeruginosa 'min ozellikleri

2.1.1.1. Tarihcesi

P. aeruginosa, 1850'de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda mavi renk
degisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmustir. i1k olarak Bacillus pyocyaneus ve daha
sonra Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir. Piyosiyanin izolasyonu Lucke
tarafindan 1862'de yapilmistir. Ancak bu organizma, Gessard'in klasik calismalan ile
1882'de saf kiiltiir halinde izole edilmistir. 1897'de Hitschman ve Kreibich, 1917'de
Frenkel ve 1925'de Osler patojen bir bakteri oldugunu tanimlamislardir. 1926 yilinda
California Universitesi'ndeki Dooren de Jong, Pseudomonas tiirlerini, cesitli organik
bilesiklerin karbon ve enerji kaynag olarak kullanimina dayanan fenotipik 6zelliklerin
gore smiflandirmiglardir. 1966'da Buchanon, Holt ve Lessel Pseudomonas tiirlerini
fenotipik ozelliklerine gore siniflamislardir. Daha sonra DNA hibridizasyon ¢alismalari
baslamigtir. 1973 yilinda Palleroni ve arkadaslari, niikleik asit hibridizasyon
calismalarin1 genisleterek Pseudomonas 'lar1 TRNA homolojilerine gore 5 gruba
ayirmislardir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda bu cinsin smiflandirilmast yeniden

diizenlenmistir [13].



2.1.1.2. Morfolojik ozellikleri

Uzunluklart ¢ok degisik olmakla beraber P. aeruginosa 1,5-3 pm genisliginde, bazen
ikili bazen de kisa zincirler halinde goriilen sporsuz, kapsiilsiiz, ¢ubuk seklinde aerob
bakteridir. Cogu kez bir uglarinda bir, nadiren iki-iic adet kirpigi vardir ve ¢ok
hareketlidirler. Kolay boyanirlar ve Gram negatiftirler. Uzun siire beklemis
kiiltiirlerinde ve antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda kisa veya cok uzun
deforme sekilleri, hareketsiz ve pigmentsiz olanlari, R (rough) tipinde iireyenlerin

bulundugu bildirilmistir [1, 13].

2.1.1.3.Kiiltiirel ve biyokimyasal o6zellikleri

P. aeruginosa uygun besiyerinde optimum 30-37 °C'lerde ve hafif alkali ortamlarda
gelisir. 41 °C'de iireyebilme yetenegi P. aeruginosa i¢in onemli bir 6zellik olup arka
arkaya 3 pasajda 42 °C'de iireyebilmesi P. fluorescens 'den ayirt edici bir 6zelligidir.
Aerob olmakla beraber denitrifikasyon 6zelliginde oldugundan anaerob iireyen tiirlerine
de rastlanabilir. Siv1 besiyerinde yiizeyde zar yapmak iizere yogun ve homojen bir
iireme gosterirler ve zarin hemen altinda mavi yesil pigmenti ayirt edilir. Uzun siire
beklemis kiiltiir ortamlar1 zamanla alkali duruma geldiginden bakteriler litik
fermentlerle erir ve s1v1 besiyerini berraklastirir. Peptonlu suda ayn1 sekilde tirerler

[1, 14].

P. aeruginosa kat1 besiyerlerinde 3 tip koloni olustururlar. Tip 1 koloni, 2-3 mm
capinda yuvarlak, mat yiizeyli, ortas1 kabarik, yassi, beyaz renkli karsidan bakilinca
fluoresans 6zelligi olan ve besiyerinin her tarafina yayilmis olan yesil-mavi pigmentleri
goze carpan kolonilerdir. Bu tip koloniler genellikle klinik 6rneklerden izole edilir.
Cogunlukla dogal kaynaklardan izole edilen tip 2 koloni, daha kiiciik, kabarik, konveks
ve diizensiz koliform kolonilerine benzeyen kolonilerdir. Tip 3 koloniler ise P.
aeruginosa min bazi suslarmin hiicre disi alginat salgilamasi nedeniyle mukoid
goriinimde bakterinin olusturdugu R kolonilelerdir. Kiiltiirlerde triptofan 2-
aminoasetofenon iiretimine baglh olarak karakteristik bir meyve kokusu vardir ve petri
kutusunun kapagi acildiginda iiziim kokusu veya trimetilamin kokusu seklinde hissedilir

(1, 13, 14].



P. aeruginosa 'min baz1 biyokimyasal dzellikleri soyledir;

Kanli agarda hemoliz yaparlar. Kanli agarda iireyen klinik izolatlar siklikla beta
hemolitiktirler.

Jelatin ve koagule plazmayi eriterek parcalarlar.

Glikozu oksidatif yolla pargalayip asit yaparlar (glukonat yapar). Laktoz ve sakkarozu
kullanamazIlar.

Oksidaz pozitif olmalan ile Enterobacteriaceae familyasi tiyelerinden ayrilirlar.
Asetamini deamine ederek amonyak olustururlar.

Nisastaya etki etmezler.

Katalaz ve sitrat reksiyonlar1 pozitiftir.

L-arjinin dihidrolaz olustururken, lisin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz
olusturmazlar.

Indol ve H,S olusturmazlar.

Metil kirmizis1 ve Voges-Proskauer negatiftir.

Nitrati nitrite rediikte ederler.

Tetrazolium tuzlarini ve seleniti rediikte ederler.

KCN'ye direnglidirler.

Pseudomonas aeruginosa P. fluorescens 'den ayri olarak metilen mavisini ve prontosilin

rengini giderir [1, 8, 13, 14].

Cogu Pseudomonas suslan kiiltiir ortaminda pigment iiretirler. Pigment olusumu kiiltiir
kosullaria baghdir. Mutasyonla bu 6zellik kaybolur ya da aym anda bir¢cok pigment
olusumu goriilebilir. Bu pigmentler oksijensiz ortamda olusmazlar, oda sicakliginda

daha iyi olusurlar [13, 14] .

Fluoresan pigmentler, fluoresans 6zellik tasiyan Pseudomonas 'larin (P. aeruginosa, P.
putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. cichori, P. flavescens)
karakteristigidir. Bu pigmentler sideroforlardir ve kiiltiir ortaminda diisiik demir
konsantrasyonlarinda bol miktarda {iretilirler. King B kiiltiir ortami, fluoresan
pigmentlerin iiretimini uyarmakta kullanilir. Flouressein, kloroformda ¢6ziinmeyen
ancak suda c¢ozinen sarimsit renkte bir fluoresan pigmentidir. Bu pigmentin
goriilebilmesi i¢in bazen UV 1s18a ihtiya¢ duyulur. King B besiyerinde klinik izolatlarin
%701 bu pigmenti olusturur. Fluoresan bir pigment olan piyoverdin, referans bir

Pseudomonas susundan (PAO1) izole edilmistir [13,14] .
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Piyosiyanin, mavi bir fenazin tlirevidir. P. aeruginosa igin karakteristiktir.
Asidifikasyonla rengi once sartya sonra da kirmiziya donebilir, alkali ortamlarda ise
renksizlesebilir. Suda ve kloroformda erir. Sivi besiyerlerinden yapilmis bakteri
kiiltiirlerine esit miktarda kloroform eklenir ve calkalanirsa bu pigment besiyerinin
icinde ¢okmiis halde bulunan kloroform igerisinde kristalize olarak koyu mavi renkte
gozlenir. Piyosiyanin iiretimi King A besiyeri kullanilarak arttirilabilir. 37 °C'de 5 giin
inkiibe edilen P. aeruginosa suslarinin %80'i piyosiyonin olusturur. Oda sicakliginda 3-

4 giin birakilarak agar kiiltiirlerinde pigmentasyonda artig gozlenir [1, 13, 14] .

Piyorubin, baz1 P. aeruginosa suslann tarafinda iretilen parlak kirmizi renkte,
kloroformda ¢oziinmeyen ancak suda ¢oziinen bir fenazin pigmentidir. Diisiik oksijen
konsantrasyonunda geri doniisiimsiiz olarak rengini yitirir. Piyorubin klinik izolatlarin

9%?2'sinde iiretilir [13, 14] .

Piyomelanin, P. aeruginosa tarafindan {iretilen kahverengi, siyah renkte sik

gbzlenmeyen bir pigmenttir [13] .

Besiyerinde ozellikle piyosiyanin ve flouressein pigmentlerinin olusumu P. aeruginosa

'min tanisi yoniinden oldukga 6nemli bir 6zelliktir [14] .

P. aeruginosa suslar bakteriyosinler tiretir ve bunlar ayn tiiriin diger suslarim oldiiriicii
etkiye sahiptirler. P. aeruginosa bakteriosinleri pyosin adimi alir. Brandy'in (1967)
yaptig1 siniflandirmaya gore P. aeruginosa 'min bakteriyosinleri S ve R tipindedir. S tipi
sekilsiz goriiniimlii ve proteolitik enzimlere duyarli, R tipi faj kompenentleri yapisinda
ve proteolize duyarli degildir. Bakteriosin tiplendirilmesinde, duyarli indikator suslara
kars1 bilinmeyen bir organizmanin ekstrakti ya da bilinen bakteriosinlere karsi

bilinmeyen susun duyarliligi denenir [1].

P. aeruginosa 'larda bircok litik fajlar identifiye edilmistir ve bu fajlarin morfolojik
cesitliligi en azindan diger bakteri cinslerindeki kadar onemlidir. Aym1 O grup P.
aeruginosa suslar1 arasinda ayrim yapmak icin faj tiplendirme teknigi kullanilir. Faj
tiplendirmesinde test susu iizerine bilinen faj siispansiyonlar1 damlatilarak

inkiibasyondan sonra lizis saptanmir. P. aeruginosa 'min 17 somatik (O) ve 6 flagella (H)



antijeni vardir. O antijeni 1siya dayanikli, flagella ve fimbria antijenleri 1s1ya

dayaniksizdir. Fosfatazlar, proteazlar ve fosfolipazlar da antijen olarak rol oynarlar [13].

