OZET

BAZI PSEUDOMONAS CINSi BAKTERILERIN PROTEOLITIK VE LIPOLITIK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

CAYLAK, Tuba
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Danigsman : Dog. Dr. Gékgen YUVALI CELIK

Ocak 2010, 39 sayfa

Arastirmada Pseudomonas fluorescens ssp. indologenes, Pseudomonas vesicularis,
Pseudomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa tirlerine ait toplam 15 adet sus
kullanilmistir. Suslar ¢ig siit drneklerinden izole edilmis ve Analitik Profil indeksin kullanimi
(API 20NE) ile tanimlanmislardir. Pseudomonas spp. suslariin amfisilin (10 pg), amikasin
(30 pg), gentamisin (10 pg), oflaksasin (5 pg), tetrasiklin (30 pg), kloramfenikol (30 pg),
sefuroksin (30 pg) antibiyotiklerine karsi duyarlilik testleri disk diflizyon yontemine gore
yapilmis, sonuclar NCCLS kriterlerine gore degerlendirilmistir. Pseudomonas spp. suslarinin
kullanilan 7 adet antibiyotige karsi ortalama olarak %57 sinin duyarli, %35’inin direngli ve

%7’sinin orta duyarli oldugu tespit edilmistir.

Pseudomonas spp. suslarinin Skim Milk Agar (SMA) besi ortaminda proteolitik aktiviteleri
incelenmis ve 14 adet susun proteolitik aktiviteye sahip olduklar1 belirlenmistir. Bu suslarda
tespit edilen proteolitik aktivite, 8,0-55,0 mm zon ¢ap1 arasinda, ortalama olarak 28,1 mm
hesaplanmistir. En yiiksek proteolitik aktivite zon capi, 55,0 mm ile P. fluorescens ssp.

indologenes T7’de bulunmustur.

Calismada, Pseudomonas spp. suslarinin Tribiitirin Agar (TA) besiortaminda lipolitik
aktiviteleri incelenmistir. Toplam 13 adet susun lipolitik aktiviteye sahip olduklar
belirlenmistir. Bu suglarda tespit edilen lipolitik aktivite 5,3-29,3 mm zon ¢ap1 arasinda
bulunmus, ortalama olarak 15,4 mm hesaplanmistir. En yiiksek lipolitik aktivite zon ¢api, 29,3

mm ile P. fluorescens ssp. indologenes Tg’de bulunmustur.
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In the study, a total of fifteen strains belonging to Pseudomonas fluorescens ssp. indologenes,
Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas luteola, Pseudomonas aeruginosa were analysed.
Strains were isolated from the raw milk and identified by using Analytical Profile Indeks (API
20 NE). Antibiotic susceptibility tests of Pseudomonas spp. strains to ampicillin (10 pg),
amikacine (30 pg), gentamicine (10 pg), oflaxacine (5 pg), tetracikline (30 pg),
chloramphenicol (30 pg), cephuroxime (30 pg) were determined by using the disk diffusion
method. The results were described according to NCCLS standards. It was determined that
57% of Pseudomonas strains were susceptibility, 35% were resistant and 7% were

intermediate susceptibility against fifteen antibiotics tested.

Proteolytic activities of Pseudomonas isolates were tested in Skim Milk Agar (SMA) medium
and fourteen strains were determined that had a proteolytic activities. Proteolytic activities of
these strains were found between 8.0-55.0 mm with an average 28.1 mm zone diameter. The

highest proteolytic activity 55.0 mm was found in P. fluorescens ssp. indologenes T7 strain.

In this study, lipolytic activities of Pseudomonas isolates were tested in Tribiitirin Agar (TA)
medium. Thirteen strains were determined that had a lipolytic activities. Lipolytic activities
of these strains were found between 5.3-29.3 with an average 15.4 mm zone diameter. The
highest zone diameter of lipolyticc activity 29.3 mm was found in P. fluorescens ssp.

indologenes Tg strain.



BOLUM I
GIRIS

Gidalarin birgok hastaligin kaynagii olusturdugu ve yayilmasinda onemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir. Gida kaynakli hastaliklar; mikrobiyal, kimyasal, bitkisel veya
hayvansal etkenlere bagli olabilmektedirler. Gida kaynakli hastaliklar, enfeksiyon veya
toksikasyon seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Mikroorganizmalarin salgiladiklart toksinler,
toksikasyon tipi hastaliklarda, hastalik etkenini olustururken; gida enfeksiyonlariin

etkeni enterotoksijenik veya invazif mikroorganizmalardir [1].

Cig siitlerde Gram negatif psikrofil flora iizerine yapilan arastirmalarda
Pseudomonas’larin en sik bulundugu saptanmistir. Sogukta bekletilen siitlerde,
Pseudomonas grubu bakterilerin salgiladiklar1 proteaz ve lipaz gibi ekstraseliiler
enzimlerin varligi, bu enzimlerin 1stya son derece direngli olmalar1 ve aktivitelerinin
UHT (Ultra High Temperature) islemine bile dayanabilmeleri {iriin bazinda sorunlar
yaratmaktadir. Isil islem sonrast siit icerisindeki mikroorganizmalarin biiyiik bir
cogunlugu  canliliklarim1  kaybetmekte ancak bu  enzimler aktivitelerini
siirdiirebilmektedirler. Lipaz enzim aktivitesi sonucunda gliserin ve yag asitleri agiga
cikmakta, 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 olusmakta, proteinler pargalanmakta ve kabin

dibinde piht1 olusmaktadir [2,3].



BOLUM 11

CiG SUT ve MIKROBIYOLOJIK FLORASI

Siit beslenmede biiyiik 6neme sahip olan temel besin maddesi olmasina ragmen bir¢ok
mikroorganizmanin iiremesi i¢in de kompleks son derece uygun miikemmel bir ortam
olusturmaktadir. Saglikli bir hayvandan aseptik kosullarda sagilan taze siit ¢ok az
sayida bakteri igerir. Siit memede bulundugu donemde sterildir, ancak sagim sirasinda
ve sagimdan sonra gesitli asamalarda siite mikroorganizmalar bulagabilir [2]. En 6nemli
bulasma kaynaklar1 hayvanin memesi, deri, kil, insan eli, sagim makineleri, siit kaplar1
ve sogutuculardir. Siite bu ¢evrelerden genellikle hava, toz, toprak, su ve giibre kaynakli
mikroorganizmalar bulasir. Bunun yaninda siitten yapilan gesitli stit mamulleri, siite
daha onceden bulasan mikroorganizmalara ilave olarak iiretim sirasinda insan eli, su,
alet ve ekipman, katki maddeleri ve paketleme materyalinden gelen

mikroorganizmalarla bulagir [2].

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda siitiin memede bulundugu donemde bile az sayida ve
insanda hastalik yapmayan mikroorganizma igerdigi anlasilmistir. Cig siitiin
baslangictaki igerdigi mikrobiyolojik florasi ne olursa olsun meme kanali, meme baslari
ve meme lobunun dis yiizeyi, sagim aletleri, siitii tiiketiciye ulastirana kadar gecen

bekletme kosullarinda mikroorganizmalar ile kontamine olabilir [2].

Siitlin kalitesi biiyiik oranda igerdigi mikroorganizma sayisina baglidir. Bazi bakteriler
ve mayalar siit Uriinlerinin iiretiminde kullanilirken, digerleri ise bozulmaya neden olur.
Siitin -~ bozulmasina en c¢ok Streptococcus, Lactobacillus, Microbacterium,
Achromobacter, Pseudomonas, Flavobacterium ve Bacillus tirleri neden olmaktadir.
Bunlar ic¢indede taze ¢ig siit florasinin %50’sini  olusturan Pseudomonas’lar
(P.fluorescens, P.fragi ve P.aeruginosa) ve bunlarin 1siya dayanikli lipaz ve proteinaz

enzimlerinin roli 6nemlidir [4].

