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Bu caligmada, Kirsehir ili civarindaki farkl bdlgelerden alinan toprak, su ve
camur olan 100 6rnekden elde edilen Pseudomonas aeruginosa susu kullanilmistir.
Toplam 12 P. aeruginosa susunun ramnolipid, biyofilm, proteaz, hemoliz aktiviteleri

ile antibiyotiklere kars1 duyarliliklarinin incelenmesi amaclanmistir.

Calisma sonucunda biitiin suslar beta hemolitik aktivite gostermistir. Proteaz
aktivitesi, ramnolipid ve biyofilm olusturabilme yetenekleri ise suslar arasinda
farklilik gostermistir. Tim izolatlar nalidixic asit, ceftazidime, ceftizoxime,
cefotaxime, ceftriaxone kars1 %100 (12/12) direngli olmasima ragmen, P.aeruginosa

izolatlar1 bir veya daha c¢ok antibiyotiklere duyarhdir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, viriilans faktor.



ABSTRACT

In this study, taken from different regions near Kirsehir soil, water and sludge
obtained from 100 samples Pseudomonas aeruginosa strains were used. A total of 12
strains of P. aeruginosa rhamnolipids, biofilm, protease, with hemolytic activities

were aimed to investigate their sensitivity to antibiotics.

As aresult all of the strains showed beta-hemolytic activity. Protease activity,
rhamnolipid and biofilm forming ability to create differences between isolates
showed. Although all isolates were resistant to nalidixic acid, ceftazidime,
ceftizoxime, cefotaxime and ceftriaxone 100% (12/12), the P. aeruginosa isolates

were susceptible to one or more antibiotics.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, virulence factors.
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1.GiRiS

Canli organizmalarm i¢cinde bulunduklari sistem (¢evre); fiziksel, biyolojik ve
sosyal cevreden olusur. Fiziksel ¢evrenin en 6nemli faktorii su oldugu i¢in suyun
kirlenmesi c¢evreye ve insan sagligina zarar verebilecek niteliktedir. Suya
kanalizasyon, sanayi atigi ile diger zararli maddelerin karistirilmas: su kirliligine
neden olmaktadir. Kirletici maddelerin ana kaynagi olan kanalizasyon sulari, fabrika
atiklari, evsel atiklar, otomobil yakitlar1 ve atiklari ile tarimda kullanilan giibre ve
ilaglar mikroorganizmalarim tiremesi i¢in 1yi bir ortam olusturmaktadir. Ayrica suyun
mikrobiyal kirlenmesi ise, sulara patojen mikroorganizmalarin karigmasi yoluyla
meydana gelen bir kirlenmeye neden olmasi sonucunda hayvan ve insan sagligmi
tehlikeye sokmaktadir.

Pseudomonas tiirleri gibi baz1 bakteriler de suda bulunan organik maddelerle
beslenerek su igerisinde cogalabilmektedirler. Cevremizdeki toprak, kanalizasyon
suyu, nehir ve igcme sularinda bu tiir mikroorganizmalar bulunmaktadirlar. Bu
mikrorganizmalar halk sagligini dogrudan tehdit edici bir nitelik tagimiyorsa da
ozellikle hastane gibi risk gruplarmin topluluklarmin bulundugu yapilarda
alisilmadik  infeksiyonlar  i¢in  potansiyel  olusturabilmektedir  (Erisim:
http://www.hastaneinfeksiyonlaridergisi.org/managete/fu_folder/1998)

Pseudomonas aeruginosa insan ve hayvan diski orneklerinde bulundugu
arastrmacilar tarafindan belirlenmistir (Lavenir vd. 2008). Kopeklerde goz
enfeksiyonlarindan sorumlu patojen ve sigirlarda mastitise sebep oldugu da ortaya
konulmustur (Daly vd. 1999, Ledbetter vd. 2007).

Ozellikle gram negatif bakteriler, degisik cevrelerde kolonize olarak heryerde
bulunan mikroorganizma grubundadirlar. Nehir (Pirnay vd. 2005), deniz suyu
(Kimata vd. 2004), sise suyu (Hunter, 1993) ve atik su (Filali vd. 2000)
kaynaklarindan siklikla izole edilmistir.

Pseudomonas cinsinin toprak, petrolle kirlenmis toprak, deniz, tath su ve
hayvanlarin sindirim sistemlerinde bulundugu arastirmacilar tarafindan bildirilmistir
(Chythanya vd. 2002, Tanaka vd. 2003).

Pseudomonas cinsi gidalarda, toprakta, insan ellerinde kontaminant olarak
bulunur ve bu bakteri degisik organik ve inorganik maddeleri yasami i¢in kullanir.

1



Bu bakteri topragin yanisira sularda gelisen bir mikroorganizma olup degisik tiirlerde
tuzlu ortamlarda ve tathh sularda da bulundugu bazi arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Demnerovavd. 2005).

Cevresel kaynaklardan izole edilen izolatlardaki direngliligin goriilme siklig:
tedavide onemli bir etki yaratabilir. Sulardan P. aeruginosa izolatlarmin 6nemli
derecedeki varligir viriilans faktorlerin gelismesini saglar. Petrol ve giibreyle
kirlenmis toprak, camur, sudan izole edilen P. aeruginosa’nin bazi viriilans faktor
ozelliklerinin gelismis olmas1 bu bakterinin diren¢ oranini arttirarak hastalik yapma
riskini arttirdig1 diisiiniilmektedir.

Bu calismadaki amacimiz petrol ve giibreyle kirlenmis toprak, ¢amur, sudan
izole edilen P. aeruginosa’nin bazi viriilans faktor 6zelliklerini ve antibiyotiklere

kars1 direngliligini arastirmaktir.



2.KAYNAK ARASTIRMASI (KURAMSAL CERCEVE)

Bugiine kadar yapilan literatiir taramalarinda klinik kaynakli P. aeruginosa
calismalarinin ¢evresel kaynakli izolatlara gore ¢ok fazla sayida olmasi nedeniyle bu
calismada ¢evresel kaynakli izolatlara yer verilmistir. Bu nedenle petrol ve giibreyle
kirlenmis toprak, ¢camur, sudan izole edilen P. aeruginosa ile ilgili baz1 arastirmalar

kisaca Ozetlenmistir.

P. aeruginosa cerrahi yara pansumanlarinda 1850’de Sedillot tarafindan ilk
kez tanimmlanmistir. Bu bakteri ilk olarak Bacillus pyocyaneus ve daha sonra
Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir. 1862' de Piyosiyanin izolasyonu
Lucke tarafindan yapilmistir. Gessard' i klasik ¢aligmalar1 ile 1882' de saf kiiltiir
olarak izole edilmistir. 1897' de Hitschman ve Kreibich, 1917' de Frenkel ve 1925' te
Osler bu bakterinin patojen bir bakteri oldugunu tanimlamislardir. 1926 yilinda ise
Dooren de Jong, Pseudomonas tiirlerini, ¢esitli organik bilesiklerin karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanimimna dayanan fenotipik Ozelliklerine gore smiflandirma
calismalarin1 yapmislardir. 1966' da Buchanon, Holt ve Lessel Pseudomonas tiirlerini
fenotipik 6zelliklerine gére gruplandirmislardir. Sonraki yillarda DNA hibridizasyon
calismalar1 baglamistir (Aydin, 2001).

Pseudomonas tirler1 Pseudomonadaceae familyas1 igerisinde yer alirlar. Bazi
tiirleri insan, hayvan ve bitki patojeni olan Pseudomonas cinsi bakterilerin ¢cogu

dogada toprak ve sularda yogun olarak bulunur (Ulusoy, 2007).

Buyyonda yiizeyde bir zar olusturarak homojen bir sekilde iirerler ve zarin
altinda mavi yesil pigment ayirt edilmesini saglayan en 6nemli 6zelligidir. Eski
kiiltiirleri zamanla alkali oldugundan bakteriler eritici fermentlerin etkisiyle erirler ve
buyyon berrak hale doniisiir.

(Erisim:http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/BelgeGoster.aspx?)

Kat1 besiyerinde yaklasik 3-5 mm boyutlarinda, yuvarlak, yumusak, yassi,
metalik parlaklik veren koloniler seklindeyken; kanli agarda diiz, tiiysii kenarl,
plriizlii veya buzlu cam goriiniimiinde beta hemolitik koloniler seklindedir ve tipik
yesil metalik renkte koloniler olusturur. Bu gériiniim piyosiyanin pigmentine baglidir

(Gtir, 2003, Koneman vd. 2006).



P. aeruginosa’nin sahip oldugu bu viriilans 6zelliklerinden dolay1 insanlarda
klinikal 6neme sahip cesitli hastaliklara neden oldugu arastirmacilar tarafindan
yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Firsat¢i patojen olan P.aeruginosa solunum ve alt
solunum yolu rahatsizliklari, bakteriyemi, kistik fibrozis hastalarinda kronik akciger
infeksiyonu, kontakt lens kullananlarda kornea infeksiyonlari, kulak, burun, bogaz
infeksiyonlari, idrar yolu infeksiyonu, dermatitis, yumusak doku infeksiyonu gibi
hastaliklara neden olmaktadir (Bitsori, 2012).

