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CESITLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN Pseudomona€iNSi
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Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Nazime MERCAN
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Bu calsmada cegitli kaynaklardan toplam 13 ad&seudomonasinsi bakteri izole
edilmistir. Bakterilerin identifikasyon testleri sonucunfiaadediPseudomonas stutzeri
3 adediPseudomonas putid2 adediPseudomonas aerugingsh adediPseudomonas
fluorescenwe 1 adedPseudomonas mendocinkarak tanimlanngtir.

Sylarin gelsim gosterdikleri optimum araliklar belirlenghir. P. fluorescendP26
disinda bitin sglarin 45 ve 50°C’de Ureyemgditespit edilmgtir. Bakteriler arasinda
P. putidaP41’in 4°C’de gelebildigi gbzlenmitir.

Sylarin antibiyotik duyarliliklar disk difizyon meda ile tespit edilmitir. Swlarin
tamami cefoclor, cefuroxime, cephalothin, cefadroxnovabiocin, ampicillin,
vankomisin, cefoxitin, gentamisin, clindamycin, olln ve teicoplanin antiyotiklerine
direncli bulunmgtur. Imipenem antibiyogine calsmada kullanilanPseudomonas
swlarinin tamamina kar etkili bulunmutur. AyricaP. putidaP41 cakmada kullanilan
antibiyotiklere kagi en direncli sgiolarak belirlenmytir.

Pseudomonaswlarinin bazi patojen ve kontamina@andida albicans Bacillus
cereusRSKK 863,B. subtilis ATCC 6633,S. aureusATCC 25923,Staphylococcus
aureusATCC 12598,Escherichia coliATCC 25922,E. coli ATCC 35218 Klebsiella
pneumoniaATCC 27736,Micrococcus luteudNRRL B-4375,Proteus vulgarisATCC
96026,Pseudomonas aeruginoddRRL B-23, veYersinia enterocoliticdRSKK 1501
uzerine inhibisyon etkileri agar-kuyu diftizyon yénti ile belirlenmtir.

Pseudomonasularinin timandn lipaz drettikleri belirlenstir. P. aeruginosaP16,
P. aeruginosaP22,P. stutzeriP19 veP. stutzeriP27'nin Skim Milk Agar'da aproteaz
aktivitesine sahip oldiu tespit edilmgtir.

Pseudomonassularinin - &ir metal toleranslari agar kuyu difizyon metodu
kullanilarak belirlenmitir. Bircok s mangana kar direcli bulunurken, kobalt, krom
ve kadmiyumun bakteriler Gizerine etkiflametal oldgu tespit edilmgtir.

Calsmada,P. aeruginosa16,P. stutzeriP27,P. stutzeriP39 veP. fluorescen$26
swlarinin naftalin iceren Nutrient Broth besi ortatargelgebildikleri tespit edilmytir.
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aktivite, APl 20NE, pigmentasyon
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ABSTRACT

DETERMINATION OF HEAVY METAL AND NAPHTHALENE TOLERA  NCE
OF PseudomonaslSOLATED FROM DIFFERENT SOURCES

Gulcan, Sibel
M. Sc.Thesis in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Nazime MERCAN

September 2006, 80

In this research, a total of BFseudomonastrains were isolated from different
sources. According to the identification resultsp&cies wer®seudomonas stutze
species wer@seudomonas putid species werBseudomonas aerugingsh species
werePseudomonas fluoresceasd 1 species weRseudomonas mendocina

Growth parameters of strains were determiAddstrains weren'’t able to grow at 45
and 50°C excef®. fluorescen$26. It was also found that orf; putidaP41 grow at
4°C.

The suspectibility level of these strains tatitsotics was identified with disc
diffusion method. It was found that all strains eesistance to cefoclor, cefuroxime,
cephalothin cefadroxil, novabiocin, ampicillin, \amisin, cefoxitin, gentamisin,
clindamycin, oxacillin and teicoplanin. Imipenemsaeffective to the species belonging
to Pseudomonagenera. In additionPseudomonas putid®41 was found the most
resistance strain aganist antibiotics.