2.1.1.4. Cesitli ajanlara kars1 direnclilik

Pseudomonas cinsi bakteriler 1s1ya direngsiz bakterilerdir. 55 °C'de 1 saat ve 60 °C'de 15
dakikada oliirler. Cevre sicakligi kosullarinda sularda aylarca canli kalirlar. Ozellikle
hastane ortaminda cerrahi ve yanik servislerinde organik kalintilarin bulunmasina bagh
olarak uzun siire canl kalabilirler. Steril saf su icinde bile oda sicakliginda iireyebilirler.
Diger patojenlere gore kimyasal dezenfektanlara daha direnclidirler. Uygun nem
kosullar1 temin edildigi zaman cesitli yerlerde iireyebilirler. Dortli amonyum
bilesiklerinde, hekzoklorofenli sabunlarda, iyotlu soliisyonlar ig¢inde bile iireyebilirler,

hatta dortlii amonyum bilesiklerini besin kaynagi olarak kullanabilirler [13].

2.1.1.5. Epidemiyoloji

P. aeruginosa toprakta, suda, hayvanlarda, bitkilerde ve insanlarda bulunabilir.
Insanlarda onemli bir firsatc1 infeksiyon etkenidir. Bitkilerde ve hayvanlarda da patojen
olabilir. Fiziksel ve kimyasal sartlara oldukca kolay uyum saglar. Ozellikle nemli
ortamlarda kolay tireyebilir, insanlarda perine, aksilla ve kulaklarda kolaylikla kolonize
olabilir. Hastanelerde solunum destek cihazlari, temizleme solusyonlari, lavabolar,

paspaslar gibi her yerde varliklarim siirdiirebilirler [14].

2.2. Pseudomonas’ lari Olusturdugu Hastahklar

P. aeruginosa saglhikli ve normal insanda hemen nadiren hastalik olusturur. Oysa
ozellikle hastane ortaminda, bagislik yanit1 ve savunma sistemleri bozulmus insanlarda,
baska bir deyisle firsat buldugunda her sistem ve organda enfeksiyon olusturabilir.

Bunlardan 6nemli olanlar agagida kisaca anlatilmistir [13].

P. aeruginosa' nin proteolitik enzim, letal ekzotoksin ve enterotoksin 6zellikli hiicre dist
salgilarinin olmast ve firsat¢1 patojen 0Ozelliginin bulunmasi cesitli hastaliklarin
olugmasina neden olur. Pseudomonas' lar; idrar yolu, g6z, dis kulak, orta kulak, yamk

ve yara enfeksiyonlari, menenjit, bronsit ve bronkopnomoni, septisemi, osteomiyelit,
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psddomembrandz kolit gibi hastaliklardan izole edilebilirler [1,8]. Son yillarda
Pseudomonas enfeksiyonlarinin hastane ortamlarinda gittikce arttigt gozlenmektedir.
Bunun nedeni; gittikge artan oranda direncli suslarin ortaya ¢ikmasi ve bakterilerin daha

kolay barinabilmesidir [1, 13].

P. aeruginosa' nin yeni dogan cocuklarin dliimiiyle sonuc¢lanan epidemik ishale neden
oldugu bildirilmistir. Hastane c¢evrelerinde o6zellikle immun sistemi zayiflamig
hastalarda ishale neden olarak yasami tehdit edebilmektedir. P. aeruginosa' nin 1946
yilinda yapilan bir arastirmaya gore siitle alinmasi sonucu, akut epidermik
gastroenteritidise sebep oldugu bildirilmis, diyare, kramp, bulanti ve kusma
semptomlariyla seyreden 409 olay goriilmiistiir. Semptomlarinin bebek ve ¢ocuklarda
daha siddetli oldugu ve bebeklerde 9 o©liim meydana geldigi bildirilmistir. P.
aeruginosa' min 106 dozunda agizdan aliminin gastroenteritidis sebebi olabilecegi ifade

edilmistir [1] .

2.2.1. Endokardit

P. aeruginosa ilag bagimlilarinda dogal kapakta ve digerlerinde protez kalp kapaginda
yerleserek infektif endokardite neden olur. Kesin tam pozitif kan kiiltiirii ve cerrahi
sirasinda aliman kapak ya da endokardiyal ©rnegin histopatolojik incelenmesi ile

konulur [13].

2.2.2. Pnomoni

P. aeruginosa lokal respiratuvar veya sistemik konak savunma sisteminde bozukluk
olan kisilerde akut, hayati tehdit eden bakteremik vaya non bakteremik pnomoniye
sebep olur. Hastane ortaminda 6zellikle de yogun bakim biriminde bulunmak, solunum
cihazlarinin kullanilmast ve daha once antibiyotik kullanmis olmak P. aeruginosa
pnomonisi olma ihtimalini artirir. Hastane dis1 pnomonilerinde ise altta yatan ciddi bir
hastalik, kronik akciger hastalifi predispozan faktorlerdir. Bakteremik pseudomonas
pnomonisi kanser kemoterapisi alan notropenik hastalar ve AIDS hastalarinda goriiliir.
Kan dolasimi invazyonu ile deride ektima gangrenosumun pulmoner karsiligi olan

lezyonlar goriiliir [13].



2.2.3. Bakteremi

Pseudomonas cinsi bakteriler hematolojik malinite, immiinglobulin eksikligi,
hipokomplemantemi, notropeni, diabetes mellitus, organ transplantasyonu, agir
yaniklar, difiiz dermatitler, ve AIDS predispozan faktorlerdir. Ozellikle ektima
gangrenozum tarzindaki tipik deri lezyonlarinin goriilmesi P. aeruginosa bakteremisi

icin ayrt ettiricidir [1, 13].

2.2.4. Santral sinir sistemi enfeksiyonlari

P. aeruginosa ‘nin menejit ya da beyin absesine neden olmasi 3 yolla gergeklesir.

1. Kulak mastoid veya paranazal sinus gibi bir kaynaktan komsuluk yolu ile,

2. Kafa travmasi, cerrahi, invaziv tanisal girisimler ile subaraknoid araliga veya beyine
direkt inokulasyon,

3. Uriner sistem, endokard, akciger gibi uzak kaynaktan bakteremi sirasinda P.
aeruginosa kanserli hastalarda goriilen menenjitin Listeria monositogenes’ten sonra ve

beyin absesinin E. coli ‘den sonra en sik ikinci nedeni olarak bildirilmektedir [1,13].

2.2.5. Kulak enfeksiyonlari

P. aeruginosa normal kulakta nadiren bulunmasina ragmen yaralanma, maserasyon,
inflamasyon ve nem varsa eksternal kulak yolunda siklikla yerlesir. Eksternal otit
kendini sinirlayici, benign olup yiizmekle ¢ok iliskilidir. Malin eksternal otit ise agirlikli
olarak yasl diyabetik kisilerde , kismen de uzun siireli kiiciik damar hastaligi olanlarda
goriiliir. P. aeruginosa kronik siipiiratif otitis media’li cocuk ve yetiskinlerin orta ve dis

kulak yolundan en sik izole edilen bakteriyel patojendir [1].

2.2.6. Goz enfeksiyonlari

P. aeruginosa bakteriyel keratitin en sik nedenlerinden biridir. Bunun disinda
endoftalmit, oftalmia neonatarum, blefarokonjonktivit, skleral abse, ve orbital selliilite
neden olmaktadir. Kontakt lens kullananlar, agir yanikli, komadaki, dnceden goz
radyasyonu almis olanlar, yogun bakimda yatanlar ve AIDS hastalart P. aeruginosa

keratitine aday hastalardir [13].
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2.2.7. Kemik ve eklem infeksiyonlari

Hematojen veya komsuluk yolu ile enfeksiyon olusur. Hematojen enfeksiyonlar daha
cok IV ilag bagimhlarinda iiriner sistem veya pelvik enfeksiyonu takiben gelisir.
Komsuluk yolu ile goriilen enfeksiyonlar penetre edici bir travma, cerrahi girisim , yada

yumusak doku enfeksiyonunu takiben gelisir [1, 13].

2.2.8. Uriner sistem enfeksiyonlar

P. aeruginosa ile iiriner sistem enfeksiyonlar1 cogunlukla kateterizasyon, sonda veya

cerrahi girisime bagli olarak hastane kokenli ve iatrojeniktir [13, 14].

2.2.9.Gastrointestinal enfeksiyonlar

P. aeruginosa orofarenksten rektuma kadar biitlin gastrointestinal sistemde enfeksiyon
yapabilir. En sik yenidoganlarda ve hematolojik malinitesi olanlarda kemoterapiye

sekonder notropeni gelisen hastalarda ortaya cikar [13, 14].

2.2.10. Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari

Yanik, travma, dekiibit iilseri veya dermatit gibi biitiinliigii bozulmus deride nem de
varsa Pseudomonas cinsi bakteri lezyonlan deride gelisebilir. Ektima gangrenozum
disinda subkutan nodiiller, derin abseler, selliilit, vezikiiler ve piistiiler lezyonlar, biil

veya nekrotizan fasiit gelisebilir. Lezyonlar lokal veya yaygin olabilir [1, 13].