Insan beslenmesinde ¢ok ©nemli bir yere sahip olan siit, hijyenik kosullarda
tiretilmedigi, saklanmadigi, islenmedigi gerekli kontrollerin yapilmadigr durumlarda
insan sagligi agisindan zararli olabilmektedir. Cig siit az sayida bakteri igerse bile
sagimdan sonra ¢evreden ¢esitli yollarla bulasan mikroorganizmalarin etkisiyle olduk¢a

kisa siirede bozulur ve insanlarda hastaliklara yol agan bir¢ok patojenin potansiyel



kaynagini olusturur. Bu nedenle ¢ig siit, insan gidasi olarak dogrudan tiiketime uygun

degildir [5].

Ciftliklerde siitlerin uzun siire sogukta depolanmasinin nedeni, mezofilik mikro floranin
gelismesi ile ilgili problemleri en aza indirgemektir. Bununla beraber, ¢ig siitiin diisiik
sicaklikta depolanmasi nedeniyle psikrofilik bakterilerin neden oldugu yeni problemler

ortaya ¢ikmaktadir [5].

Tiurkiye'nin kirsal yapisina bakildiginda siitiin ¢iftliklerden ziyade koyliilerden
toplandig1 goriilmektedir. Bu asamada enzimlerin varligi degil, ancak bu enzimleri
tireten bakteri varliginin dogru sekilde belirlenmesi, bolgelere gore hangi siitiin UHT' ye
verilmesi kararinda dnemlidir. Bu belirleme sonunda bolgeye yonelik gerekli egitim ve
diizeltici-onleyici faaliyet ile UHT siitlerdeki raf omrii uzatilacaktir. Bu nedenlerle
Pseudomonas'larin  gidalardan izolasyonu ve sayimi Onem kazanmaktadir. P.
aeruginosa 'nin ¢esitli gida 6rneklerinde sayimi i¢in Glutamate Starch Phenol Red Agar
(GSP) ve Setrimide Agar besiyerleri onerilmekle beraber, sanayiden gelen veriler bu

besiyerlerinin selektivitesinin Pseudomonas' lar igin yeterli olmadig1 yoniindedir [2].

Pseudomonaslar dogada toprak ve suda yaygin olarak bulunan ayni zamanda hayvan
derisi ilizerinde sikc¢a rastlanan bakteriler oldugundan dolay: siitiin sagimi sirasinda
hijyenik  kosullara  dikkat edilmedigi takdirde siite  bulasabilmektedirler.
Pseudomonas'lar 6zellikle siit ekipmanlart ve hortum baslarinda kolonizasyon

yapabilmektedirler [2].



BOLUM 111

GENEL BILGILER, PSEUDOMONAS CINSi BAKTERILER VE GENEL
OZELLIKLERIi

3.1. Tarihcesi

Pseudomonas, Yunanca sahte birim demektir. Sahte manasina gelen “pseudo” ve birim
manasina gelen “monas” kelimelerinden tiiretilmistir. Mikrobiyolojinin ilk yillarinda bu
isim biitiin mikroorganizmalar1 tanimlamak i¢i kullaniliyordu. Aeruginosa ise Latince

bakir parast manasina gelmektedir [6].

P. aeruginosa, 1850’de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda mavi renk
degisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmustir. Ilk olarak Bacillus pyocyaneus ve daha
sonra Pseudomonas pyocyanea olarak adlandirilmistir. Piyosiyanin izolasyonu Lucke
tarafindan 1862’de yapilmistir. Gram-negatif ve zorunlu aerop olan Pseudomonas’lar
ilk kez Gessard tarafindan 1882’de tanimlanmistir ve bu organizmalar Gessard’in klasik
calismalar1 ile 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 Universitesindeki Dooren de Jong, Pseudomonas tiirlerini, cesitli
organik bilesiklerin karbon ve enerji kaynagi olarak kullanimina dayanan fenotipik
ozelliklerine gore siniflandirmiglardir. 1966’da Buchanon, Holt ve Lessel Pseudomonas
tirlerini  fenotipik  Ozelliklerine gore simiflandirmiglardir. Daha sonra DNA
hibridizasyon calismalar1 baglamistir. 1973 yilinda Palleroni ve arkadaslari, niikleik asit
hibridizasyon caligmalarim1 genisleterek Pseudomonas’lart fRNA homojenlerine gore
bes guruba ayirmislardir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda bu cinsin siiflandirilmasi

yeniden diizenlenmistir [7].
3.2. Pseudomonas cinsi bakterilerin genel ozellikleri

Pseudomonadaceae familyasina bagli Pseudomonas cinsi bakteriler gram negatif
cubuklardir. Bu bakterilerin cogu dogada toprak ve sularda yogun olarak bulunur. Bazi
tiirleri insan, hayvan ve bitki patojenidir. Son derece dnemli olan bu cinsin tiirlerinin
bazilar1 oksidaz pozitif, bazilar1 oksidaz negatiftir tamamu ise katalaz pozitiftir. Glikozu
oksidasyon yoluyla pargalayan bakterilerdir. Aerobik solunum yaparlar baz1 durumlarda

son elektron alicis1 olarak nitrat1 kullanabilirler. Hareketli bir veya daha fazla polar
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flagellaya sahiptirler. Pseudomonas'lart gidalar i¢in 6nemli kilan pek ¢ok 6zellik vardir.
Baz tiirleri proteolitik ve lipolitik aktivite gostermektedir. Aerobik olmalar1 nedeniyle
gidalarin ylizeyinde hizla gelisirler ve sonugta okside iirlinler ve mukoz madde
olustururlar. Kendi gelismeleri i¢in gerekli olan gelisme faktorlerini ve vitaminleri
sentezleme yetenegindedirler. Psikrofil, mezofil ve psikrotrof tiirleri vardir. Ozellikle
sogukta saklanan siit, et, yumurta ve deniz iriinlerinin birinci derecede bozulma
etmenidirler. Is1 ve radyasyonla kolaylikla inhibe olabilmektedirler. Oksijensiz
kosullarda ve 42 °C' nin iizerinde c¢ogalamazlar. Kurumaya direnglilikleri zayiftir

[8,9,10].

Bu cinsin tiyeleri, bircok antibiyotige direngli olduklarindan ve ancak birkag bakterinin
tolere edebildigi kosullarda canliliklarini siirdiirebilmeleri nedeni ile klinik agidan da

oldukca 6nemlidirler [11].

Pseudomonas suslarmin ¢ogu kiiltiir ortaminda pigment {iretirler. Pigment olusumu
kiiltiir kosullarina baglidir. Mutasyonla bu 6zellik kaybolur ya da ayni anda bir¢ok
pigment olusumu goriilebilir. Bu pigmentler oksijensiz ortamda olusmazlar, oda

sicakliginda daha iyi olusurlar [12,13].

Fluoresan pigmentler, fluoresans 6zellik tagiyan Pseudomonas 'larin (P. aeruginosa, P.
putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. cichori, P. flavescens)
karakteristigidir. Bu pigmentler sideroforlardir ve Kkiiltiir ortaminda diisiik demir
konsantrasyonlarinda bol miktarda iiretilirler. King B kiltiir ortami, fluoresan
pigmentlerin iiretimini uyarmakta kullanilir. Flouressein, kloroformda c¢dzlinmeyen
ancak suda ¢oOzlinen sarimsi renkte bir fluoresan pigmentidir. Bu pigmentin
gorililebilmesi i¢in bazen UV 1s18a ihtiya¢ duyulur. King B besiyerinde klinik izolatlarin
%70'1 bu pigmenti olusturur. Fluoresan bir pigment olan piyoverdin, referans bir

Pseudomonas sugundan (PAO1) izole edilmistir [14,15].