P. aeruginosa' nim proteolitik enzim, letal ekzotoksin ve enterotoksin 6zellikli
hiicre dis1 salgilarmin olmasi1 ve firsatg1 patojen Ozelliginin bulunmasi cesitli
hastaliklarin olusmasina neden olur

(Erigim : http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/BelgeGoster.aspx?).

P. aeruginosa saglikli ve normal insanda hemen nadiren hastalik olusturur.
Oysa ozellikle hastane ortaminda, bagisik yaniti ve savunma sistemleri bozulmus
insanlarda, bagka bir deyisle firsat buldugunda her sistem ve organda enfeksiyon
olusturabilir. Endokardit, pndmoni, santral sinir sistemi enfeksiyonlari, kulak
enfeksiyonlari, g6z enfeksiyonlari, kemik ve eklem infeksiyonlari, iiriner sistem
enfeksiyonlari, gastrointestinal enfeksiyonlar, deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1
bu bakterinin olusturdugu hastaliklardandir (Bitsori, 2012).

Demir vd. (2008), alt solunum yolu ve solunum yolu dis1 6rneklerinden P.
aeruginosa 1zole etmislerdir. Bu izolatlarinin siderofor, total matriks proteaz ve
elastaz aktiviteleri ile antibiyotiklere karst duyarhiliklarini arastirmislardir.
Calismanin sonucunda alt solunum yolundan izole edilen suslarla diger suslar

arasinda virtilans faktorleri agisindan higbir fark bulamadiklarini belirtmiglerdir.

P. aeruginosa yatan hastalarda idrar yolu enfeksiyonuna neden olabilir
(Mittal vd. 2006). Pseudomonas aeruginosa hastane disinda kontakt lens
kullananlarda kornea enfeksiyonlarmin 6nde gelen nedenidir (Willcox, M.D.
P.2007). Bunlarm yani1 sira alt solunum yolu ve solunum yolu dis1 6rneklerinden de
P. aeruginosa izole edildigi yapilan arastirmalar neticesinde gorilmiistiir (Demir

vd.2008).



P. aeruginosa yasama alani ve kolonize olabilme yetenegi genis olan firsat¢i
bir patojendir (Mena ve Gerba 2009). Yapilan bir ¢calismada P. aeruginosa’y1 izole
etmek icin musluk suyu, maden suyu (mineral su) ve artezyen kuyu sular1 kaynak
olarak kullanilmistir (Silva vd.2008). Siklikla sucul ortamlarda tespit edilmesi
nedeniyle insan saglig1 agisindan risk ihtiva ettigi yapilan ¢caligmalarda bildirilmistir

(Mena ve Gerba 2009).

Colinon vd. (2013), P. aeruginosa’y1 tespit etmek icin toprak ve giibreyi

materyal olarak kullanmiglardir.

Tekoriene (2008), petrolle kirlenmis toprak, su, polimerik malzemeler, bitki
kalintilar1 ve gida friinlerinde Pseudomonas cinsi bakterilerinin dagilimini
arastrmigtir.  Yapilan arastirma sonucunda P. aeruginosa dagilimmi petrolle
kirlenmis toprakta % 62.7, gida tirlinlerinde % 2.5, aga¢ ve ahsap kalintilarinda % 25

olarak bulurlarken, sudan ve polimerik malzemelerden izole edememislerdir.

P. aeruginosa’ da hem hiicre ile iliskili flagel, pilus, adhezinler, biyofilm,
lipopolisakkarit (LPS) hem de proteaz, hemolizin, ekzotokzin A, ekzoenzim S,
piyosiyanin gibi hiicre dis1 viriilans etmenleri bulunur (Delden ve Iglewski 1998).
Elastaz, proteaz, ramnolipid, piyosiyanin, piyoverdin P. aeruginosa’nin iirettigi ve

viriilansta 6nemli oldugu bilinen ekstraseliiler enzimler arasinda yer almaktadir.

Viriilans, bir mikrobun patojenligi, yani onun hastalifa neden olma
yeteneginidir. Patojenlik terimi mutlak anlamda hastalia neden olma yetenegi igin
kullanilirken viriilans ise bir patojenin ne derecede hatalik yapabileceginin gostergesi
olarak kullanilmaktadir Bakterilerin hastalifa yol agma yetenegini belirleyen
faktorler; infeksiyon yapan bakteri sayisi, viicuda giris yolu, konak organizmanin
savunma mekanizmalarinin etkisi ve viriillans denen, bakterinin kendine has

ozellikleridir (Erisim :http://tr.wikipedia.org/wiki/Vir%C3%BClans). P. aeruginosa

tiirline ‘aeruginosa’ isminin verilme nedeni; Piyoverdin (sar1 - yesil) ve piyosiyanin
(mavi) ad1 verilen floresan pigmentler yapmasi ve bunun da notral pH’ da mavi veya

yesilimsi mavi goriilmesindendir (Bilgehan, 2000).



Pigment olusumu Kkiiltiir kosullarma baghdwr. Bu 6zellik mutasyonla
kaybolabilir veya ayni1 anda bir¢ok pigment olusumu goriilebilir. Bu pigmentler
oksijensiz ortamda olusmazlar, en iyi oda sicakliginda olusurlar (Davis vd. 1968,
Aydin, 2001). Pyosiyanin mavimsi-yesil renkte, pyoverdin (flourescein) sarimsi
yesil renkte, pyorubin kirmizi renkte, pyomelanin kahverenkte, floresin sarimsi
renkte pigmenttir.

Floresan ozellik tasiyan Pseudomonas’larm (P. aeruginosa, P. putida, P.
fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. cichori, P. flavescens) karakteristik
ozelligi floresan pigment olusturmalaridir. King B kiiltiir ortami, floresan
pigmentlerin liretimini uyarmakta kullanilir (Wilson ve Miles, 1964, Rajmohan vd.
2002).

P. aeruginosa bakterileri farkl karbon kaynaklarindan ramnoz sekerleri ve -
hidroksidekanoik yag asitleri igeren glikolipit yapisinda biyosiirfektanlar
sentezlemektedir. Bu biyosiirfektanlara ramnolipid denilmektedir. Ramnolipidler ilk
defa Bergstrom ve arkadaslar1 (1946), daha sonra da Jarvis ve Johnson (1949)
tarafindan P. aeruginosa Xkiiltiirlerinden elde edilmistir. Ramnolipidler hiicre
duvarmin yapisinda bulunduklarinda hidrokarbonlu bilesikleri periplazmik yiizeye
penetrasyonunu kolaylastirmalari, hiicre disma salindiklarinda ise hidrokarbonlu
bilesikleri emiilsifiye etme 6zellikleri ile tanian biyosiirfektanlardir (Kosaric, 2001,
Lang, 2002).

Ramnolipid biyosiirfektanlar kara ve denizlere dokiilmiis petrol atiklarmin
temizlenmesinde veya petrol tasiyan boru ve depolarda vizkoziteyi artirmak igin
kullanilmaktadir. Diinya iizerinde {iretilen petrollerin ¢ogunun deniz yoluyla
tagindigii denizlerde ve okyanuslarda meydana gelen kazalarin 6nemli kirliliklere
neden oldugu bildirilmistir (Christofi ve Ivshina, 2002, Makkar ve Cameotra, 2002).
Bu nedenlerden biyosiirfektanlar ¢evre teknolojilerinde, sanayi ve motor yaglarinda,
makine, kozmetik, saglik tarim ve petrol endiistrisi gibi alanlarda da kullanilmaktadir

(Kosaric, 2001, Lang, 2002).

P. aeruginosa tarafindan iiretilen ramnolipid biyosiirfektaninin 6nemli
ozelliklerinden biri de biyofilm olusumunda rol oynamalaridir. Ramnolipidler
biyofilm olusturulmasinin yaninda kiiltiir ortaminda baslangi¢ mikrokolonilerinin

olusturulmasinda, yiizeyle iligkili bakteriyel hareketlerin ve dolayisiyla mantar
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goriinimli sekillerin olusturulmasinda, mantar sekilli yapilarin arasinda bosluklarda
koloni olusumunun Onlenmesinde ve olusturulan biyofilmin yayilmasinda rol
oynadig1 belirlenmistir (Boles vd. 2005, Lequette ve Greenberg, 2005, Pamp ve
Tolker-Nielsen, 2007).

Mikroorganizmalar bir siire oncesine kadar, hizli ¢ogalan ve tek baslarina
hareket ederek serbestge dolasan canlilar olarak goriilmekteydi. Arastirmacilar bu
ylizden bu giine kadar, planktonik olarak da adlandirilan ve diger bakterilerden
bagimsiz olarak, tek baslarina dolagan mikrobiyal hiicrelerin davraniglarini incelemis
ve arastirmalarmi bu yonde gelistirmiglerdir. Bununla beraber, bakterilerin
planktonik formdan ¢ok, bir ylizeye tutunarak ve biyofilm adi verilen bir yapi
olusturarak hayatlarn1 devam ettirdigine dair kanitlarin ortaya kondugu birgok

calisma gerceklestirilmistir ( Rijnarts vd. 1993, Donlan, 2002).