2.3. Pseudomonas’larim Antimikrobiyal Ozellikleri

Bakteriler arasinda meydana gelen antagonizm 1925°te yayimlanan Gratia’nin
denemelerini takiben artik iyi bilinen bir fenomendir [18]. Antagonizm ve substrat
rekabetinin, belirli bir ekolojik niste bir mikrofloranin seciminde Snemli olacagina
inanilmaktadir [19]. Antimikrobiyal madde iireten mikroorganizmalar bu ajanlar

sayesinde diger tiirler {izerinde hakim olurlar [20].
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Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizmalar1 inhibe edici veya Oldiiriicli etkilerden
birine sahip olan biyolojik kokenli, ikincil metabolitlerdir. Mikroorganizmalart inhibe
eden maddeler statik, 6ldiiren maddeler sidal olarak isimlendirilir [21]. Farkl1 bakteri tiir
ve cinslerine karsi bakterisidal ve bakteriostatik fonksiyone sahip bir¢ok bakteriyel
iiriiniin  oldugu bilinmektedir [18]. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen, diisiik
molekiiler agirlikli, organik dogal iiriinler olan antimikrobiyaller, secici toksisiteye
sahip olduklarindan, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile mikroorganizmaya zararl olup,

kendisine zarar vermezler [22].

Pseudomonas cinsine ait tiirlerin rizosferde antagonistik aktiviteleri oldukca iyi tespit
edilmistir. Pseudomonas cinsi bakterilerin iirettigi antibiyotik benzeri bakteriyosin ve
fenazin [19], hidrojen siyanit [23], antibiyotik ve sideroforlar [20] gibi antimikrobiyal
maddelerin bir¢cok kok patojeninin baskilanmasinda rol aldigi belirlenmistir. Bundan
dolay1 antibiyotik iireten Pseudomonas’larm etkin bir biyolojik kontrol ajam olarak
kullanimi ©n goriilmektedir [24]. Ancak bazi arastirmacilar, Pseudomonas spp.
suslarinin patojen ve kontaminant bakterilere karsi inhibitorik etki gosterdigini de
bildirmislerdir [25, 19, 26]. Isnansetyo ve arkadaslari, Pseudomonas cinsi bakterilere ait
ikincil metabolitlerin hem Gram-negatif ve hem de Gram-pozitif bakteriler icin

bakteriyolitik oldugu belirlenmistir [27].

Biyolojik hidrojen siyanit (HCN), mantar, yiiksek bitkiler ve bdcekler gibi
organizmalarin yan1 sira Pseudomonas ve Chromobacterium bazi bakteri cinsleri
tarafindan da iiretilmektedir [23]. HCN, bir cok mikroorganizmanin gelisimini inhibe

edici etkisi olan bir ikincil metabolittir [28].

Fenazin, Pseudomonas cinsi bakteriler tarafindan iiretilen antifungal antibiyotik benzeri

maddelerdir [29].

Fluoresens Pseudomonas’lar tarafindan iiretilen sideroforlar (piyoverdin, salisilat ve

piyoselin) diger mikroorganizmalarin inhibisyonuna neden olmaktadir [30].
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2,4-Diasetilfloroglukinol (DAPG), Pseudomonas’lar tarafindan {iiretilen Onemli bir
antifungal antibiyotiktir. Ancak yapilan aragtirmalar bu antibiyotigin, hem Gram-negatif
ve hem de Gram-pozitif bakterilere karsi da bakteriyolitik oldugunu gostermektedir

[27].

2.4. Antimikrobiyal duyarhhk

Toplumdan kazanilmis P. aeruginosa izolatlan genellikle antipseudomonal penisilinlere
(tikarsilin ve piperasilin), aminoglikozidlere (gentamisin, tobramisin, amikasin),
siprofloksasin’e, sefoperazon’a, seftazidim’e, meropenem’e ve imipenem’e hassastir.
Antistafilokokkal penisilinler, sulbaktam-amfisilin, amfisilin, amoksisilin, amoksilin-
klavulanik asid, 1. ve 2. kusak sefalosporinler, sefotaksim, seftriakson, trimetoprim
sulfametaksazol, nalidiksik asid’e dogal olarak direnclidir. Tetrasiklinler, makrolidler,
rifampin, kloramfenikol, sefiksim, sefodoksime ise kural olarak direnclidir. Tikarsilin,
piperasilin, seftazidim, sefepim, sefpirom, sefoperazon, karbapenemler ve aztreonam
antipseudomonal beta laktamlardir [1]. Pseudomonas aeruginosa genetik olarak bircok
antibiyotige dogal olarak direncli olmasinin yani sira kemoterapi sirasinda da ¢ogul
direncli suslar ortaya c¢ikabilmektedir [13]. Bu diren¢ mekanizmalan baslica su
sekildedir:

Beta laktamaz salinmasina bagh direng; Kromozomal ve plazmid kaynakli beta
laktamazlarin iiretimi.

Antibiyotik hedeflerinde degisiklik sonucu olusan direng; Penisilin baglayan proteinler
(PBP)’deki degisime bagh olan bu diren¢ Gram negatif bakterilerde yaygin degildir.
Bununla birlikte pseudomonas cinsi bakterilerde beta-laktamaz iiretmeyen suslardaki
penisilin direncine diisiik afiniteli PBP’ler neden olur .

Dis membran gecirgenliginin azalmasi ile kazanilan direng; Porin proteinlerinde
degisiklik.

Aktif diga pompalama sistemi ile antibiyotigin digart atilmasina bagl direng.
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2.5. Pseudomonas' larn Siit ve Siit Uriinlerinde Neden Oldugu Sorunlar

Cig siitlerde psikrotrof bakterilerin bulunmasi; siitiin iiretim kosullarina, islem oncesi
depolama zamania, sicaklifina ve siit igerisindeki mikroorganizmalarin tiiriine gore

degisiklik gostermektedir [1].

Cig siit ve pastorize siit, buzdolab1 kosullarinda bozulabilmektedir. Bu bozulmanin esas
nedenlerinden biri psikrotrof bakterilerdir. Bu bozulmalarda etken olan bakteri
diizeyinin belirlenmesi amaciyla yapilan arastirmalarda, bu diizeyin genel olarak 5x10°
ile 2x10” adet/mL oldugu tespit edilmistir. Siitte meydana gelen mikrobiyel bozulma,
bakteri tiirline ve sayisina, lag fazin siiresine ve siitiin saklama sicakliginda, bakterinin

iireme hizina ve tiiriine bagh olarak degisiklik gostermektedir [1] .

Pseudomonas' lar siit iiriinlerinde en biiyiik tehlikeyi olusturan psikrotrof bakteri tiirleri
olarak bilinmektedir. Ozellikle sogukta saklanmis c¢ig siitlerden yapilan iiriinlerde
rahatlikla gelisebilmeleri ile pastorize ve sterilize siitlere uygulanan sicaklik
normlarinda salgiladiklan ekstraseliiler enzimler ve sahip olduklan kapsiiller nedeniyle
aktivitelerini siirdiirebilmeleri bu bakterilerin en 6nemli 6zelligidir [13]. Cig siitlerden
iiriine gecen psikrotroflarin 6zellikle de Pseudomonas tiirlerinin sentezledikleri proteaz
ve lipazlarin, UHT siitlerde tam anlamiyla inaktive olmadiklart ve bu enzimlerin
aktivitesi sonucunda UHT siitlerde koagiilasyon (tatli pihtilasma) meydana geldigi,
siitiin renginde, kokusunda, yap1 ve kivaminda bir¢ok degisiklikler oldugu tespit

edilmistir [7] .

Pseudomonas' larn siit tiriinlerinde iki sekilde bozulmaya neden oldugunu bildirmistir.
Bunlardan birincisi yukarida anlatildigi gibi proteaz ve lipaz gibi ekstraseliiler enzimler
nedeniyle, ikincisi ise pastorizasyon sonrasinda basta P. aeruginosa olmak iizere siitiin
bircok bakteri ile kontaminasyonu nedeniyle, siit liriinlerinin buzdolabi sicakliginda

depolanmasi sirasinda bozulmasi olarak belirlenmistir [31].

Psikrotroflardan P. fragi' nin tereyaginda meyvemsi kokulara ve bozulmaya neden
oldugu, P. putrefaciens' in proteoliz ve ciirime yaptigi, P. nigrificans' m tereyagi
yiizeyinde siyah renkte koloniler olusturdugu tespit edilmistir. Ozellikle sogukta

muhafaza edilen siitlerden yapilan peynirlerin kalitesinde genelde bir problem
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goriilmemekle birlikte, 10°-10° adet/mL diizeyinde psikrotrof iceren siitlerden yapilan
Camembert tipi peynirlerde kalite azalis1 tespit edilmis ve bu kalite azalisinda 6zellikle

Pseudomonas tiirlerinin etkili oldugu belirlenmigtir [1] .

Pseudomonas' larin siitiin tazeligini bozmasi yaninda bazen de cesitli enfeksiyonlara
neden oldugu bildirilmistir. Ozellikle firsat¢1 patojen olarak bilinen P. aeruginosa' nin,
stitiin cok fazla tiiketildigi 0-3 yas grubu ¢ocuklarda siit kaplarinin temizligine dikkat
edilmediginde bulasarak hastaliklara ve salginlara yol actig ifade edilmistir. ABD' de
iiretilen bircok sivi siit iiriintiniin  aseptik kosullarda paketlenmedigini, 1sitma
iinitesinden sonra farkli noktalarda bakteri bulasmasi ihtimali oldugunu, son prosesteki
kontaminasyonu elemine etmek ya da azaltmak i¢in siit iirinlerindeki kontaminasyon
kaynagimin belirlenmesi gerektigini belirtmislerdir. Ayrica Pseudomonas' larin
tanimlanmasi i¢in kullanilan yontemlerin yetersiz olmasi nedeniyle patojen olmayan
Pseudomonas' larin patojenmis gibi tanimlanabildigi ve bunun sonucunda iireticilerin
iiriinlerini gereksiz yere geri cagirmalarina ve gereksiz masraflara neden oldugunu

bildirmislerdir [31].