Piyosiyanin, mavi bir fenazin tiirevidir. P. aeruginosa icin karakteristiktir.
Asidifikasyonla rengi once sariya sonra da kirmiziya donebilir, alkali ortamlarda ise
renksizlesebilir. Suda ve kloroformda erir. Sivi besiyerlerinden yapilmis bakteri
kiiltlirlerine esit miktarda kloroform eklenir ve g¢alkalanirsa bu pigment besiyerinin
icinde ¢okmiis halde bulunan kloroform igerisinde kristalize olarak koyu mavi renkte

gozlenir. Piyosiyanin liretimi 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 [2,14,15].

Bir¢ok Pseudomonas tiiri amonyum tuzlarimin ve tek bir karbon kaynaginin bulundugu
ortamlarda gelisebilirler. Sadece birkag tiir organik gelisim faktorlerine ihtiya¢ duyar.
Kemoorganotrofiktirler, fakat bazi tiirleri ototrofik sartlar altinda da gelisebilir. Hi¢ bir

tiirii fermentatif ve fotosentetik degildir [16].

Pseudomonas’ larin son elektron alicilar1 genellikle oksijendir ancak bazi tiirlerde alicisi
nitrat da olabilir. Pseudomonas tirleri Entner-Doudoroff izyolunu kullanirlar fakat
glikoz oksidasyonunun alternatif izyollarin1 da kullanabilirler. Nitrat asimilasyonu

amonyagin rediiksiyonu yolu ile aerobik olarak gerceklestirilir [17].

Bir ¢ok aromatik bilesikler Pseudomonas tiirleri tarafindan metabolize edilebilir. Buna
bagli olarak petrol ve tiirevlerinin biyoremidasyonunda kullanilirlar. Bu bakteriler tiim
aminoasitleri karbon, azot ve enerji kaynagi olarak kullanabilirler. Sadece metionin

yalniz azot kaynagi olarak kullanilir [16].

Pseudomonas bakterileri genetik ¢alismalarda 6zel bir ilgiye sahiptir. Bunun nedenleri,
genis bir yayilim alanina, medikal 6neme, beslenme ve biyokimyasal ¢ok yonliiliige
sahip olmalar1 ile laboratuvar ortamlarinda gelistirilebilmeleri i¢in gerekli sartlarin basit

olmasidir [17].

Genetik arastirmalar yoniinden P. aeruginosa PAO1 susu olduk¢a detayli ¢alisilmistir
ve bu susun genom dizisi belirlenmistir. Bakterinin genom biiyiikl{igiiniin 6 264 403 bp

oldugu belirlenmistir [18].

P. aeruginosa’ nin proteolitik enzim, letal ekzotoksin ve enterotoksin 6zellikli hiicre
dis1 salgilarinin olmas1 ve firsatgt patojen 6zelliginin bulunmasindan dolay1 c¢esitli
hastaliklarin olusmasina sebep olurlar. Pseudomonas lar idrar yolu, gz, dis kulak, orta
kulak, yanik, yara, enfeksiyonlari, menenjit, bronsit ve bronkpndomoni, septisemi,

osteomyelit, pseudomembrandz, kolit gibi hastaliklardan izole edilebilir [19].

P. aeruginosa insanda yaygin olarak bulunan saprofit bir bakteri olmasina ragmen
saglikli insanlarda nadiren enfeksiyonlara neden olurlar. Bu mikroorganizmanin sebep

oldugu hastaliklar cesitli sebeplerle (yanik hastalari, viicudunun cesitli bolgelerinde



kateter bulunduran hastalar, yeni doganlar, AIDS hastalar1, kistik fibrozis hastalari,

notropeni hastalar1 ve viicut biitiinliigli bozulmus hastalarda goriiliir [20].

Pseudomonas'larin tiirleri oldukca fazla oldugu i¢in goriiniimlerine, pigment olusturup
olusturmamalarina ve metabolizmalarina goére siiflandirmalart yapilmistir. RNA/DNA
hibridizasyon deneylerine gore, bu iki niikleik asidin gosterdigi uyumlara bakarak, bu

bakteriler I, II, IIL, IV, V rRNA gruplarina ayrilmislardir [21].

Ozellikle siit, tavuk, balik, et ve sebzenin bozulmasindan sorumludurlar Gidalarmn
bozulmasiyla ilgili Pseudomonas tiirleri sunlardir; P.ambigua, P.coharens, P.convexa,
P fluorescens, P.fragi, P.incognata, P.ovalis P. fluorescens, P.fragi, P.incognata,

P.ovalis, P.perolens ve P.putrefaciens’dir [22].

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 6nemlidir [23].

3.3. Pseudomonas’larin antibiyotik duyarhhg:

Antibiyotikler,  Ozellikle  topraktaki ~ mikroorganizmalar  tarafindan  diger
mikroorganizmalari 6ldiirmek veya tiremelerini durdurmak igin tiretilen maddeler olup,
mikrobik hiicre metabolizmasinin iriinleridir. Mikroorganizmalarin ¢ogu kendi
olusturdugu antibiyotiklere direnclidir, ancak diger antibiyotiklerden etkilenirler ve

kendi antibiyotikleri yakin iliskili tiirlere etkili olabilir [24].

Kemoterapotik olarak adlandirilan kimyasal maddelerin infeksiyon hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmasi 17.yy. itibaren baslamistir. Bu tiir tedavilerin bilimsel bir
temele oturmasi, bu yiizyilin basinda Paul Ehrlich se¢ici toksik etki kavramini ortaya
atmasi ile olmustur. Antimikrobiyal tedavi 1935 yilinda Domogk’un siilfamitleri
tedavide kullanmasiyla gelisme sathasina girmistir. 1929’ da Fleming ‘in gézlemlendigi
ve 1940 da Chain ve Flarey’in Penicillium notatumdan elde ettigi bir maddenin
mikroorganizmalar iizerine Oldiriicii etkisi ile antibiyotikler tedavide kullanilmaya

baslamistir [25].

Mikroorganizmalar, biyosferde riizgar ve su ile kolayca taginabilmekte ve ekosistemler

(insan ve hayvanlardan toprak ve suya) arasinda yer degistirebilmektedirler. Boylece



direng genleri bir ekosistemdeki organizmalar tarafindan farkli ekosistemlerdeki
organizmalara kolaylikla transfer edilebilmektedirler. Buna ilaveten canli
organizmalarin genis ¢aptaki hareketliligi mikroorganizmalar ve genlerinin yayilmasini

kolaylastirmaktadir [26].

Bakterilerde antibiyotik direncinin kaynagi genetige bagli olan veya genetige baglh
olmayan olmak tizere 2 ye ayrilir. Direncin 6nlenmesi igin ilaglar yeterli doz ve siirede
tercihen genis spektrumlu olarak kullanilmali, antibiyogram testi yapilmali, sinerjistik
etkiyi arttirmak i¢in kombinasyonlari kullanilmali, hayvan yemlerine ve gidalara

koruyucu amagli antibiyotik konulmamalidir [25].

Cogu Pseudomonas’lar bir¢ok antimikrobiyal ajana karsi direnglidir. Antibiyotik ve
ilaglar, pratik 6neme sahiptir ve genellikle yeni tiirlerin taninmasina yardimci olurlar.
Bununla beraber, P. aeruginosa Tlzerindeki arastirmalar, cinsin diger tiirleri
tizerindekilerden ¢ok daha detaylidir (Sneath, 1986). Bir¢ok antibiyotik in vitro alanda
P.aeruginosa’nin gelisimini inhibe etmektedir. Karbenisilin, tikarsilin, piperasilin
(penisilinler); sefoperazon, seftazidim, sefepim, sefpirom (sefalosporin); monobaktam
aztreonam; imipenem ve meropenem (karbapenemler) gibi bazi B-laktam antibiyotikler;
gentamisin, tobramisin ve amikasin gibi aminoglikositler bir ¢cok susa karsi aktiftir
(Collier et al., 1998). Karbenisiline direnglilik genleri plazmid tarafindan kodlanan -
laktamazdan dolay1 olabilir. B-laktamazin 7 farkli ¢esidi en az 8 farkli gruba ait

Pseudomonas plazmidinde bulunmustur [27].