Antimicrobial activity ofPseudomonastrains aganist. albicans B. cereusRSKK
863, B. subtilis ATCC 6633, Staphylococcusaureus ATCC 12598,E. coli ATCC
25922 E. coliATCC 35218K. pneumoniagATCC 27736 M. luteusNRRL B-4375Pr.
vulgaris ATCC 96026,P. aeruginosaNRRL B-23,S. aureusATCC 25923 and Y.
enterocoliticaRSKK 1501 were examined by agar diffusion method.

The result showed a@lseudomonastrains were observed produced to be lypolytic
activity on Trybutyrin AgarP. aeruginosa16,P. aeruginosa22,P. stutzeriP19 and
P. stutzeriP27 was determined that strain producing protemzgme on Skim Milk
Agar.

The heavy metal resistance level of thesénstraere determined with agar diffusion
method. Most of the strains were found to be rastsio manganase. Cobalt, chromium
and cadmium was more toxic than other metals

Biodegradation ability oPseudomona®16, P. stutzeriP27,P. stutzeriP39 veP.
fluorescensP26 was deternmined in NB including an aromatidrbgarbon as a sole
carbon source. It was showed tliRgeudomonastrains were able to grow Nutrient
Broth medium that including naphthalene.
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SIMGELER VE KISALTMALAR D iZziNi

Bu calsmada kullanilan kisaltmalar, agiklamalari ile kidi gagida sunulmstur.

Simgeler Aciklama

a Alfa

B Beta

dk Dakika

g Gram

mi Mililitre

mm Milimetre
mmol Milimol

Hg Mikrogram

ul Mikrolitre

um mikrometre
N Normalite

NA Nutrient agar
NB Nutrient broth
NCCLS The National Committee for Clinical Labtmny
rpm Devir sayisi

vd Ve dgerleri



1. GIRIS

Oldukca yuksek karsinojenik 0Ozeli sahip olan aromatik ve polisiklik
hidrokarbonlar (PAH) ile kontamine olmbir ¢ok toprak, ayni zaman da PAH-degrade
eden mikroorganizma icermektedir. Gunumuzde PAHtiegrade eden c¢ok sayida
mikroorganizma izole edilngiir. Ornesin, PAH’larin en bilineni olan naftalini degrade
edebilen Pseudomonas putid&7, Rhodococcussp. B4, Oscillatoria sp. JCM ve
Alcaligenessp. NP-Alk Uzerine ygun bir sekilde calsmalar sirmektedir (Lee vd
2003). PAH'larin az c¢ozunurlukleri, biyolojik yatanimlarinin az olgu, ortamdaki
azot veya dier besinlerin sinirlanmasi, PAH’larin biyodegradasynu inhibe edici
baska organik kirleticiler ve @ir metalle ortamin kontaminasyonu gibisitie faktorler
bu mikroorganizmalarin degradasyon kapasitelerigi sinirlamaktadir. Ozellikle
bakterilerin biyodegradatif 6zelliklerinin ortamdadgir metallerin varlgiyla etkilendgi
de bildirilmigtir (Yoo vd 2004).

Aslinda normakartlarda dgada atik-kirletici bulunmamalidir. Cunkt key geri
donsUumlli olarak yeniden slenip tekrar kullaniimaktadir. Mikroorganizmalar
ortamdaki atik organik maddeleri karbon ve eneayria@! olarak kullanmakta ve yeni
organik maddelere dostiirmektedirler. Ortama verilen bu organik maddéter bgka
organizmalarin besin ve enerji kagnma olusturmaktadir (Bruins vd 2000a, Chang vd
1997, Kerry 1993). Ancak gunumizde bugdibdenge olumsuz ydnde bozulgtuwr.
Insanglu ilerde skl bir yasam ve daha temiz bir diinya icin ya atik Uretimini
azaltmali ya da cevresel kontaminant yaratan maddettamdan temizlemelidir. Son
zamanlarda cevresel kontaminantlarin ortamdan egakimasi amaciyla
mikroorganizmalarin biyodegradatif 06zelliklerindeyararlaniimaktadir (Leahy ve
Colwell 1990). Mikroorganizmalarin bu o6zellikleri estli dis etkilerden
etkilenmektedir. Bu nedenle bu gatada mikroorganizmalarin degradatif 6zellikleri

incelenirken gir metaller ve antibiyotik direnclilikleri de caima kapsamina alingtir.