P. aeruginosa dogada toprak ve suda yaygin olarak bulunan ayn1 zamanda hayvan derisi
tizerinde sikca rastlanan bir bakteri oldugundan, siitin sagimi sirasinda hijyenik
kosullara dikkat edilmedigi taktirde siite bulasabilmektedir. Pseudomonas' lar siit
ekipmanlarinda ve hortum uclarinda kolonizasyon yapabilmektedirler. Iyot bazl
dezenfektanlarin diisiik seviyelerde kullanilmasi gibi durumlarda Pseudomonas' lar
yapiskan bir madde olan glioksal iiretirler. Bu madde sayesinde organizma, yiizeye daha
iyl tutunarak ekipman yiizeylerinde kolonizasyon olusturabilmekte ve antimikrobiyel
ajanlara, fagositlere ve surfektanlara direnclerini arttirmaktadir. Sudan ve hortumlardan
kontamine olmus Pseudomonas' larin eliminasyonu, bakterinin diren¢ mekanizmasinin

giiclii olmasindan dolayi1 oldukc¢a zordur [1].
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2.6. Pseudomonas' lar Tarafindan Uretilen Ekstraseliiler Enzimler ve Meydana

Gelen Degisimler
2.6.1. Proteazlar

Siit ve iirlinlerinde Pseudomonas' larin neden oldugu degisikliklerden bir tanesi
proteolizdir. Bu degisiklik, enzimlerin etkisi ile siit proteinlerinin parcalanarak orijinal
formlarim1  kaybetmesi ya da yapisal oOzelligini yitirmesi olarak oOzetlenebilir.
Pseudomonas spp., ozellikle de P. fluorescens siitten izole edilen ve proteolitik aktivite
gosteren psikrotrof bakteriler arasinda en yaygin olamdir. Psikrotroflarin UHT
stitlerdeki proteolitik aktivitelerinin belirlenmesi ile ilgili olarak yapilan aragtirmalarda,
s0z konusu iiriinde B-kazein ile K-kazeinin genis Olciide degrade olduklari, asl-
kazeinde gozlenen kayiplarin diisiik seviye oldugu belirlenmistir. Peyniralti suyu
proteinlerinde ise meydana gelen kayiplarin 6nemli olmadig ifade edilmistir. UHT
stitlerde yapilan bir arastirmada Pseudomonas ve Bacillus proteazlarinin UHT siitleri

pihtilagtirdig: bildirilmistir [1].

Psikrotroflarin en 6nemlisi olan Pseudomonas' lara ait proteazlarin, kazeini parcaladigi
tespit edilmis bu amacgla 9 adet ¢ig siit 6rnegi incelenmistir. S6z konusu aragtirmada;
Pseudomonas populasyonunun sayisinin 10* kob/mL diizeyine ulagsmasi ile K-kazein

parcalanmasinin gerceklestigi tespit edilmistir [18].

Cheddar ve Cottage peynirlerinde tespit edilen ve psikrotrof proteazlara bagl olarak
ortaya ¢ikan sorunlarin en ¢ok P. fluorescens Pag susu ile iligkili oldugunu, bu iligskinin
neticesinde triinlerin kalitelerinin diistiigiinii ve proteoliz degerlerinde artis oldugunu

belirlemistir [32].

Pseudomonas spp. MC60 susuna ait proteazin 1sil islemlere olan dayanikliliginin
belirlenmesi amaciyla yapilan arastirma sonucunda s6z konusu susa ait bu enzimin 1s1ya
olan direncinin B. stearothermophilus sporlarimdan 4000 kat daha fazla oldugu tespit

edilmistir [18] .
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2.6.2. Lipazlar

Siit ve iirlinlerinde Pseudomonas' lar tarafindan meydana gelen ikinci 6nemli yapisal
degisiklik lipolizdir. Lipoliz kisaca trigliseritlerin lipaz enzimi etkisi ile parcalanarak
yag asitleri ve gliserine ayrilmasi olarak Ozetlenebilir. Cig siitlerden izole edilen
lipolitik bakterilerin identifikasyonu ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda, bu enzimin en
yiiksek aktivitesinin tipki proteazlarda oldugu gibi Pseudomonas tiirlerinde oldugu

belirlenmistir [1, 13].

Siitteki Pseudomonas lipazinin yaklagik olarak % 80’ inin kremaya gectigini daha sonra
da tereyaginda yogunlastigim1 belirlemis ve sonucta tereyaginda iki giin icerisinde
acilagma ortaya ¢ciktigin1 saptamistir. Ayrica tereyag iizerinde tespit edilen lekelerin de
ozellikle Pseudomonas suslart ile direkt iliskili oldugu belirlenmistir. Lipolitik
ozellikteki psikrotroflar ile asilanmig siitlerden yapilan peynirlerde, serbest yag asidi
konsantrasyonlarinin oldukca yiiksek seviyede oldugu belirlenmis ve bunun 1siya

dayanikli lipolitik enzimler ile gerceklestigi tespit edilmistir [32].

Isvigre peynirleri iizerinde yapilan bir ¢alismada, P. fragi' nin peynirlerdeki varligi
tespit edilmis ve bunun neticesinde, peynirlerde 6nemli diizeyde tat bozukluklarinin
meydana geldigi belirlenmistir. Depolanmus ¢ig siitten yapilan Cottage peynirlerinde de
s6z konusu acilik tespit edilmistir. Bir diger calismada, Cheddar peyniri yapiminda
kullanilan ¢ig siitte, 10’ kob/mL' den daha yiiksek oranda lipolitik psikrotrof bulunmast
nedeniyle acilasma meydana geldigi ve bu durumun 4 aylik bir depolamadan sonra
ortaya ciktigi bildirilmistir. Aymi arastirmacilar, P. fluorescens AR11 susu ile benzer bir
calisma gerceklestirmis ve 2 aydan daha uzun siire depolanmis ¢ig siitlerde acilik
belirlemislerdir Psikrotroflara ait lipazlarin 1s1l direngliliklerinin belirlenmesi ile ilgili
yapilan caligmalarda bu enzimlerin 1siya dayamiklilik gosteren ekstraseliiler enzimler
siifina dahil olduklarn belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda bir¢ok psikrotrof lipazin
yiiksek sicaklikta kisa siireli pastorizasyon sonrasinda (72 °C / 17 saniye) canh
kalabildikleri ve lipazlarin da proteazlar gibi siitteki sulu tampon ¢ozeltilerde daha fazla

sicakliga dayandiklar tespit edilmistir [33] .

Siit iiriinlerinde psikrotrof bakterilerin kontaminasyonunun engellenmesinde iizerinde

durulacak ilk konu alet-ekipman temizligidir. Bu temizlik ¢iftlikten itibaren baslamali
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ve alet-ekipmanlar buhar sterlizasyonu, sicak hipoklorit soliisyonlar ile dezenfekte
edilmelidir. Bu tip uygulamalar ile Gram negatif bakterilerin kontroli
gerceklestirilebilmektedir. Siit ve {iriinlerinde olabilecek psikrotrof bakteri
konsantrasyonunu azaltmada yararlanilan bir bagka etken, siitiin dogal koruma sistemi
olan laktoperoksidaz sistemdir. Siitte dogal olarak bulunan laktoperoksidaz ve
tiyosiyanat, siitte dogal olarak bulunmayan ancak yapay olarak eklenen veya katalaz
negatif bakteriler tarafindan iiretilen H,O, ile birlestiginde antimikrobiyel bir sistem
olusturmaktadir. Bu sistem 0Ozellikle streptokoklar ve Gram negatif bakteriler
ozelliklede Pseudomonas 'lar iizerine inhibe edici bir etki yaratmaktadir. Ancak bu
sistemden tam anlamiyla yararlanabilmek i¢in, optimum sicaklik uygulanmasi
gerekmektedir. Bu amacla bazi arastirmacilarin laktik asit kiiltiirlerini ve laktobasil
suslarim1 dondurulmus siitlerdeki psikrotrof gelisimi durdurmak igin ilave ettikleri

goriilmektedir [1] .

Bir arastirmada inek siitiine 0,25 mM tiyosiyanat ve esdeger miktarda H,O, ilave
edildiginde ¢ig siitiin raf Omriiniin 48 saatten 5 giine uzadig1 belirlenmistir [7] . Gerek
Lactobacillus bulgaricus gerekse diger laktik asit bakterilerinin katalaz enzimi
olusturmadig i¢in, gelisim esnasinda meydana getirdikleri H,O,' in de Staphylococcus
aureus, P. fluorescens, Pseudomonas spp. gibi patojen ve kontaminant bakterilere karsi

inhibisyon etkisinin oldugu ileri siiriilmektedir [34] .
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BOLUM III

MATERYAL METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Materyal ornekleri

Calismada Kayseri ve Nigde illerinden toplanan cig siit 6rneklerinden izole edilen 15

adet Pseudomonas cinsi bakteri kullanilmistir. Bu bakterilerin temin edildigi kaynaklar

ve kodlan Cizelge 3.1 ‘de verilmistir.