Pseudomonas aeruginosa genetik olarak bircok antibiyotige dogal olarak direngli
olmasinin yani sira kemoterapi sirasinda da ¢cogul direngli suglar ortaya ¢ikabilmektedir

[23].
Bu diren¢ mekanizmalari baslica su sekildedir:

e Beta laktamaz salinmasma bagli direng; Kromozomal ve plazmid kaynakli beta

laktamazlarin Uretimi.

e Antibiyotik hedeflerinde degisiklik sonucu olusan direng; Penisilin baglayan
proteinler (PBP)’deki degisime bagli olan bu direng¢ Gram negatif bakterilerde
yaygin degildir. Bununla birlikte pseudomonas cinsi bakterilerde beta-laktamaz

iiretmeyen suslardaki penisilin direncine diisiik afiniteli PBP’ler neden olur .
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e Dis membran gecirgenliginin azalmasi ile kazanilan direng; Porin proteinlerinde

degisiklik.
e Aktif disa pompalama sistemi ile antibiyotigin disar1 atilmasina bagli direng.
3.4. Pseudomonas’ lar tarafindan iiretilen ekstraseliiler enzimler

Hiicrelerde olduk¢a Onemli metabolik gorevleri olan enzimler, biyokimyasal
reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisinda molekiillerdir ve ¢esitli amaglarla
kullanilmak tizere giindelik ve ekonomik hayata girmistir. Endiistrinin hemen her
alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii
mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore
katalitik aktivitelerinin ¢ok yiliksek olmalari, istenmeyen yan iirlin olusturmamalari,
daha stabil ve ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir.
Bu mikroorganizmalar yalnizca enzim {retme yeteneklerine gore degil,
mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasma gore de secilmistir. Bugiin
endiistride kullanilan birgok enzim mikrobiyal kokenli oldugu i¢in, endiistriyel
enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullanimi artmistir [26]. Bu enzimlerden
mikrobiyal proteazlar ve lipazlar et, siit ve siit {irlinlerinde bozulmaya neden olma

ozelliklerinden dolay1 biiyiik 6neme sahiptirler [28,29].
3.4.1. Proteazlar

Proteazlar, dogada bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin dekompozisyonunda
onemli rol oynamaktadirlar ve bdylece besin dongiislinii saglamakta ve ayrica bitkilerin
besinleri alabilmelerini saglamaktadir. Proteazlar, toplam endiistriyel enzim ticaretinin
yaklasik % 60’1n1 olusturmaktadir. Proteazlar, camasir deterjanlari, deri, et, siit, ilac,
bira, fotograf, organik sentezlerde ve atiklarin muamelesinde kullanilmaktadir.
Proteazlar arasinda bakteriyel proteazlar, hayvan ve fungal proteazlar ile karsilastirildigi

zaman daha etkin oldugu goriilmektedir [30].

Proteaz enzimine sahip olan mikroorganizmalar gidalar iizerinde geliserek proteinleri
hidrolize ederler. Bunun sonucunda da gidanin tat ve koku bilesenleri iizerinde olumsuz
etkilere neden olurlar. Ozellikle depolama siiresi boyunca bu mikroorganizmalar
cogalmakta ve bazen gidayr tiiketilemeyecek hale getirmektedir. Proteolitik
mikroorganizma tiirleri Pseudomonas, Clostridium, Bacillus ve Proteus cinsleri i¢cinde
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yer almaktadir. Bu bakterilerin haricinde bazi maya ve kif tiirleride proteolitik aktivite

gosterebilmektedir [27].

Siitte bulunan bir¢ok Pseudomonas tirii tarafindan tiretilen proteazlar hem UHT hem de
pastorizasyon islemlerine dayaniklhidir [28,29]. Pseudomonas spp. Ozellikle de
Pseudomonas fluorescens siitten izole edilen ve proteolitik aktivite gdsteren psikrotrof

bakteriler arasinda en yaygin olanidir [23].

3.4.2. Lipazlar

Siit ve siit tirlinlerinde Pseudomonas’lar tarafindan meydana gelen ikinci 6nemli yapisal
degisiklik lipolizdir. Lipazlar suda ¢éziinmeyen trigliseritleri, di ve mono- gliseridlere,
serbest yag asitlerine ve gliserole hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Cig siitlerden
izole edilen lipolitik bakterilerin idenfikasyonu ile ilgili yapilan caligmalarda bu

enzimin en yiiksek aktivitesinin Pseudomonas tiirlerinde oldugu belirlenmistir [2].

Lipaz iireten mikroorganizmalar dogada ¢ok genis bir alana yayilmistir. Lipolitik
aktivite goOsteren bakteri tiirleri Pseudomonas, Alcaligenes, Moraxella ve
Staphylococcus, kiif tiirleri Rhizopus, Geotrichum, Aspergillus, Mucor ve Penicillium ve

maya tiirleri ise Candida, Rhodotorula ve Hansenula cinsleri i¢inde yer almaktadir [27].

Bakteriyel lipazlar arasinda o6zellikle Pseudomonas cinsine ait lipazlar, biyoteknolojik
acidan Ozel bir ilgiye sahiptir olup, endiistriyel uygulamalarda ve organik sentezinde

onemli bir rol oynamaktadir [31].

Lipazlar, hem sulu hem de susuz solvent sistemlerinde aktivite gosterdikleri igin
endiistride ve tip alaninda 6nemli bir yere sahiptirler. Bu enzimlerin lipid iceren atik
sularin  enzimatik  degradasyonu, organik sentez, deterjan formiilasyonu,
biyosiirfektanlarin sentezi, oleokimyasal endiistri, siit endiistrisi, agrokimyasal endiistri,
kagit yapimi, besin, kozmetik, kimyasal analiz ve ila¢ prosesinde umut verici uygulama
alanlar1 bulunmaktadir. Lipaz teknolojisindeki gelismelerle birlikte yeni bilesiklerin
sentezi i¢in de bu enzimlerin kullanimlar1 hizla artmaktadir. Mikrobiyal lipazlarin,

biyosensor olarak kullanilmalari ise yeni bir alan olarak timit vaat etmektedir [32].
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BOLUM 1V
MATERYAL METOD
4.1. Materyal

4.1.1. Materyal ornekleri

03.01.2008 - 25.05.20009 tarihleri arasinda ¢ig siit 6rnekleri ile ¢alisilmis olup 6rneklerin
bir kismu Kayseri ilinden ve bir kismi Nigde ilindeki ¢esitli kdy ve kasabalardan
(Sazala, Hiisniye, Camardi) ve sokak siit¢iilerinden saglanan siit 6rnekleridir. Toplanan
¢ig siit orneklerinden 15 adet Pseudomonas cinsi bakterilerine ait suslarin temin ve izole
edildigi kaynaklar ve kodlar1 Cizelge 4.1 de verilmistir. Calismada kullanilan
malzemeler ve cihazlar i¢in Nigde Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B&liimii

Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuarindan yararlanilmistir.