Biyofilm (slime) kavramy, ilk olarak 17. yiizyilda Van Leeuwenhoek’un kendi
dislerindeki plaklarda, mikroskopla saptanabilen varliklar1 gostermesi ile ortaya
c¢tkmistir. Uzun yillar konu iizerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamasma karsin,
biyofilmler ve 6zellikleri ile ilgili genel teori 1978 den sonra artarak bildirilmeye
baslanmistir (Costerton vd. 1978). O zamandan sonra biyofilmle ilgili ¢aligsmalar
ilerlemistir. Biyofilmlerin varlig1 derin yeralt1 sular1 ve okyanusun derinleri disinda
tiim dogal ekosistemlerde saptanmistir (Costerton vd. 1995).

Marshall 1976 yilinda c¢ok ince ekstraseliiler polimer fibrillerin bakteri
ylizeyine sabitlendigini bildirmistir (Marshall, 1976). 1978 yilinda ise Costerton ve
arkadaslar1 su sistemlerindeki bakteri topluluklarmin, dogal olarak polisakkarid
icinde bulunurken, yapismis bakteri topluluklarmin glikokaliks matriks iginde
bulundugunu ve bu matriks yapisinin adhezyona aracilik ettigini gézlemlemislerdir
(Costerton vd. 1978). Yine Costerton ve arkadaslar1 1987 de biyofilmin daha ¢ok
aniyonik eksopolimer matriksden olusan olduk¢a hidrate yapiiginde sesil hiicreler ve
mikrokolonilerden olustugunu bildirmistir (Costerton,1987).1995te ise, bakterilerin
biyofilm olusturmasmin ve adezyonunun bir kisim spesifik genler tarafindan
diizenlendigi bildirilmistir (Costerton ve Lappin-Scott, 1995).

Biyofilm igerisinde yasayan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen

polisakkaridler biyofilmin ana ekstraseliiler komponentini olusturur. Igerisinde
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yasayan organizmaya bagli olarak biyofilm matriksi farkli 6zellikler tasiyabilir.
Gram negatif bakterilerin nétral veya polianyonik biyofilmler olusturdugu ve Gram
pozitif bakterilerin katyonik matriksler olusturdugu bilinmektedir.

Biyofilmler inert veya canli ylizeylerde olusabilirler. Bu yiizeyler arasinda
canli dokular, medikal implantlar, endiistriyel veya i¢me suyu sistemlerinin borular1
ve dogal akuatik sistemler yer alir. Biyofilm olusumunda hiicresel olmayan mineral
kristalleri, korozyon partikiilleri, kil veya ¢amur parcalar1 ya da kan bilesenleri
bulunabilir (Donlan, 2002).

Yapilan arastirmalar, biyofilmlerin sadece yiizeye yapismis durumda bulunan
ve igerisinde mikroorganizmalarin bulundugu homojen bir tabakadan ibaret
olmadigini, bakterilerin belirli bir yapiya sahip, koordinasyon yetenegi bulunan
fonksiyonel topluluklari olusturdugu biyolojik sistemler oldugunu ortaya koymustur
(Davey ve O’Toole, 2000).

Donlan ve Costertan biyofilm tanimini biraz daha gelistirerek hiicreleri geri
doniistimsiiz olarak bir substrata, ara ylizey veya birbirlerine tutunmus olan, kendi
irettikleri ekstraselliiler polimerik maddelerden olusan bir matriks igerisinde
gomiilmiis ve biliylime hizlar1 ve gen transkripsiyonlar1 agisindan serbest dolasan
tiirdesleri ile aralarinda farkliliklar1 olan mikrobiyal hiicrelerden olusan hareketsiz bir
topluluk olarak tanimlamislardir (Donlan ve Costerton, 2002).

Proteaz, proteinlerin parcalanmasindan sorumlu enzim grubudur. Hiicrede
protein sentezi ve yikimi hiicresel bilesenlerin ihtiya¢ duydugu homeostasisi saglar.
Proteazlar veya peptidazlar peptid baglarmin yikimini1 katalizler. Katalitik
mekanizmalarima gore 5 ana smifa ayrilirlar; serin, treonin, sistein, aspartat ve
metallo proteazlar. Proteolitik reaksiyonlar basit veya karmasik biyolojik proseslerdir

ve 1y1 sekilde diizenlenmeleri gerekir (Erisim: http:/tr.wikipedia.org/wiki/Proteaz).

Baz1 bakteriler sahip olduklar1 ¢esitli tipteki hemolizin enzimleri ile kandaki
hemoglobini farkl derecelerde hemoliz etme yani pargalama yetenegine sahiptirler.
Bakterilerin hemoliz yetenegi kanli agar besiyeri kullanilarak test edilebilmektedir.
Hemoliz testi, daha ¢ok streptokok ve stafilokoklar1 kendi i¢lerinde ayirmak igin
kullanilmaktadwr. Streptokoklar Kanli Agar besiyerinde a-, B- ve ¢y-hemolitik
reaksiyon verirler. a-hemolitik streptokoklarin kanli agar besiyerinde olusturduklar:

kolonilerin etrafinda, kenarlar1 keskin hatli olmayan, bulanik ve yesilimsi bir zon
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olusur. B-hemolitik streptokoklar, ayn1 besiyerinde tam hemoliz yaparak, kolonilerin
etrafinda diizgiin bir hatla ¢evrilmis temiz ve berrak bir hemoliz zonu olusturur. y-
hemolitik streptokoklar ise hemolizin enzimine sahip olmayan, kanli agar
besiyerinde hemoliz olusturmayan streptokoklardir

(Erigim: http://www.mikrobiyoloji.org/TR/Genel/BelgeGoster.aspx?).

Bakteriler gerek in vitro gerekse in vivo ortamlarda biyofilm olusturmak
suretiyle bir dizi avantaja sahip olurlar. Biyofilmler bakterileri nem, 1s1 ve pH
degisikliklerinin ve ultraviyole 1s18ina maruz kalmanin doguracag: zararlardan korur.
Besinlerin depolanmasinin ve atiklarin uzaklastirilmasmin kolaylastirilmas: da
biyofilm olusumunun getirdigi diger avantajlardir. Bakterilerin kiimeler halinde ve
ekzopolisakkarid matriks igerisinde bulunmalar1 sonucu fagosite edilmeleri giiglesir
ve hiimoral immiin sistem bilesenlerinin bakterilere ulagsmalar1 engellenmis olur
(Post vd. 2004).

Pseudomonas’lar biyofilm olusturarak biyolojik, fiziksel, kimyasal ve
cevresel streslere karst korunmaktadir (Szewzyk vd. 2000). Biyofilm biiyiime,
cevresel stres, dezenfektanlar, ve antibiyotiklere karsi diren¢ potansiyelini arttirir ve
genis bir genetik ¢esitlilige yol agar (Boles vd. 2004).

Antibiyotigin koruyucu dozlari mikroorganizmalar1 kontrol ederken
biyofilme etki etmez. Bu nedenle biyofilm antibiyotigin bakteriye olan etkisini
engeller.

Regni vd. (2002) yaptiklar1 ¢alismada P. aeruginosa’nin viriilans faktorleri
iizerine yapilan bir calismada P. aeruginosa’nin viriilansinda 6nemli rol oynayan
biyofilm ve lipopolisakkaritin kistik fibrozlu hastalardaki kronik akciger
infeksiyonunun ve antibiyotik direncinin gelismesinde O6nemli rol oynadigini

bildirmislerdir.

P. aeruginosa’ nin nemli ortamlar1 sevmesi, 1s1 ve ¢esitli fiziksel ortamlara
dayanikli olmasi, {ireyebilmek i¢in olduk¢a az besine ihtiyag duymasi,
antiseptiklerden bircoguna ve antibiyotiklere diren¢li olmasi, distile suda dahi
iireyebilmesi bu mikroorganizmanin dis ortamlarda 6zellikle hastane ortaminda

yasamasini kolaylastirir.



P. aeruginosa hastane infeksiyonlarmin en 6nemli nedenlerinden biridir.
Bir¢ok antibiyotige dogal olarak direngli olmasmin yani swra mutasyon ile tiim
tedavilere direngli hale gelebilmesi ve son yillarda tedavide kullanilabilecek tiim
antibiyotiklere direncli olmast P. aeruginosa’ nin hastane infeksiyonlarmmda en
onemli bakterilerden biri olmasinda etkili olmustur ( Giir, 2003).

Pako6z vd. (2011), yaptiklar1 calismada P. aeruginosa suslarinin neden oldugu
infeksiyonlarin tedavisinde aminoglikozidlerin halen tercih edilen antibiyotikler
olmasina ragmen, bu grup ve diger grup antibiyotiklerin biiyiik ¢ogunluguna kars1
artan diren¢ oranlarina dikkat edilmesi gerektigini belirtmislerdir. Bu nedenle
rasyonel olmayan ila¢ kullanimin1 Onlemek i¢in alman Onlemlerin dikkatle
incelenmesi ve direng gelisiminin diizenli olarak takip edilmesi gerektigini

vurgulamiglardir.