Cizelge 3.1. Pseudomonas cinsi bakterilere ait suslarin temin ve izole edildigi

kaynaklar
Optimum
Gelisme

No | Bakteri Temin Edildigi Kaynak Sicakligi
‘C)

1 P. luteola H, Kayseri ili ¢ig siit ornekleri 37°C

2 P. paucimobilis H, Kayseri ili ¢ig siit ornekleri 37°C

3 | P.vesicularis H; Nigde ili ¢ig siit 5rnekleri 37°C

4 P. vesicularis Hy Nigde ili cig siit 6rnekleri 37°C

5 P. vesicularis Hs Nigde ili cig siit 6rnekleri 37°C

6 P. vesicularis He Kayseri ili ¢ig siit ornekleri 37°C

7 | P. vesicularis Hy Nigde ili ¢ig siit rnekleri 37°C

8 | P. vesicularis Hg Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C

9 P. aeruginosa Hy Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C

10 | P. fluorescens ssp. Indolegenes Hyo | Nigde ili ¢ig siit rnekleri 37°C

11 | P. fluorescens ssp. Indolegenes H;; | Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C

12 | P. fluorescens ssp. Indolegenes Hj» | Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C

13 | P. fluorescens ssp. indolegenes H;3 | Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C

14 | P. fluorescens ssp. Indolegenes Hy4 | Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C

15 | P. fluorescens ssp. Indolegenes Hys | Nigde ili ¢ig siit rnekleri 37°C
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3.1.2. Arastirmada kullanilan besiyerleri

Bakterilerin izolasyon c¢alismalarinda Pseudomonas Selective CN, CFC Agar Base
(Merck 1.07620), McConkey Agar (Merck) ve Setrimide Agar besiortamlar
kullanilmustir [35] .

Pseudomonas Selective CN, CFC Agar Base (Merck 1.07620)

Maddeler g/ L
Peptone from gelatine 16,0 g/LL
Casein hydrolysate 10,0 g/LL
Potassium sulfate 10,0 g/LL
Magnesium chloride 1,4 g/lL
Agar-agar 11,0 g/
Gliserol 10,0 mL

500 mL damitik su i¢inde 24,2 g dehidre besiyeri ve 5 mL gliserol (Merck 1.04091)
kaynatilarak ¢oziiliir ve otoklavda 121 oC'da 15 dakika siire ile sterilize edilir. Otoklav
sonrast besiyeri 45-50 °C'a sogutulur ve Pseudomonas CN Agar icin 1 sise
Pseudomonas CN Selective Supplement (Merck 1.07624) ya da Pseudomonas CFC
Agar icin 1 sise Pseudomonas CFC Selective Supplement (Merck 1.07627) eklenir ve
Petri kutularina dagitilir. Besiyeri 45-50 °C'da 4 saatten fazla tutulmamalidir. Her iki
selektif katki da 2 mL esit hacimde alkol/su karisimi iginde coziiliir. Hazirlanmig

besiyeri berrak ve renksiz olup, otoklav sonrasi 25 °C'da pH's1 7,1+0,2'dir.

Setrimit Agar Besiortami

Maddeler g/L.
Agar 13,6
K>SOy 10,0
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MgCl, 1,4
Setrimit 0,3
Gliserol 10,0 mL

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiortaminin pH’s1 0,01 N HCI ve
0,01 N NaOH’le 7,2+0,2’ye ayarlanmistir. Besiortam1 121°C’de 15 dakika otoklavda

steril edilmistir.

Arastirmada kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin laktik asit bakterilerine kars1 ve
laktik asit bakterilerinin bu suslara karsi inhibisyon etkilerinin belirlenmesinde MRS

(Man Rogosa and Sharpe) s1vi besiortam1 ve Elliker sivi besiortami kullanilmigtir [35].

MRS (Man Rogosa and Sharpe) Sivi Besiortami

Maddeler g/L.
Pepton 10,0
Beef Ekstrakt1 10,0
Yeast Ekstrakti 5.0
Glikoz 20,0
Tween 80 1,08 mL
K>HPO,4 2,0
Sodyum Asetat. 3 H, O 5,0
Tri Amonyum Sitrat 2,0
MgS04.7 H, O 0,2
MnSO4.4 H, O 0,05
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Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiortaminin pH’s1 0,01 N HCI ve
0,01 N NaOH’le 6,2+0,2’ye ayarlanmistir. Amaca uygun olacak sekilde besiortamina %
1,5 oraninda agar ilave edilip kati besiyeri hazirlanmistir. Besiortam1 121°C’de 15

dakika otoklavda steril edilmistir.

Pseudomonas cinsi bakterilerin genel inhibisyon ve antimikrobiyal c¢alismalarinda

nutrient s1vi besiyeri kullanilmistir [35].

Nutrient S1vi Besiortami

Maddeler g/L.
Beef Ekstrakt1 1,0
Yeast Ekstrakti 2,0
Pepton 5,0
Sodyum Kloriir 5,0

Maddeler 1000 mL distile suya ilave edilmistir. Besiortaminin pH’s1 0,01 N HCI ve
0,01 N NaOH’le 6,8+0,2’ye ayarlanmistir. Amaca uygun olacak sekilde besiortamina %
1,5 oraninda agar ilave edilip kat1 besiortam1 hazirlanmistir. Besiortami 121°C’de 15

dakika otoklavda steril edilmistir.

3.1.3. Arastirmada kullamilan test bakterileri

Genel inhibisyon caligmasinda test bakterileri olarak Bacillus subtilis RSKK 244,
Bacillus subtilis 1404, Bacillus subtilis 2362, Salmonella 21. 3, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Shigella sonnei RSKK 877, Staphylococcus epidermidis,
Bacillus thurigiensis, Bacillus megaterium RSKK 5117, Bacillus cereus 863,

Staphylococcus aereus Koag (+), Escherichia coli ATCC 35218 kullanilmistir.
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Test bakterileri nutrient sivi besiortaminda 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.
Test bakterilerin temin edildikleri kaynak ve inkiibasyon dereceleri Cizelge 3.2 ’de
verilmistir. Bu bakteriler yatik Nutrient kati besiortaminda +4°C’de muhafaza

edilmislerdir.

Cizelge 3.2. Test bakterilerinin temin edildigi kaynak ve inkiibasyon dereceleri

Bakteri Suslari Temin Edildigi Kaynak Inkiibasyon Derecesi
Bacillus subtilis RSKK 244 | G. U.F. F. 37°C
Bacillus subtilis 1404 G.U.F.F. 37°C
Bacillus subtilis 2362 G.U.F.F. 37°C
Salmonella 21.3 G.U.F.F. 37°C
Pseudomonas  aeruginosa | G. U. F. F. 37°C
ATCC 27853

Shigella sonnei RSKK 877 | G. U.F.F. 37°C
Staphylococcus epidermidis | G. U. F. F. 37°C
Bacillus thurigiensis G.U.F.F. 37°C
Bacillus megaterium RSKK | G. U. F. F. 37°C
5117

Bacillus cereus 863 G. U 37°C
Staphylococcus aereus G.U 37°C
Koag (+)

Escherichia coli G.U.F.F. 37°C
ATCC 35218

G.U.FF. : Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari

Laktik asit bakterilerine kars1 inhibisyon etkilerinin belirlenmesinde test bakterileri
uygun besi ortamlarina (MRS siv1 besi ortamlar1) asilanarak, 16-18 saat inkiibasyonla
aktiflestirilmislerdir. Bu bakterilerin temin edildikleri kaynak ve inkiibasyon dereceleri

Cizelge 3.3’ de verilmistir. Bakteriler gliserollii ortamda -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Cizelge 3.3. Test bakterilerinin temin edildigi kaynak ve inkiibasyon dereceleri

Bakteri Suslari Temin Edildigi Kaynak Inkiibasyon Derecesi
Z.20L Lactobacillus brevis | G. U. F. F. 30°C
Lactobacillus helveticus | G. U. F. F. 30°C
75.L.

Lactobacillus ~ fermentum | G. U. F. F. 30°C
DSMS 23271

Lactobacillus  acidophilus | G. U. F. F. 30°C
ATCC 4356

Lactobacillus  plantarum | G. U. F. F. 30°C
ATCC 20246

Lactobacillus  acidophilus | G. U. F. F. 30°C

ATCC 53103

G.U.FF. : Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Cig siit ( Kayseri ve Nigde Illeri ve Civar1 ) orneklerinden 1 mL’si, 10 mL steril
fizyolojik su icinde kuvvetlice ¢alkalanmistir. Homojen hale getirilen 6rneklerden 10"
den 107"ye kadar seri diliisyonlar hazirlanarak, 10 diliisyondan itabaren McConkey
agar plaklart iizerine 0,1 mL ekimler yapilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda besiyerinde gelisen koloniler segilerek, Setrimit agar
plaklaria ¢izgi ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir(28).

Inkiibasyondan sonra tesadiifi secimler yapilmis ve Gram boyama yapilarak mikroskop

altinda incelenmistir [36].
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3.2.2. Bakterilerin muhafazasi

Suslar % 15 lik gliserolde -20 °C’de muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki

ayda bir yenilenmistir.

3.2.3. Bakterilerin tammmlanmasi

Izole edilen bakteriler, ilk olarak koloni yapilarina, gram boyamalarina, katalaz
aktivitesine, oksidaz, +4° ve + 42° iiremelerine gore degerlendirilmistir. Pseudomonas
spp. olarak tamimlanan suslar daha ileri bir tammlama icin Analitik Profil Indeksin
kullanimi1 ile (API 20NE; Biomerieux, Marcy I’Etoile, France) tiir diizeyinde

karakterize edilmislerdir.

3.2.4. Pseudomonas spp. uslarimin antimikrobiyal aktiviteleri

3.24.1. Pseudomonas spp suslarmn baz1 kontaminant ve patojen

mikroorganizmalar iizerine inhibisyon etkisi (genel inhibisyon)

Calismada kullamilan Pseudomonas suslar1 uygun inkiibasyon sicakliklart ve uygun besi
ortamlarinda aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler 5000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda olusan berrak kisim (siipernatant) steril sartlar altinda 0,45 pm’lik

disposible filtre ile mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmistir.