Cizelge 4.1. Pseudomonas cinsi bakterilere ait suglarin temin ve izole edildigi kaynaklar

Optimum

No Bakteri Temin Edildigi Kaynak Gelisme

Sicaklig
1 P. luteola T, Kayseri ili ¢ig siit drnekleri 37°C
2 P. vesicularis T, Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C
3 P. vesicularis T, Nigde ili ¢ig siit drnekleri 37°C
4 P. vesicularis Ty Kayseri ili ¢ig siit drnekleri 37°C
5 P. aeruginosa Ts Nigde ili ¢ig siit drnekleri 37°C
6 P. fluorescens ssp. indologenes Tg Nigde ili ¢ig siit drnekleri 37°C
7 P. fluorescens ssp. indologenes T~ Nigde ili ¢ig siit drnekleri 37°C
8 P. fluorescens ssp. indologenes Tg Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C
9 P. fluorescens ssp. indologenes Ty Nigde ili ¢ig siit drnekleri 37°C
10 | P. fluorescens ssp. indologenes T\, Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C
11 | P. fluorescens ssp. indologenes T, Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C
12 | P. fluorescens ssp. indologenes T, Nigde ili ¢ig siit drnekleri 37°C
13 | P. fluorescens ssp. indologenes T3 Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C
14 | P. fluorescens ssp. indologenes T4 Nigde ili ¢ig siit 6rnekleri 37°C
15 | P. fluorescens ssp. indologenes T Nigde ili ¢ig siit drnekleri 37°C
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4.1.2. Arastirmada kullanilan besiyerleri

Bakterilerin izolasyon c¢alismalarinda Pseudomonas Selective CN, CFC Agar Base
(Merck 1.07620), McConkey Agar (Merck) ve Cetrimide Agar besiortamlari
kullanilmastir [33].

500 mL damitik su icinde 24,2 g dehidre besiyeri ve 5 mL gliserol (Merck 1.04091)
kaynatilarak ¢oziiliir ve otoklavda 121 °C 'da 15 dakika siire ile sterilize edilir. Otoklav
sonrasi besiyeri 45-50 °C'a sogutulur ve Pseudomonas CN Agar i¢in 1 sise
Pseudomonas CN Selective Supplement (Merck 1.07624) ya da Pseudomonas CFC
Agar i¢in 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 ¢oziiliir. Hazirlanmis

besiyeri berrak ve renksiz olup, otoklav sonrasi 25 °C'da pH's1 7,140,2'dir.

Setrimit Agar Besiortami

Maddeler g/L
Agar 13,6
K,SO4 10,0
MgCl, 1,4
Setrimit 0,3
Gliserol 10,0

Maddeler bir litre 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.

Pseudomonas F (King B) Besi ortami

Maddeler g/l

Proteose peptone 20,0
KH,PO, 1,5
MgSO4 1,5
Gliserol 10,0
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Maddeler bir litre distile suya ilave edilmistir. Besiortamimin 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

Arastirmada kullanilan bakterilerin proteolitik aktivite incelenmesi ¢aligmasinda Skim
Milk Agar (SMA) besiortami kullanilmistir. Lipolitik aktivite calismasi ise Tribiitirin
Agar (TA) (Merck 1.01957) besiortamindan yararlanilarak gergeklestirilmistir [29].

Skim Milk Agar (SMA) Besiortami

Maddeler g/L
Skim Milk (Oxoid) 100,0
Nutrient Agar (Difco) 28,0

Maddeler bir litre distile su icerisine ilave edilmistir. Besiortam1 121°C’de 15 dakika

otoklavda sterilize edilmistir.

Antibiyotik duyarliligi caligmasinda disk difiizyon yonteminde Mueller- Hinton Agar
(Lamb) besiyeri kullanilmistir.

4.1.3. Arastirmada kullanilan antibiyotik diskleri

Pseudomonas spp. suslarinin amfisilin (10 pg), amikasin (30 pg), gentamisin (10 pg),
oflaksasin (5 pg), tetrasiklin (30 pg), kloramfenikol (30 pg), sefuroksin (30 pg),

antibiyotiklerine duyarliliklar1 test edilmistir.
4.2. Metod

Arastirmada Tiirk Standartlar1 Enstitlisiince belirtilen esaslara (TSE 1018’e) gore
Kayseri ve Nigde illeri civarindan toplanan ¢ig siit 6rnekleri steril 200 ml’lik siselerde

laboratuvara getirilmistir.
4.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Kayseri ve Nigde illeri civarindan toplanan ¢ig siit 6rnekleri tek tek sira ile 1 mL’si 10
mL steril fizyolojik su ile karistirilmistir. Homojen hale getirilen 6rneklerden 10" den

10"ye kadar seri diliisyonlar hazirlanmis daha sonra 107 diliisyon tiiplinden itibaren
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MacConkey agar besiyerine 0,1 mL yayma ekim yapildiktan sonra 37 °C’da 24 - 48 saat
inkiibasyona birakilmigtir. MacConkey agar laktoz(—) olan kolonilerin biyokimyasal
ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilmistir. Inkiibasyon sonunda MacConkey agar
besiyerinde gelisen koloniler segilerek, Setrimit agar besiyer plakalarina ¢izgi ekim

yapilmis ve 37 °C’da 24 - 48 saat inkiibasyona birakilmistir [34].

Inkiibasyondan sonra tesadiifi secimler yapilmis ve mikroskop altinda incelenmistir.
Kiiltiirler Nutrient sivi besiyerine inokiile edilerek hiicre yogunlugu 600 nm’de 0,3 - 0,5

(OD) olacak sekilde aktiflestirilmistir.
4.2.2. Bakterilerin muhafazasi

izole edilmis suslar %15 lik gliserolde -20 °C’da muhafaza edilmistir. Muhafazaya

alian stoklar iki ayda bir yenilenmistir.
4.2.3. Bakterilerin tanimlanmasi

Inkiibasyon sonucunda iireyen koloniler incelenmis ve Pseudomonas’a benzer olanlar
nutrient sivi besiyerinde gelistirildikten sonra nutrient agar besiyerindeki gelisimine
bakilmistir. Gram boyamalar1 ve mikroskobik incelemelerinin ardindan %1 H,O,
katalaz testi yapilip katalaz pozitif olanlar alinmis, + 4 °C de ve + 42 °C de liremeleri
bakilmig, Setremitli ve King B’li otamlarda gelisimleri incelendikten sonra stoklara
cekilerek +4° C saklanmigtir. Pseudomonas spp. olarak tanimlanan suslar1 daha ileri
diizeyde tanimlamak icin API 20NE (Biomerieux, Marcy, I’Etoile, France) kiti

kullanarak tanimlama yapilmistir [35].
4.2.4. Pseudomonas spp. suslariin antibiyotik duyarhhk testi

Pseudomonas spp. suslar1 37 °C de iki kez ard arda aktiflestirilmistir. 121 °C’ de 15
dakika otoklavda steril edilmis olan Mueller Hinton Agar’dan steril petri kaplarina
konulmustur ve donmasi i¢in oda sicakliginda bekletilmistir. Donan besiortami {izerine
aktif kiiltiirlerden 100 pl aktarilmistir ve steril drigalski spatiilii ile besiortami {izerine
homojen bir sekilde yayilmigtir. Besiyeri ve bakteri iceren petri iizerine denenecek olan
antibiyotik diskleri steril kosullarda yerlestirilmistir ve 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda antibiyotik disk ¢evresinde olusan zonlarin ¢api
kumpas ile milimetrik olarak ol¢iilmiistiir [36]. Sonuglar NCCLS kriterlerine gore

degerlendirilmistir [37,38].
14



4.2.5. Pseudomonas spp. suslarimin proteolitik aktiviteleri

Bakterilerin, proteolitik aktivitelerinin incelenmesinde, Skim Milk Agar (SMA)
besiortami1 kullanilmistir. Aktif kiiltiirler, SMA plaklar {izerine 10 puL asilanarak, uygun
inkiibasyon sicakliklarinda 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, bakterilerin

SMA besi ortami tizerinde olusturduklari seffaf zonlar 6l¢tilmistiir [29].
Besi ortaminin igerigi 4.1.2°de belirtildigi gibidir.
4.2.6 Pseudomonas spp. suslariin lipolitik aktiviteleri