Pseudomonas kokenlerinde dogru tedavi politikalariin olusturulabilmesi ve
antibiyotik direncinin artmasini engellemek amaciyla uygun antibiyotik kullanim
kurallarmm uygulanmast ve etkili Onlemlerin almmasmin 6nemli oldugunu

disiindiirdiigiinii belirtmislerdir (Eksi vd. 2007).

Jemifer vd. (2013), toprak kokenli bitki hastaliklarinin bastirilmasinda
Pseudomonas tarafindan biyokontrolle ilgili ¢alisilan en iyi iki mekanizmanin
siderofor aracili ve antiyotik aracili bastirma oldugunu belirtmislerdir. Bir baska
calismada farkl faktorlere baglh olarak ifade edilebilir. Boylece mevcut ¢alismalarda
biyokontrol ajani olarak siderofor iireten bakterinin iyi bir gdsterge olarak hizmet
verdigini belirtmislerdir. Bu alanda daha fazla ¢alisma yapilarak tarim alaninda

karsilagilan problemler i¢in bir ¢6ziim olabilecegini agiklamislardir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1.Materyal 6rnekleri

Bu calisma Kirsehir ili civarindaki petrolle kirletilmis alanlar basta olmak
iizere 20 farkli bolgeden alinan toprak, su, camur Orneklerinde bulunan bakteri

izolatlarindan elde edilen 12 adet P. aeruginosa susu ile gerceklestirilmistir.

3.1.2.Arastirmada Kullamilan Besiyerleri

3.1.2.1. izolasyon Besiyerleri

Nutrient Agar
Bilesimi: gr/lt
Beef Extract 1.0 gr
Yeast Extract 2.0 gr
Peptone 5.0gr
Sodium chloride 50¢r
Agar 15.0 gr

Karigimdan 28 gr almip 1000 cc distile suda eritilip, 15 dakika 121°C’ de

otoklavlanmak sureti ile sterilize edildi.

Nutrient Broth Besiyeri

Bilesimi: ar/lt

Beef Extract 1.0 gr
Yeast Extract 2.0 gr
Peptone 5.0gr
Sodium chloride 5.0 gr

Maddeler 1000 ml distile suya tamamlanmistir. Besiortaminin pH’s1 0.01 N
HCI ve 0.01 N NaOH’le 6,8=0,2’ye ayarlanmistir. Amaca uygun olacak sekilde

besiortamma % 1.5 oraninda agar ilave edilip kati besiortami hazirlanmistir.

Besiortami 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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Mac Conkey Agar

Bilesimi: gr/lt
Peptone from casein 17.0 g/L;
Peptone from meat 3.0 g/L;
NaCl 5.0 g/L;
Lactose 10.0 g/L;
Bile salt mixture 1.5 g/L;
Neutral red 0.03 g/L;
Crystal violet 0.001 g/L;
Agar-agar 13.5 g/L

Karigimdan 50 gr almip 1000 cc distile suda eritilip, 15 dakika 121°C’ de

otoklavlanmak sureti ile sterilize edildi.

3.1.2.2. identifikasyon Besiyerleri

Pseudomonas Agar Base

Bilesimi: gr/lt
Gelatin pepton 16 .0 gr
Casein hidrolizat 10.0 gr
Potassium stilphate 10.0 gr
Magnesium chlorid 1.4 gr
Agar 11.0 gr

24.2 gr toz karistm 500 ml distile suda eritildi. Uzerine 5 ml gliserol
eklendi.121°C’dal5 dakika otoklavlandiktan sonra karigimin 1sis1 yaklasik 50°C’ ye
kadar diistince 1 flakon supplement (SR 103E) eklendi.
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Pseudomonas C-F-C Selektive Supplement

Bilesimi: mgr/It
Cetrimide 5 mgr
Fucidin 5 mgr
Cephaloridine 25 mgr

Jelatin Hidrolizi
Yukarida anlatildig1 sekilde hazirlanan Nutrient Broth besiortamimna % 10
oraninda jelatin eklenerek hazirlanan besiortamindan tiiplere 5’er ml dagitildiktan

sonra 115 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilip kullanilmigtir.

Nisasta Hidrolizi
Yukarida anlatildigi sekilde hazirlanan Nutrient Agar besiortamina % 2
oraninda olmak tlizere nisasta eklenmistir. Kontaminasyon kontrolii yapildiktan sonra

test gerceklestirilmistir.

Metil Red- Voges Proskauer (Clark-Lubs) Besi Yeri
Bilesimi:gr/It

Polipepton 7.0 gr
Glukose 5.0gr
K;HPO, 50¢r
Distile su 1000 ml

Karisim yapilacak maddeler hafifce isitilip suda eritilir. Stizge¢ kagitlarindan
siizlilir. pH’s1 6.9’ a ayarlanir ve 1000ml’ ye tamamlanir. Miktar1 5’er ml olacak

sekilde steril tiiplere taksim edilip 121°C’de 15 dakika otoklavlanar.
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3.1.2.3.Biyofilm Uretiminde Kullamlan Besiyerleri
Luria Bertani Broth Salinity (LBBS)

Bilesimi: gr/lt
Tryptone 10g
Yeast Extract S5g

NaCl 20g

Tripticase Soy Broth (TSB) (Oxoid)

Bilesimi: ar/lt
Enzymatic digest of casein 17.0 gr

Enzymatic digest of soybean meal 3.0 gr

Sodium chloride 50¢gr
Dipotassium phosphate 2.5 gr
Dextrose 2.5gr
pH 7,3=0,2

Triptic Soy Broth besiyerinden 30 gram tartilip 1 litre distile su igerisinde
¢Ozdiriildiikten sonra 121°C’de 15 dakika steril edilir.

Tripticase Soy Agar (TSA)

Bilesimi: g/lt
Tryptone 15 gr
Soytone Sgr
Sodyum chloride Sgr
Agar 15 gr
Congo Red Agar
Bilesimi: g/lt
Brain heart infusion broth 37¢g/1t
Sakkaroz 50g/1t
Agar 10g/1t
Congo red 0.8 g/lt
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3.1.2.4. Ramnolipid Uretiminde Kullanilan Besiyerleri

M9-glutamat minimal medium agar
48mM Na,HPO4
22mM KH,PO4
8.5mM NacCl
18.7mM NH,Cl
2mM MgS04.7H,O
0.1mM CaCl,.2H,0O
15g Agar
%0.02 CTAB
%0.2 Glikoz
%0.0005 Metilen Mavisi
%0.05 Glutamat

Luria Bertani Broth (LBB)

Bilesimi: g/lt
Tripton 10
Yeast Extract 5
NaCl 5

3.1.3.Ayiraglar

3.1.3.1. indol Ayirac1 ( Kovaks Ayiraci )
P- Dimethylaminobenzaldehyde 10.0 gr
Isoamyl alcoohol 150.0 ml
HCI ( Konsantre) 50 ml

3.1.3.2. Metil Red Ayiraci

Metil Red 0.050 gr
Etil Alkol (% 95 ‘lik) 150 ml
Distile su 100 ml
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3.2.Metot

3.2.1. Mikrobiyolojik Muayene

3.2.1.1. Bakterilerinizolasyonu

Calisma Kirsehir ili civarindaki petrolle kirletilmis bolgeler basta olmak tizere
20 farkli bolgeden alinan toprak, su, camur Orneklerinden elde edilen bakteri
izolatlartyla gergeklestirilmistir. Bu c¢evresel kaynakli izolatlarm 4’1 Kirsehir ili
civarindaki farkli toprak alanlarindan, 3’ farkli ¢amur alanlarindan, 5 tanesi ise
farkli su alanlarindan temin edilmistir (Tablo 3.1). Toprak oOrnekleri steril serum
fizyolojik suyla sulandirildiktan sonra, su ve ¢amur Ornekleri ise dogrudan almip
Mac Conkey Agar (MCA) besiortamma c¢izgi ekimler yapilmistir. Ekimlerin
yapildig1 besiortamlar1 24 saat siireyle 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda besiortamlarindaki laktoz negatif 6zellik gdsteren koloniler
belirlenip, 24 saat siireyle 37 °C’de Nutrient Broth (NB) besiortamlarma alinmistir.
Izolatlarm tanimlamalarmm yapilabilmeleri ve ¢alismalarda kullanilabilmeleri igin
stoklar1 hazirlanip -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.1. Farkli materyallerden elde edilen P. aeruginosa tiiriiniin sayis1 ve ylizde

degerleri.
Ornek Alinan Alinan Ornek  P.aeruginosa Sayis1  Alinan Orneklerden
Materyal Sayisi Elde Edilen
P.aeruginosa (%)

Toprak 40 4 10

Su 35 5 14,2

Camur 25 3 12

Toplam 100 12 12

3.2.1.2.Bakterilerin muhafaza edilmesi

Ependorf tiiplerine 0.3 ml gliserol (Merck) konulduktan sonra otoklavda
121°C°de 15 dakika steril edilmesi saglanmistir. Bakteriler uygun sivi besiyerinde
aktiflestirildikten sonra bu aktif kiiltiirlerden 0.6 ml gliserol iceren steril ependorflara
ilave edilmis -20°C’de muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir

yenilenmistir (Cruikshank, 1972, Rajmohan vd. 2002).
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3.2.1.3.Toprak ve su orneklerinden izole edilen bakterilerin
tamimlanmasi

Toprak, su ve camur 6rneklerinden izole edilip stoklar1 hazirlanan bakterilerin
NA besiyerine ¢izgi ekimleri yapilip 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarm olusturmus oldugu kolonilerin
morfolojileri incelenmistir. Bunun disinda Gram boyamalar1 yapilmis ve stoklanan
biitiin izolatlarin Gram (-) olduklar1 goriilmiistiir. izolatlarin MCA besiyerinde laktoz
negatif O0zellik gostermeleri, yesil pigment olusturmalari, Gram negatif olmalar1 ve
koloni morfolojileri incelendiginde izolatlarm Pseudomonas cinsine ait P.
aeruginosa tiiriine benzer sekilde oldugu goriilmiistiir. Daha sonra biitiin izolatlar NB
besiyerinde aktiflestirilerek Pseudomonas tiirleri icin selektif olan Pseudomonas
Agar Base (PAB) besiyerine ekilmislerdir (Atlas ve Parks, 1997). Biitiin izolatlarin
PAB besiyerinde gelistigi goriilmiistiir.