2. KURAMSAL B ILGILER VE L iTERATUR TARAMASI

2.1. Mikroorganizmalar ve Metaller

Mikroorganizmalarin y@minda metallerin batlnleyici bir rolt vardir. Kiglsm,
kobalt, bakir, krom, demir, potasyum, magnezyumngaaez, sodyum, nikel, ¢inko
gibi bazi metaller esansiyaldir ve besinsel rollemardir. Gumg, aliminyum,
kadmiyum, altin, civa ve kgun gibi metallerin ise biyolojik rolleri yoktur vesansiyal
degildirler. Esansiyal metaller; biyokimyasal reaksnar katalizlemek, protein
yapisini ve bakteri hiicre duvar yapisini stabiiraek, osmotik dengeyi korumak, gen
ekspresyonunu diizenlemek, biyomolekilleri aktivaed, elektron alicisi veya vericisi
olarak enerji metabolizmasinda énemli rol oynamaiktar (Bruins vd 2000b, Ehrlich
1997).

Demir, bakir, nikel gibi esansiyal ggegnetalleri redoks tepkimelerinde rol alirken,
magnezyum ve c¢inko gibi esansiyal metaller elekatds glcleri sayesinde g#i
enzimleri ve DNA'yl stabilize etmektedirler. Deminikel, magnezyum ve kobalt,
dizenleyicilik gorevi olan kompleks molekillerinpiainda yer almaktadir. Potasyum
ve sodyumun ise hucre i¢ci osmotik basincin dizenésinde rolt vardir (Bruins vd
2000b).

Cd*, CU, Ni** ve Zrf* gibi esansiyal metal iyonlarinin yilksek konsarytwasi ve
esansiyal olmayan metal iyonlari mikroorganizmaiaerinde toksik etki yaratmaktadir.
Esansiyel olmayan metal iyonlari, esansiyel metgnlarinin bglandig dogal
baglanma bolgelerine Iganarak veya ligandlar ile kahkli etkilesime girerek toksik
etkilerini gostermektedirler. Bu tir metallerinolti-SH) iceren gruplara veya oksijen
bdlgelerine olan affiniteleri, esansiyal metalledfiinitesinden daha yuksektir (Bruins
vd 2000b, Silver 1998, Sandrin ve Maler 2003).

Metal iyonlari yuksek konsantrasyonlarda carieerine toksik etki de

gostermektedir. Toksik etkileri arasinda nikleiktlesn ve proteinlerin yapisinda



degisikliklerin meydana gelmesi, oksidatif fosforilasyoretkilemeleri ve osmotik

dengenin bozulmasi sayilabilir (Hassen 1998a, Bruth2000b).

2.2. Mikrobiyal Metal Direnclilik Mekanizmalari

Esansiyal ve esansiyal olmayan metallerinregski konsantrasyonlarinin, toksik
seviyeye ulsmasi durumunda insan ve hayvarglgani olumsuz yonde etkilegii
kusku gotirmemektedir. Ayni zaman da bircok mikrooigaranin c¢eitli metallerin
varliginda gel§imlerini devam ettirebildii de bilinmektedir (Bruins vd 2000b,

Choudhury ve Srivastava 2001).

Yapilan argtirmalarda bazi metallere direncli mikroorganizmaighis edilmitir.
Bu calsmalar, c@unlukla, Staphylococcussp., Escherichia coli Pseudomonas
aeruginosave Bacillus sp. gibi énemli direnclilik gosteren Gram-negatd Gram-
pozitif aerobik bakterileri icermektedir. Toksik taélere kagi diren¢ mekanizmalarinin
gelistiriimesine yol acan etmen, mikroorganizmalarinumdysu cevrede, toksisiteye
sebep olan metalin vaglive bu metalin organizma tGzerinde yagatstresdir (Guzzo vd
1999).