Calismada test bakterileri olarak Bacillus subtilis RSKK 244, Bacillus subtilis 1404,
Bacillus subtilis 2362, Salmonella 21.3, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Shigella sonnei RSKK 877, Staphylococcus epidermidis, Bacillus thurigiensis, Bacillus
megaterium RSKK 5117, Bacillus cereus 863,  Staphylococcus aereus Koag
(+),Escherichia coli ATCC 35218 kullanilmustir.
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Test bakterileri Nutrient s1v1 besiortaminda uygun inkiibasyon sicakliklarinda (Cizelge
3.2) 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler (50 pL) steril petri
kaplarina aktarilmistir. Daha 6nceden hazirlanan ve 50 °C’ye kadar sogutulan steril 20
mL Nutrient kati besiyeri plaklara aktarilmistir. Besiortami ve test bakterilerinin
homojen bir sekilde karismasi saglanmis ve bir siire besiyerinin donmasi igin
buzdolabinda 2 saat siire ile bekletilmistir. Donan kati besiyeri iizerinde 0,6 cm
capindaki steril cubukla kuyular a¢ilmistir. Kuyularin tabanlar steril agarla sivanmastir.
Kuyulara Pseudomonas spp. suslarinin  mikrofiltrasyonu ile sterilize edilen
stipernatantindan 100 L ilave edilmistir. Petri kaplan Cizelge 3.2’ de belirtilen uygun
inkiibasyon sicakliklarinda 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda kuyu

cevresinde olusan zonlarin ¢cap1 kumpas ile dl¢iilmiistiir.

3.2.4.2. Pseudomonas spp. suslarmin birbirlerine karsi inhibisyon aktivitisinin

tespiti

Pseudomonas suslarinin birbirlerine karsi inhibisyon etkilerinin incelenmesi, boliim

3.2.4.1°de anlatildig1 gibi yapilmistir.

3.2.4.3. Pseudomonas spp. suslarimmin bazi laktik asit bakterileri iizerine inhibisyon

etkisi

Z.20L. L. brevis, L. helveticus 75.L., L. fermentum DSMS 23271, L. acidophilus ATCC
4356, L. plantorum ATCC 20246, L. acidophilus ATCC 53103 test bakterileri olarak
kullanilmistir. Test bakterileri uygun besi ortaminda (MRS ) ve uygun inkiibasyon

sicakliklarinda gelistirilmislerdir.

Pseudomonas cinsine ait suslarin bazi laktik asit bakterileri {izerine inhibisyon etkisi,

boliim 3.2.4.1°de anlatildig: gibi yapilmistir.
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3.2.4.4. Baz laktik asit bakterilerinin Pseudomonas spp. suslar1 iizerine inhibisyon

etkisi

Pseudomonas cinsine ait bakteriler test bakterileri olarak kullanilmistir. Test bakterileri

Nutrient s1v1 besi ortaminda ve uygun inkiibasyon sicakliklarinda gelistirilmistir.

Laktik asit bakterilerinin Pseudomonas cinsi bakteriler iizerine inhibisyon etkisi, boliim

3.2.4.1°de anlatildig1 gibi yapilmstir.
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BOLUM IV
DENEYSEL BULGULAR

4.1.Pseudomonas’larn izolasyonu

Calismada 15 adet Pseudomonas cinsi bakteri susu kullanilmistir. Bu bakterilerin hepsi
cig siitten izole edilmistir (Cizelge 3.1). Pseudomonas suslarinin ¢ig siit 6rneklerden
izolasyonu bolim 3.2.1°de verildigi gibi yapilmistir. izolatlar gliseroll ortamda
muhafazaya alinmistir(Boliim 3.2.2). Oksidaz testinin sonuglar1 Resim 4.1. ve 4.2.” de

oldugu gibi pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir.

Pseudomonas suslarinin izolasyonu boliim 3.2.2°de anlatildigi gibi yapilmis ve izolatlar

gliserollii ortamda muhafazaya alinmistir.

4.2. Pseudomonas’larm Tammmlanmalari

Pseudomonas’larin tammmlanmalari, bolim 3.2.4.’de belirtildigi gibi yapilmistir. API

20NE testinin sonuclar1 Resim 4.3. ve 4.4.” de oldugu gibidir.

28



Fotograf 4.1. Oksidaz testi negatif (-) sonucu

Fotograf 4.2. Oksidaz Testi pozitif (+) sonucu
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Fotograf 4.3. P. aeruginosa Ho susunun API 20NE 24 saat inkiibasyondan sonraki test
sonuglari

Fotograf 4.4.  P. paucimobilis H, P. aeruginosa Ho, P. fluorescens ssp. Indolegenes
H,9 API 20NE 48 saat inkiibasyondan sonraki sonuclari
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4.3. Antimikrobiyal Aktivite

4.3.1. Pseudomonas spp suslarnmn baz1  Kkontaminant ve patojen

mikroorganizmalar iizerine inhibisyon etkisi

Pseudomonas spp. suslarinin genel inhibisyon aktivitesinin tespiti boliim 3.2.4. *de
verildigi gibi yapilmistir. Suslarin, test bakterileri olarak secilen, Bacillus subtilis RSKK
244, Bacillus subtilis 1404, Bacillus subtilis 2362, Salmonella 21.3, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Shigella sonnei RSKK 877, Staphylococcus epidermidis,
Bacillus thurigiensis, Bacillus megaterium RSKK 5117, Bacillus cereus 863,
Staphylococcus aereus Koag (+), Escherichia coli ATCC 35218 Cizelge 4.1. de

verilmistir.

Salmonella 21.3 test bakterisi iizerinde, P.luteola Hy, P. paucimobilis H,, P. vesicularis
Hy, P. vesicularis He ( minimum zon c¢apt 3,4 mm ), P. vesicularis Hg, P. aeruginosa
Hy (maksimum zon ¢ap1 18,2 mm ), P. fluorescens ssp. fndolegenes H;s suslan
inhibisyon etkisi gosterirken, P. vesicularis Hs, P. vesicularis Hs, P. vesicularis Hy, P.
fluorescens ssp. Indolegenes Hy, P. fluorescens ssp. Indolegenes Hy, P. fluorescens
ssp. Indolegenes Hyy, P. fluorescens ssp. Indolegenes Hys, P. fluorescens ssp.

Indolegenes Hy, suslart inhibisyon etkisi gostermemistir ( Sekil 4.1.).

P. aeruginosa ATCC 27853 test bakterisi iizerinde P.luteola H; ve P. vesicularis Hs
suslari inhibisyon etkisi gostermemistir. Ayni test bakterisi iizerinde P. paucimobilis Hy,
P. vesicularis H3, P. vesicularis Hy, P. vesicularis He, P. vesicularis H;, P. vesicularis
Hsg, P. aeruginosa Ho, P. fluorescens ssp. fndolegenes Hj¢ (minimum zon ¢ap1 1,8 mm ),
P. fluorescens ssp. Indolegenes Hy; (maksimum zon cap1 21,1 mm) , P. fluorescens ssp.
Indolegenes Hi», P. fluorescens ssp. Indolegenes H,s, P. fluorescens ssp. Indolegenes
Hy4, P. fluorescens ssp. Indolegenes His suslari inhibisyon etkisi gostermistir ( Sekil

4.2.).

P. paucimobilis H,, P. vesicularis Hs, P. aeruginosa Hy suslart B. subtilis 2362 test

bakterisi tizerinde inhibisyon etkisi gostermistir. Maksimum zon cap1 P. aeruginosa Hg (
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12,7 mm) susunda tespit edilirken, minimum zon cap1 P. vesicularis Hs (3,1mm) olarak
belirtilmistir. Suslarin B. subtilis 2362 iizerine olan inhibisyon etkisi Sekil 4.3. * te

verilmistir.

Suslardan yalmz P. aeruginosa Hy susunun test bakterilerinden B. subtilis 1404

tizerinde 11,3 mm zon capinda inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir(Cizelge 4.1).

P. paucimobilis H,, P. vesicularis Hg, P. aeruginosa Hy suslarinin Shigella sonnei
RSKK 877 test bakterisi {izerinde gosterdigi zon caglar sirasiyla 8,1; 4,7; 10,4 mm
olarak belirlenmistir ( Sekil4.4. ).

Suslardan P. paucimobilis H,, S. epidermidis tizerinde 8,2 mm, ayni test bakterisi
iizerinde P. vesicularis He 3,8 mm ve P. aeruginosa Hy 10,4 mm inhibisyon zon caplar1
gostermistir. S. epidermidis iizerinde inhibisyon etkisi olan P. paucimdoilis Hy, P.
vesicularis Hg ve P. aeruginosa Hy suglarinin inhibisyon etkisi Sekil 4.5. ¢ da

verilmistir.

Test bakterilerinden B. thurigiensis lizerinde 7,7 mm zon capiyla P. paucimobilis H,

ve 9,1 mm zon ¢apiyla P. aeruginosa Hg inhibisyon etki gosterdigi tespit edilmistir

( Sekil4.6. ).

P. paucimobilis H,, P. vesicularis Hg, P. aeruginosa Hy suslar1 B. megaterium RSKK
5117 test bakterisi iizerinde sirasiyla 4,9 mm, 6,7mm, 9,3 mm zon capi ile inhibitorik

etki gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 4.7).

Suslardan yalmz P. aeruginosa Hy susu 7,1 mm zon capiyla B. cereus 863 iizerinde

inhibisyon etkisi gostermistir ( Cizelge 4.1. ).
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B.subtilis RSKK 244 test bakterisi iizerinde P. paucimobilis H, susu 6,3 mm zon capiyla,
P. vesicularis Hs 3,9 mm zon capiyla ve P. aeruginosa Hy susu 7,1 mm zon g¢apiyla

inhibisyon etkisi gostermistir ( Sekil 4.8. ).

P. paucimobilis Hy ve P. aeruginosa Hg suslart S. aereus Koag (+) test bakterisi

tizerinde 4,8 mm ve 6,4 mm zon ¢aplar1 gostermistir ( Sekil 4.9. ).