PAB besiyerinde gelisen ve Pseudomonas cinsine ait oldugu diisiiniilen
izolatlarm tiir diizeyinde tanimlamalar1 i¢in VITEK?2 cihaziyla (BioMerieux (R) sa
69280 Marcy-I’Etoile France) tiplendirilmistir. Bunlara ilaveten fizyolojik ve
biyokimyasal testler uygulanmistir. Biitlin bu testler P. aeruginosa ATCC 27853

referans susu i¢in de yapilmis ve izolatlarin sonuglar1 ile mukayese edilmistir.

Fizyolojik ve biyokimyasal testler

Tim Pseudomonas izolatlarmin tanimlanmasi i¢in gram boyama, 4 ve 42
°C’de gelisim, oksidaz, katalaz, nitrat testi, jelatin hidrolizi, nisasta hidrolizi, indol
testi, metil red testi gibi biyokimyasal-fizyolojik testler yapilmistir (Bilgehan, 1995,
Koneman vd. 1997, Moore, 1997, Chakraborty ve Roy, 2001).

4/42 °C’de Gelisim Testi

Aktiflestirilen izolatlarin herbirinden biri +4 °C i¢in, digeri 42 °C i¢in iki
nutrient broth (5’er ml’ lik) besiortamina % 1’lik ekimler yapilmuis, kiiltiirler 48 saat
siireyle 37 °C’de inkiibasyona tabii tutulmustur. inkiibasyon sonucunda +4 °C ve 42

°C’deki besiortamlarindaki bulanikliga bakilarak bakteri gelisimi incelenmistir.
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Oksidaz Testi

Gram boyamada negatif goriinen bakterilerin oksidaz aktivitelerine, oksidaz
cubuklar1 (Oxoid) ile bakildi. Siipheli bakterinin 18-24 saatlik saf kiiltiirtine oksidaz
cubugu daldirilip, 25-30 saniye beklendi. Cubugun eflatun mor renk almasi (+)
reaksiyon olarak degerlendirildi (Oxo1d).

Katalaz Testi
Gram boyamada negatif olarak goriinen bakterilerin katalaz aktiviteleri
hidrojen peroksit (H,O;) ile dl¢iildii. Lam iizerinde O; agiga ¢ikmasindan dolay1 gaz

olusturan koloniler katalaz pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995).

Jelatin Hidrolizi

Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan jelatin igerikli Nutrient Broth
besiortamma aktiflestirilen izolatlardan % 1’°lik inokiilasyonlar yapilip, kiiltiirler 48
saat siireyle 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda biitiin kiiltiirler ve
kontrol besiortami buzdolabinda 2 saat siireyle bekletilmistir. Siire sonunda tiim
kiiltiirler kontrolle karsilastirilmistir. Sivilasmanin goriildiigii kiiltiirler (jelatinin

hidroliz edildigi) pozitif olarak degerlendirilmistir.

Nisasta Hidrolizi

Izolatlar nisasta igerikli Nutrient Agar besiortamlarma ¢izgi ekimlerle ekilip,
48 saat siireyle 3 °C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda kiiltiirlerin
iizerine nisasta ayiraci olan lugol eklenmistir. Lugol eklendikten sonra kolonilerin

cevresinde goriilen seffaf zonlar pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.
Indol Testi

Indol test ortamma izolatlarmn saf kiiltiirlerinden inokule edildikten sonra 37
°C’ de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra indol test ayracindan 3-5 damla
tiiplin yan tarafindan akitilip, iist tarafta bir katman olusturmasi saglandi. Besiyeri ve

ayra¢ arasinda kirmizi renginde bir halkanin olugsmamasi negatif reaksiyon olarak

degerlendirildi (Bilgehan, 1995).

18



Metil Red Testi

Izolatlar hazirlanan Metil Red-Voges Proskauer (Clark-Lubs) besiyerine
inokiile edildikten sonra 37°C’ de 2-7 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
kiiltlirlerin iizerine Metil Red aywracindan damlatildi. Besiyeri ve ayra¢ arasinda

kirmizi renginde bir halkanin olusmamasi negatif olarak degerlendirildi.

3.2.2.Biyofilm Olusumunun Arastirilmasi

Biyofilm ¢alisma yontemi olarak siklikla kullanilan bir yontem olan standart
mikroplate (96 kuyucuklu plastik mikroplate) yonteminin yam sira tiip (camda
tutunma) testi ve Freeman ve arkadaslarinin tanimladigi Congo Red Agar (CRA)

yontemi ile ¢aligilmastir.

3.2.2.1.Mikroplate ile biyofilm testi: Mikroplate ile biyofilm testi O’Toole and
Kolter (1998)’ de tanimladig1 metoda gore gergeklestirilmistir (Ye vd. 2008). Suslar
(%3 NaCl eklenmis) Luria-Bertani ortamda (LBBS) 16 saat tretilmistir.
Inkiibasyondan sonra bakteri yogunlugu OD600’de 0.8’ e ayarlanmistir. Bakteri
kiiltlirii 1/100’likk steril LBBS ortami ile sulandirilmistir. Sulandirilan kiiltiirlerin
tiimiinden diiz tabanli 96 cukurlu pleytlere (mikroplak) 100 pl olacak sekilde 24
cukura ilave edilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
cukurlar distile su ile yikanip, biyofilmle iliskili hiicre kalintilar1 %1°lik kristal viole
ile 15 dk siiresince boyanmistir (Sekil 3.1). Boya fazlasi hafif akan ¢esme suyunda
dikkatli bir sekilde yikandiktan sonra bakterilerin platelere tutunarak olusturdugu
biyofilm fotograflanmistir (Sekil 3.2). Sonuclar degerlendirilirken LBBS negatif
kontrol, P. aeruginosa 27853 standart susu ise pozitif kontrol olarak calisilip

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.1. Kristal viole ile boyanmis pleytlerde biyofilm olusumu.
1:Zayif, 7: Kuvvetli, 12: Negatif
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Sekil 3.2.Kristal viole ile boyandiktan sonra saf su ile yikanan pleytlerde biyofilm
olusumu.

3.2.2.2.Tiip testi (Cam yiizeyde tutunma): Christensen vd. (1985) tarafindan
tanimlanan biyofilm olusumunun 6lglilmesinde kullanilan tiip testi baz1 degisimler
yapilarak calisilmistir. Tiip testinde safranin ve kristal viyole ile ayr1 ayr1 ¢alisilip
suslarin biyofilm olusturma dereceleri belirlenmistir. Safranin ile yapilan testte
calisilacak suslar TSA” da 1 gece 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
0zdes koloniler se¢ilmis ve her bir tiipte 2 ml olan TSB’ ye inokiile edilip tekrar 1
gece 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra tiiplerin igerigi
mikropipet araciligiyla bosaltilmistir. Bosaltilan tiipler 2 ml hacmindeki % 0,25’ lik
safranin ile boyanip 1 dakika bekletilmistir. Boyama sonrasi fazla boya pipet

yardimiyla bosaltildiktan sonra boyanma derecelerinin belirlenebilmesi igin tiipler
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ters pozisyonda bir gece oda sicakliginda bekletilmistir. Ertesi giin 6l¢iimler tiipiin i¢
yiizeyinde ki boyanma derecesine gore negatif (-), zayif (+), orta dereceli (++) ve
kuvvetli (+++) olmak tizere degerlendirilmistir (Stepanovic vd. 2000). (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Safranin ile boyanan tiipte biyofilm olusumunun gézlemlenmesi.