Bakterilerin, lipolitik aktivitelerinin incelenmesinde Tribiitirin Agar (TA) besiortami
kullanilmistir. Aktif kiiltiirler, TA plaklari {izerine 10 pL asilanarak, uygun inkiibasyon
sicakliklarinda 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, bakterilerin TA besi

ortamu iizerinde olusturduklari seffaf zonlar 6l¢tilmiistiir [29].
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BOLUM V

DENEYSEL BULGULAR
5.1. Pseudomonas’larin izolasyonu

Calismada 15 adet Pseudomonas cinsi bakteri kullanilmistir. Bu bakterilerin hepsi ¢ig
siitten izole edilmistir. (Cizelge 4.1) Pseudomonas suslarinin ¢ig siitten izolasyonu
Boliim 4.2.1. de anlatildig1 gibi yapilmustir. izolatlar gliserollii ortamda muhafazaya

alinmustir.
Calismada kullanilan Pseudomonas suslarinin kod listesi Cizelge 4.1°de verilmistir.
5.2. Pseudomonas’larin tanimlanmasi

Pseudomonas’larin tanimlanmalar1 B6liim 4.2.3. de anlatildig1 gibi yapilmis, API 20NE
test sonuclar1 Fotograf 5.3, 5.4, 5.5 ve 5.6’da verilmistir. Oksidaz testinin sonuglari

Fotograf 5.1 ve 5.2° de oldugu gibi pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir.

Fotograf 5.1. Oksidaz testi negatif (-) sonucu
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Fotograf 5.2. Oksidaz testi pozitif (+) sonucu

Fotograf 5.3. P. luteola T, susunun APl 20NE 24 saat inkiibasyondan sonraki test

sonucu

- L3

Fotograf 5.4. P. vesicularis T3 susunun API 20NE 24 saat inkiibasyondan sonraki test

sonucu
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Fotograf 5.5. P. aeruginosa Ts susunun API 20NE 48 saat inkiibasyondan sonraki test

sonucu

Fotograf 5.6. P. fluorescens spp. indologenes T;s susunun API 20NE 48 saat

inkiibasyondan sonraki test sonucu

5.3. Pseudomonas spp. suslarinin antibiyotik duyarhhk testi

Pseudomonas spp. suslarinin amfisilin (10 pg), amikasin (30 pg), gentamisin (10 pg),
oflaksasin (5 pg), tetrasiklin (30 pg), kloramfenikol (30 pg), sefuroksin (30 pg),
antibiyotiklerine duyarhliklar1 Bolim 4.2.4. de verildigi gibi yapilmis ve sonuglar
NCCLS kriterlerine gore degerlendirilmistir [37,39,40]. Duyarlilik sonuglart ve %

duyarlilik oranlar1 Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2°de verilmistir.

Calismada Pseudomonas spp. suslarinin kullanilan 7 antibiyotige karsi ortalama olarak
% 57’sinin duyarli, %35’inin direncli ve % 7’sinin orta duyarlt oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 5.2).

P. fluorescens spp. indologenes Ty, ve P. fluorescens spp. indologenes Ts suslarinin

antibiyotiklere duyarlilik test sonuglari sirasiyla, Fotograf 5.7 ve 5.8 de verilmistir.
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Cizelge 5.1. Pseudomonas spp. suslarinin antibiyotiklere gosterdigi duyarlilik test

sonuglari
SUSLAR AM TE AK OFX CN C CXM

P.luteola T, - + ++ ++ ++ ++ -
P.vesicularis T, - ++ ++ ++ ++ ++ -
P.vesicularis T; - ++ ++ ++ - ++ _
P.vesicularis T, - ++ ++ ++ - A -
P.aeruginosa Ts - = ++ ++ ++ + -
P fluorescens

- - ++ +o- ++ - -
ssp.indologenes Tg
P fluorescens

- - ++ - - - -
ssp.indologenes T
P fluorescens

- - ++ ++ ++ + -
ssp.indologenes Ty
P fluorescens

- + ++ ++ ++ B -
ssp.indologenes Ty
P fluorescens

- + ++ - - + -
ssp.indologenes T
P fluorescens

- ++ ++ - - ++ -
ssp.indologenes Ty,
P fluorescens

+ ++ ++ ++ ++ - -
ssp.indologenes T\,
P fluorescens

- ++ ++ ++ ++ ++
ssp.indologenes T3
P fluorescens

- ++ ++ - - - -
ssp.indologenes Ty,
P fluorescens

- ++ ++ - - ++ -
ssp.indologenes T

AM: Amfisilin TE: Tetrasiklin AK: Amikasin OFX: Ofloksasin CN: Gentamisin C: Kloramfenikol
CXM: Sefuroksin

+ : Orta Derecede Duyarli
++ : Duyarli

- : Direngli
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Cizelge 5.2. Pseudomonas spp. suslarinin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik

oranlari
Orta Derecede
Antibiyotik Ad1 Duyarh Direncli Duyarh
Amfisilin 0 93 7
Tetrasiklin 53 27 20
Amikasin 100 0 0
Oflaksasin 100 0 0
Gentamisin 100 0 0
Kloramfenikol 46 27 27
Sefuroksin 0 100 0
Ortalama 57 35 7

P fluoresens ssp.
indologenes T},

Fotograf 5.7. P. fluorescens spp. indologenes T, susunun P. fluorescens spp.
indologenes Tis susunun MHA besiortaminda antibiyogram aktivite
goruntisu
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P fluoresens ssp.
indologenes T;;s

Fotograt 5.8. P. fluorescens spp. indologenes T;s susunun MHA besiortaminda
antibiyogram aktivite goriintiisi

5.4. Pseudomonas spp. suslarimin proteolitik aktiviteleri

Calismada kullanilan Pseudomonas suglariin Skim Milk Agar (SMA) besiortaminda
proteolitik aktiviteleri, 4.2.5.” de verildigi gibi tespit edilerek, incelenmistir. Suslarin

proteolitik aktiviteleri Cizelge 5.3, Sekil 5.1 ve Fotograf 5.9, 5.10° da verilmistir.

15 adet Pseudomonas susunun 14 adedinde proteolitik aktivite gozlenmistir. Bu
suslarda proteolitik aktivite, 8,0-55,0 mm zon ¢ap1 arasinda bulunmus, ortalama 28,1
mm hesaplanmistir. En yiiksek proteolitik aktivite zon ¢ap1, 55,0 mm ile P. fluorescens
ssp. indologenes T;’de bulunmustur. 1 adet susta ise proteolitik aktivite

belirlenmemistir.
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Cizelge 5.3. Pseudomonas spp. suslarinin proteolitik aktivite zon ¢aplari

SUSLAR Zon cap1 (mm)
P.luteola T -
P.vesicularis T, 36,3+£2,9
P.vesicularis T 25,7+4.8
P.vesicularis Ty 34,8+8,9
P.aeruginosa Ts 21,0£0,0
P .fluorescens ssp.indologenes Tg 16,0+0,0
P fluorescens ssp.indologenes T, 55,0+14,1*
P fluorescens ssp.indologenes Tg 41,4+16, 2
P .fluorescens ssp.indologenes To 53,9+7,8
P fluorescens ssp.indologenes T 46,1+10,0
P fluorescens ssp.indologenes T}, 14,2+5,7
P fluorescens ssp.indologenes T, 23,5+£2.,4
P fluorescens ssp.indologenes T3 29,2+3,1
P fluorescens ssp.indologenes T4 15,4+0,6
P fluorescens ssp.indologenes T\s 26,3+0,9
Ortalama 28,1%**

* En yiiksek proteolitik aktivite zon capidir.