P. paucimobilis H,, P. vesicularis Hs, P. vesicularis Hg, P. aeruginosa Ho, P.
fluorescens ssp. Indolegenes Hy; suslart E.coli ATCC 35218 test bakterisi inhibisyon
zon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. Maksimum zon cap1 P. aeruginosa Hg (10,1 mm)
susunda tespit edilirken, minimum zon cap1 P. vesicularis Hg susunda (1,4 mm)

belirlenmistir. Belirlenen bu caplar Sekil 4.10. © da gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Pseudomonas suslarinin Salmonella 21.3 iizerinde olusturdugu

inhibisyon zon c¢aplari
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Sekil 4.2. Pseudomonas suglarinin P. aeruginosa ATCC 27853 iizerinde
olusturdugu inhibisyon zon caplari
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4.3.2. . Pseudomonas spp suslarimin bazi laktik asit bakterileri iizerine
inhibisyon etkisi

Suslarin baz1 laktik asit bakterileri iizerine olan inhibisyon etkilerinin tespiti

boliim 3.2.4.3. ’de verildigi gibi yapilmistir.

L. acidophilus ATCC 53103 susuna hicbir Pseudomonas ssp. suslar1 inhibisyon
etkisi gostermemistir (Cizelge 4.2.).

P. fluorescens ssp. indolegenes Hj, susu ise diger laktik asit bakterilerinin

hepsinde inhibisyon etkisi gostermistir (Cizelge 4.2.).

P. fluorescens ssp. indolegenes Hi\ ve P. fluorescens ssp. Indolegenes H, suslart
L. planterum ATCC 20246 ve L. helveticus 75.L. iizerinde inhibisyon etkisine
sahiptir. L. planterum ATCC 20246 susu iizerindeki zon caplari sirasiyla 12,6 mm
ve 12,3 mm, L. helveticus 75.L. susu iizerindeki zon caplar1 § mm ve 10,4 mm °

dir (Sekil 4.11).

Pseudomonas suslarinin en fazla inhibisyon etkisi gosterdigi laktik asit bakterisi
L. fermentum DSMS 23271 ‘dir. P. vesicularis Hy susu 6,1 mm , P. aeruginosa
Hy susu 8,3 mm, P. fluorescens ssp. fndolegenes Hio susu 5,6 mm, P. fluorescens
ssp. indolegenes Hy; susu 7,9 mm, P. fluorescens ssp. indolegenes Hj, susu 8,6
mm ve P. fluorescens ssp. indolegenes Hy4 susu 8,7 mm zon c¢api ile inhibisyon
etkilerinin varlig1 tespit edilmistir. Suslarin inhibisyon etkisi Cizelge 4.2., Sekil

4.12 ve Resim 4.5. ‘de gosterilmistir.

Z.20.L L. brevis laktik asit bakterisi iizerinde P. vesicularis Hs ( minimum zon
capt 3,4 mm ), P. fluorescens ssp. indolegenes H;i, P. fluorescens ssp.
indolegenes Hj; (maksimum zon ¢ap1 11,4 mm ) , P. fluorescens ssp. indolegenes

His, P. fluorescens ssp. indolegenes H,4 suslart inhibisyon etkisi gostermistir.
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P. luteola Hy ve P. fluorescens ssp. indolegenes H, suslarimin L. acidophilus
ATCC 4346 laktik asit bakterisi lizerinde sirasiyla 6,3 mm ve 9 mm zon ¢api

gosterdigi tespit edilmistir.
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Fotograf 4.5. P. aeruginosa Ho ve P. fluorescens ssp. Indolegenes Hjy suslarinin

L. fermentum DSMS 23271 iizerindeki antimikrobiyal etkileri
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4.3.3. Baz laktik asit bakterilerinin Pseudomonas spp suslar1 iizerine

inhibisyon etkisi

Baz1 laktik asit bakterilerinin Pseudomonas suglart iizerine olan inhibisyon
aktivitesinin tespiti Boliim 3.2.4.3’de verildigi gibi yapilmistir. Test bakterileri
olarak Pseudomonas suslarinin {izerinde baz1 laktik asit bakterilerinin

gosterdikleri inhibisyon etkileri Cizelge 4.3. ve Resim 4.6 ve 4.7’ de verilmistir.

L. helveticus 75.L ve Z.20L. L. brevis biitiin Pseudomonas tiirlerine inhibisyon
etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.3. ). P. aeruginosa Hy ve P.
fluorescens ssp. indolegenes Hj, suslarma laktik asit bakterilerinin hepsinin
inhibisyon etkisi gosterdigi gozlemlenmistir(Sekil 4.12). Buna gore genellikle P.
aeruginosa ve P. fluorescens ssp. indolegenes suslarimin kullanilan laktik asit
bakterilerinin antimikrobiyal maddelerine kars1 daha duyarli olduklar
belirlenmistir (Cizelge 4.3.). P. aeruginosa Hy ve P. fluorescens ssp. indolegenes
Hj, suslarina laktik asit bakterilerinin gostermis oldugu inhibisyon etkisi Resim

4.6.- 4.8. ‘de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Laktik asit bakterilerin P. aeruginosa Hg iizerinde inhibisyon etkisi
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Fotograf 4.6. Laktik asit bakterilerin P. fluorescens ssp. indolegenes H;s susu

iizerine inhibisyon etkisi
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Fotograf 4.7. Laktik asit bakterilerin P. vesicularis Hg susu iizerine inhibisyon

etkisi
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BOLUM V. TARTISMA VE SONUC

Calismada Pseudomonas suslarinin izolasyonu ¢ig siit 6rneklerinden yapilmistir.
Farkli ¢ig siit orneklerinden toplam 15 adet Pseudomonas cinsi bakteri izole

edilmis ve tanimlanmalar1t API 20 NE testinin kullanimi ile gerceklestirilmistir.

Pseudomonas cinsi bakterilerin tamimlanmasinda klasik biyokimyasal ve
fizyolojik testlerin [37, 38, 39] yan1 sira Analitik Profil Indeks (API 20 NE ) [40,
29], hiicresel yag asitleri analizi [41], SDS-PAGE ile toplam protein profilleri
analizi [42, 43], 16S rDNA sekans analizi [44, 45] ve diger molekiiler analizler
[45, 43] kullanilmaktadir [35].

Griffiths ve arkadaslar1 1982 yilinda yaptiklar1 bir arastirma sonucunda siit
iiriinlerindeki psikrotrof floranin % 53' iiniin Pseudomonas tiirlerinden olustugunu
tespit etmislerdir. Juffs 1973' te siit iiriinlerinin mikroflorasim aragtirmis ve elde

ettigi 330 izolatin 167 tanesini Pseudomonas spp. olarak tanimlamistir [46].

Inal (1990), cig siitlerde bulunan psikrotrof bakterilerin yaklasik % 90' min Gram
negatif cubuk sekilli bakterilerden olustugunu, bunlarin da yarisimin
Pseudomonas' larin meydana getirdigini bildirmistir. inal ayrica belirli 6lciide

koliform grup bakterilerin de ¢ig siitlerde bulundugunu ifade etmistir [47].

Bu calismada cig siit 6rneklerinden izole edilen toplam 15 adet Pseudomonas spp.
susunun %40°1 P. fluorescens ssp. indolegenes, %6,6’s1 P. aeruginosa, %40’1 P.

vesicularis, %6,6’s1 P. luteola, %6,6’s1 P. paucimobilis olarak tanimlanmuistir.

Pseudomonas cinsi bakteriler tarafindan iiretilen antimikrobiyal bilesikler genel
olarak, bakteriyosin, antibiyotik, hidrojen siyanid ve sideroforlar olarak

gosterilmistir [30].
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Son yillarda antibiyotiklerin yanlis kullanimi sonucunda antibiyotiklere direngli
mikroorganizma sayisinin artmasi giiniimiizde global bir saglik problemi olarak
goriilmektedir. Ik kesfedilen antibiyotiklerin birgogu yeni tiirevler elde etme
amaci ile modifiye edilmelerine ragmen, bunlarla miicadele edecek bakterilerin
yeni diren¢ mekanizmalari kazanma potansiyeline sahip olmalarn degisik
antibiyotik iireten yeni gen kaynaklarinin ve genis antimikrobiyal aktiviteye sahip,
etkili antibiyotikler iireten mikroorganizma tiirlerinin arastirllmasinin gerekli ve

Onemlidir [48].

Isnansetyo ve arkadaslar1 Pseudomonas spp. suslari ile yaptiklari bir calismada bu
suslarin hem Gram-pozitif hem Gram-negatif bakterilerin gelisimini inhibe
ettigini  bildirmislerdir [27]. Calismada antimikrobiyal aktivite gosteren
Pseudomonas suglarinin 6zellikle gram-negatif bakteriler iizerinde etkili oldugu

tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Calismada kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin % 47’ si Salmonella iizerinde
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Salmonella tizerinde P. aeruginosa Hg
susunun 18,2 mm zon ¢api ile en yiiksek inhibisyon etkiyi gosterdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.1). Yapilan bir calismada, P. aeruginosa CMG 1030 susunun
Salmonella iizerinde 18 mm zon cap1 ile inhibisyon etkisi gosterdigi bildirilmistir

[49].

Calismada kullanilan Pseudomonas spp. suslarmin % 87’sinin P. aeruginosa
iizerine inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.2). Mineral sulardan
izole edilen 148 adet Pseudomonas spp. susunun % 19,1’inin P. aeruginosa

ATCC 10490 iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi rapor edilmistir (1).

Fermor ve arkadaglari, yapmig olduklari calismalarinda Pseudomonas putida

ANI101, P. tolaasii AN138 ve P. fluorescens AN195 suslariin P. tolaasii Pt28
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susunu sirasiyla 22,6, 12,9 ve 21,8 zon c¢aplari ile inhibe ettiklerini bildirmiglerdir

[50].