A.Kuvvetli (+++), B.Orta (++), C. Zayif (+), D. Negatif (-)

Kristal viyole ile tiipte biyofilm olusumunu incelerken de safranin testinde
oldugu gibi c¢alisilacak suglar TSA’ da 1 gece 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra 6zdes koloniler se¢ilmis ve her bir tiipte 2 ml olan TSB’ ye
inokiile edilip tekrar 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
tliplerin igerigi bosaltilip steril tamponlanmis fosfat tuzu (PBS) ile yikanmistir.
Kurumalar1 i¢in ters pozisyona birakilmistir. Kuruduktan sonra %1’lik kristal viyole
ile boyanip 15 dakika bekletilmistir. Boyama isleminden sonra igerigi bosaltilan
tiipler akan su altinda yikanip ters pozisyonda kurumaya birakilmistir. Tiipiin i¢
yiizeyinde ki boyanma dercesine gore sonuglar negatif (-), zayif (+), orta dereceli
(++) ve kuvvetli (+++) olmak iizere degerlendirilmistir (Christensen vd. 1982).
(Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Kristal viyole ile boyanan tiipte biyofilm olusumunun goézlemlenmesi.

A.Kuvvetli (+++), B.Orta (++), C. Zayif (+), D. Negatif (-)
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3.2.2.3.Congo Red Agar (CRA) ile biyofilm testi: Congo Red Agar hazirlanmistir.
Aktif suslardan besiyerine ekim yapilip kolonilerde gozlenen renk olusumuna gore
siyah-bordo (+++), kirmiz1 (++), pembe (+) ve beyaz (-) olmak tizere degerlendirme

yapilmistir (Freeman vd. 1989). (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Congo Red Agar ile biyofilm olusumunun gézlemlenmesi.

A)Kuvvetli, B)Orta, C)Zayif

3.2.3.Ramnolipid Uretimi Testi

Ramnolipid iiretim testi 0.2 g cetiltrimetilamonyumbromid (CTAB) ve 5
mg/1" metilen mavisi iceren M9-glutamat minimal medium agar igeren petriler
kullanilarak gerceklestirilmistir (Siegmund ve Wagner, 1991). Oncelikle calisilan
suslar LBB besiyerinde 1 gece 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu aktif kiiltlirlerden
2’ser ul petrilerin ortasina damlatilip 37 °C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon siiresi sonunda bakteri kolonileri etrafinda olusan saydam zon
ramnolipid liretiminin pozitif yonde gostergesi olarak kabul edilmistir. Test sirasinda
LBB negatif kontrol olarak degerlendirmeye alinmistir. Pozitif kontrol olarak P.

aeruginosa ATCC 27853 susu kullanilmastir.

3.2.4. Proteaz Testi

Test edilecek P. aeruginosa suslar1 bir gece LB besiyerinde 37°C’de
iretilmistir. Her bir kiiltlirden % 2 yagsiz siit tozu iceren LB agar petrilerinin
ortasma, 20’ser pl ilaveedilmis ve 37 °C’de 16-18 saat inkiibasyona birakilmistir
(Dong vd. 2005, Ulusoy, 2007). Suslarin proteolitik aktiviteleri bakteri kiiltiirii ilave
edilen bolgedeki berrak zon cap1 dlgiilerek kayit edilmistir. Inkiibasyon sonucunda
bakteri kolonisi etrafindaki saydam zon proteolitik aktivitenin gostergesi olarak
kabul edilmistir. Test sirasinda LB negatif kontrol olarak, P. aeruginosa ATCC
27853 pozitif kontrol olarak kullanilmastir.

3.2.5.Hemoliz Testi

Test edilecek P. aeruginosa suslart LB besiyerinde 37 °C’de 24 saat
dretilmistir. Her bir kiiltiirden % 5 insan kani igeren kanli agar petrilerinin ortasina,
20’ser pl ilave edilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Suslarin
hemolitik aktiviteleri bakteri kiiltiirii ilave edilen bolgedeki berrak zon ¢ap1 dlgiilerek
kayit edilmistir. Inkiibasyon sonucunda bakteri kolonisi etrafindaki saydam zon
hemoliz aktivitenin gdstergesi olarak kabul edilmistir (Brender ve Janda, 1987). Ayni
zamanda hemolitik aktiviteyi gérmek icin besiyerine ¢izgi tarzinda ekimlerde

yapilmistir.

3.2.6. Antibiyotik Duyarhhg:

Izolatlarin antibiyotik duyarlihigmi belirlemek igin disk difiizyon metodu
uygulanmistir. Bunun i¢in P. aeruginosa suslar1 piperacillin, nalidixic acid,
ceftazidime, gentamicin, ceftizoxime, amikacin, cefotaxime, ceftriaxone, aztreonam,
imipenem antibiyotik diskleri ile test edilmistir. Mc Farland 0.5 bulanikliginda
hazirlanan 2 mL bakteri suspansiyonu, MHA besiyeri bulunan petrilere yayilmstir.

Sonra antibiyotik diskleri, besiyeri yiizeyine yerlestirilmistir. Petriler ters ¢evrilmis
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ve 35 °C’de 18-20 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda her bakteri
susu icin inhibisyon zon ¢ap1 milimetrik cetvel ile Olctilmiistiir. Test sonuglari, suslar
icin hassas, direngli ve orta derecede duyarli olarak CLSI’in kriterlerine gore
degerlendirilmistir. P. aeruginosa ATCC 27853 susu kontrol olarak kullanilmistir
(CLSI, 2011).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bakterilerin izolasyonu ve tanimlamalan
Bu ¢alismada Kirsehir ili civarindaki petrolle kirletilmis alanlar basta olmak
tizere farkli toprak, su, ¢amur orneklerinden elde edilen bakteri izolatlarindan elde
edilen 12 adet P. aeruginosa susu kullanilmustir. {1k izolasyonlar MCA besiortamina

ekilmistir. Ekimlerin yapildig1 besiortamlar1 24 saat siireyle 37 °C’de inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonunda besiortamlarindaki laktoz negatif 6zellik gosteren

koloniler belirlenip, se¢ilmistir (Erdem, 1999, Giir, 2003). (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. A) P. aeruginosa Mac Conkey Agarda Laktoz negatif 6zellikte
B) P. aeruginosa nin Mac Conkey Agarda olusturdugu pigment

Laktoz negatif 6zellik gosteren koloniler segilip, 24 saat siireyle 37 °C’de NB
besiortamlarina alinmistir. Tiip iizerinde halka seklinde yesil pigment olusturan
bakteriler belirlendikten sonra Pseudomonas tiirleri igin selektif Pseudomonas Agar

Base (PAB) besiortamina ekilip, gelisme durumlar1 incelenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. A) P. aeruginosa’nin tiipte olusturdugu pigment

B) P. aeruginosa’nin Pseudomonas Agar Base’de olusturdugu pigment

Ayrica izolatlarin ilk segimleri yapilirken koloni morfolojileri, gram
boyamalari, pigment olusturmalar1 dikkate alimmustir. Sekil 4.3° de P. aeruginosa

bakterilerinin gram boyama ve koloni morfolojilerinin resimleri verilmistir.
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Sekil 4.3. A) P. aeruginosa’nin mikroskobik goriintiisii

B) P. aeruginosa’nin Nutrient Agar’daki koloni morfolojisi

PAB besiyerinde gelisen ve Pseudomonas cinsine ait oldugu diisiiniilen
izolatlarin tiir diizeyinde tanimlamalar1 igin VITEK 2 cihaziyla (BioMerieux (R) sa
69280 Marcy-I’Etoile France) tiplendirilmistir. Analiz sonuglarina gore izolatlar 91-

99 arasinda degisen yiizdelerle P. aeruginosa olarak tiir diizeyinde tanimlanmigtir
(Tablo 4.1.).
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Bunlara ilaveten fizyolojik ve biyokimyasal testler uygulanmistir. Biitiin bu testler P.
aeruginosa ATCC 27853 referans susu i¢cin de yapilmis ve izolatlarin sonuglari ile
mukayese edilmistir. Izolatlarm bu testlerden katalaz, oksidaz ve jelatin

hidrolizasyonunda pozitif sonug¢ verdikleri tespit edilmistir.
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Tablo 4.1. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar1

Biyokimyasal Testler
Sus ‘ Temin Edildigi Yer
. Tanimlama Gram Boyama PAB 4°C’de | 42°C’de | Jelatin Nisasta | Oksidaz Indol
Kodu | Tanimlanan Tiir
Yiizdesi (%) Besiyeri | Gelisme | Gelisme | Hidroliz | Hidroliz
i i
Pseudomonas aeruginosa _ Gram negatif + _ + + _ + _ Izmir Devlet Hastanesi
ATCC 27853 Basil

Z1 Pseudomonas 91 Gram negatif + _ + + _ + _ Giildiken mevkii
aeruginosa Basil

72 Pseudomonas 97 Gram negatif + _ + + _ + _ Kervansaray Mah.
aeruginosa Basil

73 Pseudomonas 99 Gram negatif + _ + + _ + _ Kilig6zii mevkii
aeruginosa Basil

74 Pseudomonas 93 Gram negatif + _ + + _ + _ Hilla Goli
aeruginosa Basil

75 Pseudomonas 95 Gram negatif + _ + + _ + _ Organize Sanayi
aeruginosa Basil
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Tablo 4.1. (Devam) izolatlarm Biyokimyasal Test Sonuglari

76 Pseudomonas 97 Gram negatif + + Organize Sanayi
aeruginosa Basil
77 Pseudomonas 95 Gram negatif + + Golhisar mevkii
aeruginosa Basil
78 Pseudomonas 93 Gram negatif + + Petlas atik kanali
aeruginosa Basil
79 Pseudomonas 97 Gram negatif + + Petlas atik kanali
aeruginosa Basil
710 | Pseudomonas 91 Gram negatif + + Karincalt mevkii
aeruginosa Basil
711 Pseudomonas 97 Gram negatif + + Dinekbagi mevkii
aeruginosa Basil
712 | Pseudomonas 95 Gram negatif + + Hilla Goli
aeruginosa Basil
+ : Pozitif - : Negatif PAB: Pseudomonas Agar Base
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Tanimlanan izolatlarin nisasta hidroliz testi, indol ve metil red testine vermis
oldugu sonuglar degerlendirilirken; nisasta hidroliz testinde koloni etrafinda saydam
zon olusturmamalarindan dolayi, indol ve metil red testlerinde ise besiyeri ve ayrag
arasinda kirmizi renginde bir halkanin olugsmamasi sonucunda negatif reaksiyon

olarak degerlendirilmislerdir (Sekil 4.4).