** Ortalama proteolitik aktivite zon ¢apidir.
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55 53.9

Inhibisyon zon ¢cap1 (mm)
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Sekil 5.1. Pseudomonas suslarinin SMA besiortami {izerinde proteolitik aktivitesi

P.luteola T,

Fotograf 5.9. Proteolitik aktivite gdstermeyen P.luteola T susu

23




P.fluoresens ssp.indologenes T,

Fotograf 5.10. P. fluoresens ssp. indologenes T; susunun SMA besiortami iizerinde

proteolitik aktivite goriintiisii

4.5. Pseudomonas spp. suslarinin lipolitik aktiviteleri

Calismada kullanilan Pseudomonas suslarimin Tribiitirin Agar (TA) besiortaminda
lipolitik aktiviteleri, 4.2.6’da verildigi gibi tespit edilerek, incelenmistir. Suslarin

lipolitik aktiviteleri Cizelge 5.4 ve Sekil 5.2°de verilmistir.

15 adet Pseudomonas susunun 13 adedinde lipolitik aktivite gbzlenmistir. Bu suslarda
lipolitik aktivite, 5,3-29,3 mm zon ¢ap1 arasinda bulunmus, ortalama 15,4 mm
hesaplanmistir. En yiiksek lipolitik aktivite zon capi, 29,3 mm ile P. fluorescens ssp.

indologenes Ts’de bulunmustur. 2 adet susta ise lipolitik aktivite belirlenmemistir.
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Cizelge 5.4.

Pseudomonas spp. suslariin lipolitik aktivite zon c¢aplari

SUSLAR Zon cap1 (mm)
P.luteola T, -
P.vesicularis T, 5,3+0,2
P.vesicularis T3 9,1+0,4
P.vesicularis Ty 11,1+0,8
P.aeruginosa Ts 7,5+0,1
P fluorescens ssp.indologenes Tg 12,2+1,5
P fluorescens ssp.indologenes T 21,8+4,9
P fluorescens ssp.indologenes Tg 29,3+£3,0*
P fluorescens ssp.indologenes T 14,9+2.4
P fluorescens ssp.indologenes T\ 25,2+0,6
P fluorescens ssp.indologenes T\, 19,8+0,7
P fluorescens ssp.indologenes T\, 21,2+5.4
P.fluorescens ssp.indologenes T3 13,0+£3,9
P fluorescens ssp.indologenes T4 -
P.fluorescens ssp.indologenes Ts 9,4+0,6
Ortalama 15,4**

* En yliksek lipolitik aktivite zon ¢apidir.

** Ortalama lipolitik aktivite zon ¢apidir.
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293

Inhibisyon zon cap1 (mm)

Sekil 5.2. Pseudomonas suglariin TA besiortami iizerinde lipolitik aktiviteleri
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Gram negatif, basil olan Pseudomonas cinsi bakteriler ¢ok genis bir yayilis alanina
sahip olup yaygin olarak toprak, su, kanalizasyon, memeli bagirsaklari ve bazi
bitkilerde bulunan ve ¢ok farkli ortamlardan kolayca izole edilebilen
mikroorganizmalardir [41,42]. Pseudomonas tiirleri sogukta saklanan gidalarda 6nemli
bozulma nedeni olan organizmalardir. Ozellikle siit, tavuk, balik, et ve sebzenin

bozulmasindan sorumludurlar [43].

Pseudomonas cinsi bakterilerin tanimlanmasinda klasik biyokimyasal ve fizyolojik
testlerin [44,45,46] yan1 sira Analitik Profil Indeks (API 20 NE ) [47, 48], hiicresel yag
asitleri analizi [49], SDS-PAGE ile toplam protein profilleri analizi [50,51], 16S rDNA

sekans analizi [52,53] ve diger molekiiler analizler [51,53] kullanilmaktadir.

Calismada da Pseudomonas suslarinin izolasyonu ¢ig siit drneklerinden yapilmistir.
Tiirkiye’de ¢ig siitlerden Pseudomonas izolasyon g¢alismalart ¢ok az sayidadir. Bu
calismada, ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen toplam 15 adet Pseudomonas spp. susunun
tanimlanmas1 i¢in, API 20 NE testi yapilmis ve P. fluorescens ssp. indologenes, P.
vesicularis, P. luteola, P. aeruginosa olmak iizere toplam 4 tiire ait susun %66,7’sinin
P. fluorescens ssp. indologenes, %20’sinin P. vesicularis, %6,7’sinin P. luteola,
%6,7’sinin P. aeruginosa tiirleri oldugu tespit edilmistir. Arastirmada Pseudomonas

izolatlar1 igerisinde en fazla izolatin (%66,7) P. fluorescens oldugu tespit edilmistir.

15 adet Pseudomonas spp. susunun in vitro olarak 7 adet antibiyotige duyarlilik testi

sonuclar1 Cizelge 5.1. ve 5.2°de verilmistir.

Antibiyotik direnci, insan, hayvan ve bitki hastaliklariyla miicadelede Onemli bir
problem teskil etmektedir. Diren¢ mekanizmasin1 aydinlatma amaciyla yapilan yogun
arastirmalar sinirlhi ¢evrelerden elde edilen genler iizerine odaklanmistir. Belirlenmis
diren¢ genlerinin ¢ogu klinik ve hayvan hastaliklariyla ilgili bakteriyel izolatlardan
kesfedilmistir. Ancak diger c¢evresel antibiyotik diren¢ kaynaklar1 tam olarak
karakterize edilmemis [54] ve ¢evreden izole edilen Gram negatif mikroorganizmalarin

antibiyotik direnclilikleri ile ilgili ¢ok az bilgi bulunmaktadir [55].
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Yapilan bir ¢aligmada Trakya bolgesinde mastitisli siit ineklerinden izole edilen bakteri
suslarmin doksisiklin (%40), enrofloksasin (%60), gentamisin (%40), linkomisin (%

40), ve tetrasikline (%20) antibiyotiklerine duyarli olduklar: rapor edilmistir [56].

Pseudomonas’lar kullanilan antibiyotiklerin ¢oguna direnglidir. Pseudomonas’lar da
bulunan ¢ok sayida plazmidlerin bir kism1 bu bakterileri metabolizma yoniinden giiclii
kilarken, diren¢ plazmidleri ise kemoterapotiklere karsi direng kazanmalarini
saglamaktadir. Urettikleri potent kromozal B- laktamazlar da B- laktam antibiyotiklere

kars1 direngten sorumludurlar [57].

Calismada Pseudomonas spp. suslarinin kullanilan 7 antibiyotige karsi ortalama olarak
% 57’sinin duyarli, %35’inin direncli ve % 7’sinin orta duyarli oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 5.2).

Pseudomonas spp. suslarinin amikasin, oflaksasin ve gentamisin antibiyotiklerine
yiksek oranda duyarlt (% 100) olduklar1 belirlenirken, tetrasiklin (% 53) ve
kloramfenikol (% 46) antibiyotiklerine daha diisiik oranda duyarlilik, Amfisilin ve
Sefuroksin antibiyotiklerine ise direnglilik gdsterdikleri tespit edilmistir (Cizelge 5.2).

Al-Jasser ve Elkhizzi, P. aeruginosa kinik izolatlarinin, antipseudomonal antibiyotiklere
kars1 direnglilik diizeylerini belirlemek i¢in yaptiklar1 arastirmalarinda, suslarin
duyarlilik oranlarmin amikasine kars1 % 85,8 gentamisine ise % 81,3 oldugunu tespit

etmislerdir [58].

Ferguson’un yaptig1 calismada API 20 NE ile tanimlanan P. aeruginosa izolatlarinin
disk diflizyon yontemi kullanilarak penisilin g, amfisilin, sefalotin, cloksasilin, oxasilin,
amoksisilin, sefotaksime, moksalaktam, kloramfenikol ve tetrasiklin direngli;
seftazidim, piperasilin — tazobaktam, sefepim, seftriakson, meropenem, aztreonam,
amikasin, apramisin, butirosin a, lividomisin ve kolistin siilfata duyarli olduklari

bulunmustur [57].