P. aeruginosa suslan tarafindan {iretilen bir bakteriyosinin (piyosin) P.
aeruginosa, P. putida ve P. fluorescens suslan iizerinde etkili oldugu, P. stutzeri

suslarn iizerinde ise etkili olmadig1 rapor edilmistir [51].

Lavermicocca ve arkadaglari ise, P. syringae subsp. savastanoi susunun P.
syringae pv. ciccaronei NCPPB2355 susuna karsi bakteriyosin {irettigini

bildirmislerdir [52].

P. fluorescens, P. aeruginosa, P. maltophilia, P. putida, P. gladioli ve P. cepacia
gibi baz1 Pseudomonas tiirlerinin P. solanacearum gibi bitkilerde hastalik etkeni

patojenlere karst antimikrobiyal aktivite gosterdikleri bildirilmistir [S3].

Yapilan bazi arastirmalarda, Pseudomonas cinsi bakterilerden elde edilen
antimikrobiyal maddelerin diger Pseudomonas bakterileri iizerinde de etkili
oldugu gosterilmistir. Calismada da, P. [uteola H, ve P. vesicularis Hs suslan
haricindeki diger suslarin hepsinin P. aeuginosa ATCC 27853 iizerinde

inhibitorik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Calismada kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin %20’sinin B. subtilis 2362, %
7’sinin  B. subtilis 1404, %?20’sinin B. subtilis RSKK 244, 9%]13’iiniin B.
thuringiensis, %20’sinin B. megaterium RSKK 5117 , %7’sinin B. cereus 863
tizerinde antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.3; 4.4;4.10; 4.7; 4.8;
4.9). Bir calismada P. aeruginosa’ ya ait 19 adet susun % 5’inin B. subtilis
tizerinde antimikrobiyal etki gosterdigi rapor edilmistir [10]. Vachée ve
arkadaslan, 54 adet Pseudomonas spp. susunun % 16,6’sinin B. cereus iizerinde

inhibisyon etkisi gosterdigini bildirmislerdir [29].
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Calismada kullamilan Pseudomonas spp. suslarmin %?20’sinin Shigella sonnei

RSKK 877 iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Calismada kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin %20’sinin S. epidermidis
tizerinde antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.6). Yapilan bir
calismada, P. aeruginosa CMG 1030 susunun S. Epidermidis tizerinde 18 mm zon

capi ileinhibisyon etkisi gosterdigi rapor edilmistir [49].

Calismada kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin %13’ iiniin S. aureus Koag (+)
tizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.11). Oblinger ve
Kreft, Pseudomonas spp. suslar ile yapmis olduklar1 arastirmalarinda, bu suglarin

S aureus iizerinde antagonistik aktivite gosterdiklerini tespit etmiglerdir [54].

Calismada kullanilan Pseudomonas spp. suslarinin %33’liniin E. coli ATCC
35218 iizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmistir (Sekil
4.12). Liao ve Fett, bitkiden izole ettikleri P aeruginosa AB4 ve P. fluorescens
A3 suslarinin E.coli iizerinde sirasiyla, 12 ve 8 mm zon c¢aplar ile inhibisyon etki
gosterdiklerini bildirmislerdir [55]. Padilla ve arkadaslar ise, caligmalarinda P.
aeruginosa’ya ait suslarin % 12’sinin E.coli iizerinde inhibisyon etki gosterdigini
aciklamiglardir [33]. Taze ve bozulmus baliklardan izole edilen toplam 209 adet
Pseudomonas spp. sugunun ise yalniz 15 adedinin E. coli iizerinde antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir [34]. Bu bilgiler de ¢alisma sonuglar ile

benzerlik gostermektedir.

Glinlimiizde, genis antimikrobiyal aktiviteye sahip mikroorganizma tiplerinin
arastirilmasi ve farklh hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere alternatif
olabilecek daha etkili ve yeni antibiyotiklerin kesfi olduk¢a onem kazanmistir.
Calismada elde edilen sonuglara gore, Pseudomonas spp. suslar 6zellikle Gram-

pozitif test bakterileri lizerinde antimikrobiyal etki gOstermislerdir. Ancak P.
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aeruginosa Hy susunun Gram-negatif test bakterisi iizerine de inhibitorik etki

gostermistir.

Pseudomonas cinsi bakteriler, siit, tavuk, et ve balik gibi bir ¢cok gida iiriinii i¢in
onemli kontaminant mikroorganizmalardir [50, 56]. Gidalarda Pseudomonas spp.
suslar1 ve diger mikroorganizmalar arasindaki iligski ile ilgili olarak yapilan

caligmalar oldukga sinirh kalmakla birlikte birbirlerine zit goriisler mevcuttur.

Calismada kullanilan suglarin bazi laktik asit bakterileri tizerine olan inhibisyon
etkilerinin tespitinde test bakterileri [57-60] {iizerinde 3,4-12,6 mm zon c¢api
araliginda inhibisyon etkisi gosterdikleri saptanmistir (Cizelge 4.2). Freedman ve
arkadaslan, tarafindan yapilan sadece bir calismada bitki ve gidalardan izole
edilen Pseudomonas suslarinin King’s agar B besiyerinde siderofor iiretimlerinin
stimiile edilerek inhibitorik aktivitelerinin arttirllmasina baglh olarak laktik asit
bakterilerinin inhibisyonu tespit edilmistir [61]. Yapilmis olan diger
arastirmalarda ise Pseudomonas spp. suslarinin bir¢ok mikroorganizma iizerinde
inhibitorik etkileri olmasina ragmen, laktik asit bakterilerinin gelisimlerini

artirabilecegi bildirilmektedir [19, 62].

Calismada ayrica laktik asit bakteri suslarinin Pseudomonas suslan iizerinde

antimikrobiyal etkileri calisilmistir.

Laktik asit bakterileri, saglhik ve beslenmedeki faydalar1 ve fermentatif
kabiliyetlerinden dolay1 endiistriyel 6neme sahip mikroorganizmalar olarak kabul
edilirler [59]. Laktik asit bakterileri son iiriin olarak laktik asit iiretimleriyle
tanimlanan gram pozitif, prokaryotik bakterileridir. Laktik asit bakterileri glikozu
laktik asite cevirmeleri ile karakterize edilirler. Laktik asit bakterilerini genel
olarak Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc ve Streptococcus kapsamaktadir
[58, 60]. Laktik asit bakterileri, gida hazirlanmasi, islenmesi ve yiyecek

tiirevlerinin olugturulmasinda 6nemli olup, ekonomik olarak degerlidir. Bu
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mikroorganizmalarin esas onemi laktik asit liretimi, protein hidrolizi ve aroma
bilesiklerinin sentezlenmesi gibi ¢ok sayida yetenege sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir [63]. Arastirmacilar, laktik asit bakterilerinin, cesitli gida
iiriinlerinde bulunan Pseudomonas cinsi bakterilerin de dahil oldugu bir ¢ok
kontaminant ve patojen mikroorganizmanin gelisimini engelledigini ve bu
engellemede laktik asit, hidrojen peroksit, diasetil ve diisiik molekiiler agirlikli ve
sicakliga direngli bakteriyosinler gibi ajanlarin sorumlu oldugunu rapor
etmiglerdir [64, 65, 57]. Bu antimikrobiyal ajanlarin gida iiriinlerin giivenliginde

onemli rol oynadigi bildirilmektedir [66, 67].

Calismada kullanilan laktik asit bakterilerinin hepsinin Pseudomonas suslar
iizerinde 3,0-18,3 mm zon c¢api ile inhibisyon etkilerinin varlig1 tespit edilmistir

(Cizelge 4.3).

Toksoy ve arkadaslarinin, yaptiklar bir calismada sucuk ve sosislerden izole
edilen 38 adet Lactobacillus plantarum susunun P. aeruginosa’nin gelisimini 4-
9,90 mm zon caplart arasinda inhibe ettigi bildirilmistir [68]. Calismada da L.
plantarum’un P. aeruginosa tirii iizerinde 10,4 mm zon capi ile inhibisyon

etkisinin varlig1 saptanmistir.

Desmaison ve arkadaslari, L. acidophilus’un P. fluorescens’in gelisimini
engelledigini bildirmislerdir [69]. Katircioglu 2001, Lactobacillus spp. suslarinin
P. fluorescens tizerinde ortalama 5,2 mm zon c¢apinda inhibisyon gosterdigini
rapor etmistir [70]. Calismada da L. acidophilus suglart P. fluorescens tiirii

tizerinde 6,2-12,9 mm zon ¢api ile inhibisyon etkisi gostermistir.

Gida kontaminanti olarak bilinen Pseudomonas cinsi bakterileri lizerinde laktik
asit bakterilerinin etkili olmasi gida endiistrisi ag¢isindan Onemli yararlar

saglamaktadir.
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Glinlimiizde, genis antimikrobiyal aktiviteye sahip mikroorganizma tiplerinin
arastirilmasi ve farklh hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere alternatif
olabilecek daha etkili ve yeni antibiyotiklerin kesfi olduk¢a onem kazanmistir.
Calismada elde edilen sonuglara gore, Pseudomonas spp. suslar1 6zellikle Gram-
negatif test bakterileri iizerinde antimikrobiyal etki gostermislerdir. Ozellikle Hy
hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif test bakterilerine karsi inhibisyon

etkisinin etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Bunun yam sira, et siit ve siit iiriinleri gibi gidalar icin kontaminant olduklar
bilinen Pseudomonas suslan iizerinde kulanilan bazi test laktik asit bakterilerinin
inhibitorik etki gostermis olmalarinin gida iirlinlerinin giivenliginde Onemli

oldugunu diisiindiirtmektedir.
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