/ 3~ X
ety
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Sekil 4.4. A) Indol testi pozitif kontrol ve negatif suslar
B) Metil red testi pozitif kontrol ve negatif suglar
C) Negatif nigasta hidrolizi
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4.2.Biyofilm Olusum Testi

Izolatlarda biyofilm olusumu gdzlenirken; siklikla kullanilan bir ydntem olan
standart mikroplate (96 kuyucuklu plastik mikroplate) yonteminin yani sira tiip
(camda tutunma) testi ve Congo Red Agar (CRA) yontemi ile ¢aligilmistir. Biitiin bu
testler 12 izolatm yam swra P. aeruginosa ATCC 27853 referans susu i¢in de

yapilmis ve Luria Bertani Broth ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Tablo4.2.Biyofilm olusum testi sonuglari

Biyofilm Testleri
Suslar
Mikroplate Safranin ile Kristal Viyole Congo Red
ile Biyofilm Yapilan Tiip ile Yapilan Tiip Agar ile
Testi Testi Testi Biyofilm Testi
Pseudomonas
aeruginosa ATCC +++ +++ +++ ++
(27853)
Z1 + +++ +++ +
72 +++ +++ +++ +++
Z3 + +++ + +++
74 +++ +++ +++ +++
Z5 +++ +++ +++ +++
76 +++ +++ +++ +++
77 +++ +++ +++ +++
78 ++ +++ ++ +
Z9 +++ + ++ ++
Z10 + +++ +++ ++
Z11 + +++ +++ +++
712 + +++ +++ +
Luria Bertani - - - -
Broth
- : Negatif +: Zayif ++: Orta +++: Kuvvetli
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Biyofilm olusum testi dort farkl test lizerinden gerceklestirilmistir. Caligilan
12 P. aeruginosa susunun ve kullanilan P. aeruginosa ATCC 27853 standart
susunun testlerdeki biyofilm olusturma derecelerinin yiizdesi Tablo 4.3°de

verilmistir.

Tablo 4.3. Suslarin biyofilm olusturma dereceleri yiizdesi.

Sus Adi Biyofilm olusturma dereceleri

yiizdesi

Kuvvetli Orta Zayif Negatif
(“o) (“o) (“o) (“o)

Pseudomonas aeruginosa 75 25 - -
ATCC 27853
Z1 50 - 50 -
72 100 - - -
73 50 - 50 -
74 100 - - -
75 100 - - -
76 100 - - -
77 100 - - -
738 25 50 25 -
79 25 50 25 -
Z10 50 25 25 -
Z11 75 - 25 -
712 50 - 50 -
Luria Bertani Broth - - - 100

4.3. Ramnolipid Uretimi

Test edilen P. aeruginosa izolatlarinin ramnolipid testi sonuglar1 Tablo 4.4°de

gosterilmistir. Test sonucunda 75, Z8, 79, Z12 izolatlarinin ramnolipid trettigi, diger
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izolatlarin ise iiretemedigi tespit edilmistir. Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa
ATCC 27853 susu kullanilmigtir. Bu susun M9-glutamat minimal medium agar
iizerinde agik sar1 renkte zon olusturmasi pozitif oldugunu, negatif kontrol olan
LBB’nin ise herhengi bir renk degisimi ile zon olusumu gostermemesi ramnolipid

iiretemedigini gostermistir ( Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Pozitif kontrol olarak kullanilan P. aeruginosa ATCC 27853 susunun
MO9-glutamat minimal medium agar lizerindeki agik sar1 renk ve zon olusumuyla

ramnolipid tiretimi ve negatif kontrol steril LBB.
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Tablo 4.4. Ramnolipid {iretimi i¢in test sonuglari

Sus Ad1 Ramnolipid
aktivitesi
P. aeruginosa ATCC +
27853

Z1 _
72 _
Z3 _
74 _
75 +
Z6 _
z7 _
78 +
79 +
Z10 _
Z11 _
712 +

Luria Bertani Broth

4.4. Proteaz Testi
Calisilan P. aeruginosa izolatlarinin proteaz testi sonuglar1 Tablo 4.5 ’de
gosterilmistir. Test sonucunda Z1, Z2, Z4, 75, 76, Z7, Z8 izolatlarmin proteaz
irettigi, diger izolatlarin ise iiretemedigi tespit edilmistir. Sekil 4.6’da proteaz
aktivitesi pozitif ve negatif olan suslar gosterilmistir. Pozitif kontrol olarak P.

aeruginosa ATCC 27853 susu, negatif kontrol olarak ise LBB kullanilmistir.
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Sekil 4.6. Proteaz aktivitesi pozitif ve proteaz aktivitesi negatif olan suslar

Tablo 4.5. Proteaz aktivitesi i¢in kuyucuk diflizyon agar testi sonuglari

Sus Adi Olusan ortalama zon
¢ap1 (mm)
P. aeruginosa 25
ATCC 27853
Z1 15
72 13
73 _
Z4 14
75 20
76 17
77 18
738 18
79 _
Z10 _
Z11 _
712

Luria Bertani

Broth

4.5. Hemoliz Testi

Test edilen P. aeruginosa izolatlarmin hepsi kanli agarda hemolitik aktivite

gostermislerdir. Yontem olarak kuyucuk diflizyon agar testinin (Sekil 4.7) yani
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sira izolatlarin kanli agara c¢izgi seklinde ekimleri yapilip etraflarinda olusan
seffaflik incelenmistir (Sekil 4.8). Yapilan kuyucuk diflizyon agar testi sonucunda

olusan ortalama zon ¢aplar1 Tablo 4.6’da verilmistir.

Sekil 4.7. P. aeruginosa suslarinda kuyucuk difiizyon testinde olusan hemoliz

zonu

Sekil 4.8. P. aeruginosa ATCC 27853 susunun ¢izgi ekimde olusturdugu

hemoliz zonu
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Tablo 4.6. Hemoliz aktivitesi i¢in kuyucuk diflizyon agar testi sonuglari

Sus Adi Olusan ortalama zon
¢ap1 (mm)

P. aeruginosa 21
ATCC 27853

Z1 15

72 25

73 20

74 18

75 20

76 25

77 17

78 23

79 26

Z10 19

Z11 17

712 26

Luria Bertani

Broth

4.6. Antibiyotik Duyarhhk Testi

P. aeruginosa izolatlarinin amikacin, aztreonam, ceftazidime, cefotaxime,
ceftizoxime, ceftriaxone, gentamicin, imipenem, nalidixic acid, piperacillin
antibiyotiklerine  direngliliklerini  arastrmak i¢in disk diflizyon metodu
uygulanmustir. izolatlarin antiyotik disklerine karsi olusturmus olduklar: hassasiyet
Tablo 4.7.’de verilmistir.

Disk diflizyon testi sonucu antibiyotiklere direncli, orta duyarlh ve duyarli

aktivite gosteren sus sayisi Sekil 4.9.’da verilmistir.
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Tablo 4.7. lzolatlarm antiyotik disklerine karsi olusturmus olduklar:

hassasiyet

Sus Numaralan ve Olusturduklar1 Duyarhhk

Antibiyotikler 71 72 73 74 75 76 Z7 78 79 Z10 Z11 Z12 P.aerugi
(ng/disk) nosa
27853

Piperacillin
Nalidixic acid
Ceftazidime
Gentamicin
Ceftizoxime
Amikacin
Cefotaxime
Ceftriaxone
Aztreonam
Imipenem

NEIIRINR DN
o
—mII RN R D
TRIINR IR R D
o
NEIIREIAIR R D
DRI IRB R~ DR D
—RII ORI RN
N—IINRINRE R D
R R R
o R R
NEIINRNR DD
TRIAIRBE AR R D

R: Direncli S: Duyarh I: Orta Derecede Duyarl

Disk diflizyon testi sonucunda tiim izolatlar Nalidixic acid, Ceftazidime,
Ceftizoxime, Cefotaxime, Cefiriaxone antibiyotiklerine karsi %100 (12/12) direngli

olarak bulunmustur.