Zer ve arkadaslarinin yaptigi calismada, cesitli klinik orneklerden izole edilen
Pseudomonas cinsi bakterilerin Kirby- Banuer disk diflizyon yontemiyle 30 ng’ Iik
diskler kullanilarak amikasin, aztreonam, sefoperazon, sefotaksim, sefriakson,
siprofloksasin, gentamisin, imipenem, piperasilin, tetrasiklin, tobramisine yiiksek

oranda duyarli olduklart bulunmustur [40].
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Loureiro ve arkadaglari, 32 adet P. aeruginosa susunun siprofloksasin antibiyotigine

kars1 % 100 direng gosterdigini bildirilmistir [59].

Bagka bir arastirmada ise P. aeruginosa’ya ait 68 adet susun siprofloksasin direncinin %

22 olarak belirlendigi tespit edilmistir [60].

Yapilan diger bir calismada ise P. aeruginosa suslarinin gentamisin (%75.4), tobramisin
(%64.4) ve imipenem (%50) antibiyotiklerine duyarli, aztreonam (%36), seftazidim
(%34), siprofloksasin (%33.1), piperasilin (%27), tikarsilin (%20) antibiyotiklerine ise
direngli olduklar1 belirlenmistir [61].

Kontrol bakterisi olarak P. aeruginosa ATCC 27853 susunun kullanildigi bir
aragtirmada suslarin piperasilin, seftazidim, gentamisin ve aztreonam antibiyotiklerine
yiiksek oranda direngli olduklar1 saptanirken; amikasin, tobramisin ve siprofloksasine

diisiik oranda direncli olduklar1 bulunmustur [62].

Calismada elde edilen sonuglara gore, Pseudomonas spp. suslarinin klinikte tedavi
amaglh kullanilan 7 adet antibiyotikten bazilarina karst oldukga yiiksek duyarlilik
gosterirken, bir kismina ise yiiksek direnglilik gdstermis olmalar1 dikkat cekicidir.
Calismanin, c¢evresel antibiyotik diren¢ kaynaklari ve diren¢ mekanizmalarinin

aydinlatilmasina yonelik arastirmalar i¢in dnemli oldugu diisiiniilmektedir.

Calismada 15 adet Pseudomonas spp. susunun 14 adedinin proteolitik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Bu suslarda proteolitik aktivite 8,0-55,0 mm zon ¢ap1
arasinda bulunmus ve ortalama 28,1 mm hesaplanmistir (Cizelge 5.3; Sekil 5.1). En
yiiksek proteolitik aktivite zon ¢api, 55,0 mm ile P. fluorescens ssp. indologenes T;’de

(Fotograf 5.10).

Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’unu proteazlar, %?28’ini karbohidrazlar,
%3’linii lipazlar ve %]10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir. Karbohidrazlar
grubuna giren a-amilaz iiretimi %13 ile 6nemli bir yer tutmaktadir [63]. Mikrobiyal
kaynakli proteaz ve lipazlar, 6zellikle deterjan ve siit endiistrisinde olduk¢a onemlidir

[64].

Craven ve Macauley siitlerde bozulmadan sorumlu mikroorganizma tiplerini belirlemek

amaci ile pastorize siitlerle yaptiklar1 ¢alismalarinda izolasyonu ve tanimlamasini
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yaptiklar1 26 adet Pseudomonas spp. susunun % 5’inin SMA besiortaminda 15 mm zon

capt ile proteolitik aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir [65].

Ayni aragtirmacilarin baska bir ¢alismasinda siitten izole edilen P. fluorescens suslarinin
%]10’unun ve P. putida suslarmin hepsinin %1’lik skim milk ilaveli nutrient agar
besiortaminda sirasiyla, 15-17 ve 6 mm zon ¢apl proteolitik aktiviteye sahip olduklar

tespit edilmistir [66].

Mikrobiyal suglarin biiylik bir ¢ogunlugu lipaz enziminin {iretiminde kullanilmasina
ragmen, Pseudomonas, Candida ve Rhizopus cinsi mikroorganizmalar bu enzimin

tiretiminde kullanilan en 6nemli kaynaklardir [67,68].

Calismada 15 adet Pseudomonas spp. susunun 13 adedinde lipolitik aktivite
gbzlenmistir. Bu suglarda lipolitik aktivite, 5,3-29,3 mm zon ¢ap1 arasinda bulunmus ve
ortalama 15,4 mm hesaplanmistir (Cizelge 5.4; Sekil 5.2). En yiiksek lipolitik aktivite

zon ¢ap1, 29,3 mm ile P. fluorescens ssp. indologenes Tg’de bulunmustur.

Rajmohan ve arkadaslari, 37 adet P. fluorescens susunun TA besiortaminda lipolitik
aktiviteleri arastirilmis ve biitiin izolatlarin farkli derecelerde enzimatik aktivite

gosterdigini rapor etmislerdir [29].

Siitten izole edilen P. fluorescens suslarinin %15’inin %1°lik tribiitirin ilaveli nutrient
agar besiortaminda 20 mm zon ¢apl lipolitik aktiviteye sahip oldugui tespit edilmistir

[66].

Yuvali Celik, Gokcen, 30 adet Pseudomonas spp. susunun 17 adedinde 14,8-32,8 mm

zon ¢ap1 arasinda lipolitik aktivite gosterdigini tespit etmistir [33].

Craven ve Macauley, pastorize siitlerle yaptiklar1 calismalarinda lipolitik aktiviteye
sahip 51 adet Pseudomonas spp. susunun % 25’inin 22 mm zon ¢ap1 ile lipolitik aktivite

gosterdigini bildirmislerdir [65].

Calismada, proteolitik ve lipolitik aktivite gosteren Pseudomonas spp. suslarinin
olduk¢a yliksek aktiviteye sahip olduklari tespit edilmistir. Proteolitik ve lipolitik
enzimlerle ilgi literatiir bilgilerinde de P. fluorescens [69,70], P. aeruginosa [71,72]

tiirleri ile yapilmis ¢alismalar olduk¢a yogundur ve sonuglarimizi desteklemektedir.
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Antibiyotik direnci, insan, hayvan ve bitki hastaliklar1 ile miicadele konusunda 6nemli
bir problemdir. Son yillarda antibiyotik diren¢ kaynaklari lizerinde yapilan aragtirmalar
oldukca yogunluk kazanmaktadir. Calismada Pseudomonas suglarinin antipseudomonal
tedavi amagh kullanilan 7 adet antibiyotikten bir kismina duyarh iken, bazilarina da
direnclilik gdstermis olmalari, cevresel antibiyotik direng kaynaklari ve direng
mekanizmalarinin  aydinlatilmasina yonelik daha detayli ¢alismalara yardime1

olabilecegini diislindiirtmektedir.

Calismada 15 adet susun hem proteolitik hem de lipolitik aktivitelerinin olduk¢a yiliksek
olmasi, bu suslarin enzimlerinin saflagtirilmasi ve oOzelliklerinin belirlenmesi
durumunda ticari enzim uygulamalarinda endiistriyel kullanim i¢in potansiyel

olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Aragtirma bulgular1 ¢ig siit ve lriinlerinin Pseudomonas’lar tarafindan kontamine
olabilme durumunu gostermektedir. Farkli kaynaklardan siite karisan Pseudomonas’lar
stitte hizli bir sekilde geliserek, ¢esitli fermantasyonlara, par¢alanmalara sebep olmakta
ve bu faaliyetler sonucunda siitiin renginde, tadinda, kokusunda, yap1 ve kivaminda
degisikliklere ve bazen de gesitli enfeksiyonlara neden olmaktadirlar. Bu durum siit ve
stit Urlinlerinde Pseudomonas’larin bulunmamas: icin yeterli tedbirlerin tiiketiciler ve

isletmeciler tarafindan alinmasi gerekliligini gostermektedir.
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