Piperacillin antibiyotigi i¢in iki izolat duyarli % 16,6 (2/12), on izolat direncli
% 83,3 (10/12) olarak tespit edilmistir.

Amikacin antibiyotigine alt1 izolat duyarli %50 (6/12), alt1 izolat diren¢li %
50 (6/12) olarak tespit edilmistir.

Aztreonam antibiyotigine karsi onbir izolat direngli % 91,6 (11/12) 6zellik

gosterirken bir izolatin orta duyarli % 8,3 (1/12) oldugu goriilmiistiir.

Imipenem antibiyotigine kars1 dort izolat duyarl % 33,3 (4/12), alt1 izolat orta
duyarl % 50 (6/12), iki izolat ise direncli % 16,6 (2/12) dzellik gostermistir (Sekil
4.9)
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M Direngli

B Orta derecede duyarh

m Duyarl

Sekil 4.9. Disk diflizyon testi sonucu antibiyotiklere direngli, orta duyarli ve duyarl

aktivite gdsteren sus sayisi.
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5. SONUC VE ONERILER
Yapilan literatiir arastirmalarinda P. aeruginosa’nin klinik izolatlarinin
virlilans faktorleri ve antibiyotik duyarliliklarinin ¢ok ¢alisilmis olmasindan dolay1
bu c¢alismada c¢evreden izole edilen P. aeruginosa suslarinin viriilans faktorleri ve
antibiyotik duyarliliklar1 lizerinde ¢alisilarak aralarindaki iliski ortaya konulmaya

calisiimastir.

Kirsehir ili civarindaki petrolle kirletilmis bolgeler basta olmak iizere 20
farkli bolgeden alinan toprak, su ve camur Orneklerinden toplam 100 numune
iizerinde arastirma yapilmistir. Bu numunelerden elde edilen bakteri izolatlarmdan
toplamda 12 adet (% 12) P. aeruginosa bakteri izolatlar1 elde edilmistir. Bu ¢evresel
kaynakli P. aeruginosa izolatlarinin 4’ Kirsehir ili civarindaki farkli toprak
alanlarindan, 3’1 farkli ¢amur alanlarindan, 5 tanesi ise farkli su alanlarindan temin
edilmistir. Bu sonuca gore P. aeruginosa izolatlarinin % 10’u topraktan, % 14.2’si
sudan, % 12’si ise ¢amurlu alanlardan elde edilmistir. Bu izolatlardan ramnolipid,
biyofilm, proteaz, hemoliz olusumlar1 incelenmistir. Ayrica izole edilen suslarin

antibiyotiklere direnclilikleri de ortaya konmustur.

Yaptigimiz c¢alismada 12 P. aeruginosa izolatindan 4 tanesi (% 33)
ramnolipid olusturma kapasitesine sahipken diger izolatlar bdyle bir olusum
gostermemistir. Petrolle kirlenmis numunelerden elde edilen P. aeruginosa
izolatlarindan ramnolipid biyosiirfektaninin elde edilmis olmasi Santa Anna vd.

(2002)’nin yapmis olduklar1 calismayla paralellik gostermektedir.

Yapilan c¢alismalarda ramnolipidlerin petrol endiistrisinde kara ve denizlere
dokiilmiis petrol atiklarinin temizlenmesi i¢in kullanildigir goriilmiistiir. Costaa vd.
(2010), Yin vd. (2009), atik sulardan izole ettikleri P.aeruginosa’dan iiretilen
ramnolipidin petrolle kirlenmis topragin biyoremidasyonu gibi endiistriyel

uygulamalar i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Ramnolipid biyosiirfektan1  biyofilm olusumunda rol oynamaktadir.
Ramnolipidler biyofilm olusturulmasmin yaninda kiiltiir ortaminda baslangic
mikrokolonilerinin olusturulmasinda, yiizeyle iligkili bakteriyel hareketlerin ve

dolayisiyla mantar goriiniimlii sekillerin olusturulmasinda, mantar sekilli yapilarin
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arasinda bosluklarda koloni olusumunun 6nlenmesinde ve olusturulan biyofilmin
yayllmasinda rol oynadigi belirlenmistir (Boles vd. 2005, Lequette ve Greenberg,
2005, Pamp ve Tolker-Nielsen, 2007). Bu arastirmalarin sonuclarindan hareketle
yaptigimiz bu calismada ramnolipid olusturan suslarin biyofilm olusturup
olusturmadigi incelenmistir. Suslar igerisinden Z5, Z8, Z9, Z12 numarali suglarin
ramnolipid trettigi tespit edilmistir. Diger suslarda boyle bir aktivite gdzlenmemistir.
Ayrica ramnolipid iireten suslarin hepsinde biyofilm olusumu da goézlenmistir. Tielen
vd. (2010) yaptiklar1 calismada degisik kaynaklardan izole edilen P. aeruginosa’nin

ekstraseliiler enzimlerin biyofilm olusumunda etkili oldugunu ortaya koymuslardir.

P. aeruginosa suglarmin kanli agar iizerinde yapilan kuyucuk diflizyon
metodu ve ¢izgi ekimler sonucunda beta hemolitik aktivite gosterdigi, % 2 oraninda
nisasta iceren nutrient agarda nisastay1 hidrolize edemedigi bu sus lizerinde ¢alisilan
biitlin arastirmalarda belirtilmistir. Bizim ¢alismamizin sonucunda da biitiin P.
aeruginosa suslar1 kanli agarda hemolitik aktivite gostermesinin yaninda nigastaya

kars1 herhangi bir aktivite gdstermemislerdir.

Calisilan  izolatlarm ramnolipid olusturma kapasitesi % 33 olarak
belirlenirken, proteaz aktivitesine sahip izolatlarin % 58’lik bir orana sahip oldugu

yapilan testlerle belirlenmistir.

Bakteriler toprakta yaygin olarak bulunur. Toprak ve atik su canlilar
diinyasmin bakteri bulastirma zinciri olusturmasinda 6nemli rol oynar. Bakterilerin
hastalik olusturmasinda ve antibiyotiklere karsi direng gelistirmesindeki 6nemli
faktor virtilans faktorlerdir. Viriilans faktorlere sahip olan P. aeruginosa suslari

antibiyotiklere kars1 direnclilik gdstermektedir.

Yapmis oldugumuz antibiyotik direnglilik arastirmalarimiza gore cevresel
kaynakli P. aeruginosa suslarinda antibiyotiklere direnglilik yiiksek oranda
bulunmustur. Kaszab, (2010) cevresel kaynakli P. aeruginosa’nin antibiyotiklere
direngliligi iizerinde yapmis oldugu calismada izolatlarm direncinin diisiik
olmadigmi belirtmistir. Calistigimiz suslarin nalidixic acid, ceftazidime, ceftizoxime,
cefotaxime, ceftriaxone, piperacillin, gentamicin, amikacin, aztreonam, imipenem

antibiyotiklerine karsi antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek amaciyla disk
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diflizyon testi uygulanmistir. Bu test sonucunda tiim izolatlar nalidixic acid,
ceftazidime, ceftizoxime, cefotaxime, ceftriaxone antibiyotiklerine karst %100
(12/12) direngli olarak bulunmustur. Elde ettigimiz sonuc¢larin bu ¢alismayla uyum

icerisinde oldugunu gormekteyiz.

P. aeruginosa’nin pigment iireten ve liretmeyen suslarmin viriilans faktor ve
antibiyotik direnglilikleri ile ilgili yapilan bir caligmada pigment iireten suslarin
bir¢ok antibiyotige kars1 direng gosterdigi belirtilmistir (Finlayson ve Brown 2011).
Bu c¢aligmanm 15181 altinda, c¢alismamizda kullandigimiz ¢evresel kaynakli P.
aeruginosa suslarinin antibiyotiklere karsi gostermis oldugu direncin kuvvetli

derecede pigment liretmesiyle alakali oldugunu diisiinmekteyiz.

Kontamine olmus su ve topraklarda degisik viriilans 6zelliklere (ramnolipid,
biyofilm, proteaz ve hemoliz) sahip P. aeruginosa suslarinin varlig1 insanlarda ciddi
hastaliklara sebep vermektedir ve bu yiizden bu bakterinin hastane enfeksiyonlarina
neden olmasindan dolayr halk saglig1 acisindan tehlikeli oldugu unutulmamalidir.
Buna ilaveten bu calismada insanlarda hastaliga neden olan P. aeruginosa’nin

antibiyotiklere kars1 gostermis oldugu direng insan saghigini tehlikeye sokmaktadir.

Sonug olarak ¢evreden izole edilen P. aeruginosa’nm antibiyotiklere direnci
ve viriilans faktorlerinin 6nemli oldugu, ¢alismamizda acik¢a ortaya konmustur.
Cevresel kaynakli P. aeruginosa’larin enfeksiyonlara neden olmasmndan dolayi
viriilans 6zelliklerinin asil roliinii anlamak i¢in genetik bazda daha ileri ¢aligmalara

ithtiyagvardir.
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