Mikroorganizmalardaki metal direnclilik mekamalari; gecirgen bariyer sayesinde
metallerin hiicre dinda birakilmasi, aktif transport ile metalin mi&rganizmadan
uzaklgtiriimasi, intraselliler ayrim, metallerin enzinkatietoksifikasyon ile daha az
toksik hale getirilmesi ve hlcresel hedeflerin rhdtgyarhliklarinin azaltilmasyeklinde
olabilecezi bildirilmi stir (Silver 1992, Bruins vd 2000Db).

Gecirgen  bariyer sayesinde, metallerin  hicreisinda  birakilmasi;
mikroorganizmanin hiicre duvarinda, membraninda zayfanda bir takim d@siklikler
meydana getiriimektedir ve bu mekanizma sayesinde@oarganizmma metale duyarli
olan énemli hiicresel komponentlerini korumakta@rnesin, E. coli ile yapilan bir
calismada bakterinin membran kanal proteini olan porinleayisini azaltmak suretiyle

gumis iyonlarinin hiicre icine giinin engellendii bildirilmi stir (Li vd 1997).

Metal iyonlari, dd membrana ve kapsule non-spesifik olaraidm@abilmektedir. Bu
baglanma, d¢ membranda yer alan -NHSH, -OH, -S@H, -COOH ve -PGH gruplari
ile metal iyonlari arasindaki spesifik olmayan letim ile gerceklemektedir (Gazso

2001). Bakterilerin dgal olarak sahip olduklari ekstraselliler polisaktkibaka, metal



iyonlarini biyosorblama yetepme sahiptir ve bu sayede bu iyonlarin hicre
komponentleri ile etkilgme girmesi 6nlenmektedir. Bnma boélgesinin doygunia
ulasmasindan dolay! metale kasinirli bir koruma sganmaktadir (Gavrilescu 2004).
Metal iyonlarini bglayabilme o6zelgine sahip bakterilereKlebsiella aerogenes
Pseudomonas putidae Arthrobacter viscosusornek olarak verilebilir (Emtiaza vd
2004).

Yapilan bir cabmada, koruyucu EPS tabakas! icedathrobacterviscosuiin bu
tabakaya sahip olmayaArthrobacter globiformis swuna gore daha fazla Cd(ll)
baglayabildigi gosterilmitir (Scott ve Palmer 1988).

McEldowney (2000) tarafindan yapilan bir galada ise,P. fluorescensH2'nin
gelisme ortamina ilave edilen &thin %65'ini hiicre duvarina liayabildigi
gosterilmitir (McEldowney 2000). -40°C’den -50°C’ye kadagstularak inaktive hale
getirilen Pseudomonas putidtan Cd(ll), Cu(ll), Pb(ll) ve Zn(ll)’yi baglayabildigi
gosterilmitir (Pardo vd 2003). Benzer bir gahada, inaktifP. aeruginosaPU21'’in
kursun, bakir ve kadmiyumu Badigi tespit edilmgtir (Chang vd 1997). Hucrelerin
metal bglanma oOzelliklerinin pH ile d&stigi gosterilmitir (McEldowney 2000, Pardo
vd 2003).

Tam olarak kanitlanmamakla beraber, bazi bakimdifé tiplerinin periplazmik
baglanmaya dayandi sanilmaktadir. Cu(ll) direnclii operonda yer alan copA, copB,
copC ve copD olarak adlandirilan genler tarafingggtanmaktadir. Bu genlerden, copA
ve copB kismi direnclilik s#Elarken copC ve copD genleri Cu(ll) ye kartam
direnclilik sgslamaktadir. CopA ve copC proteinleri i¢ ves dnembran arasinda, copB
proteinleri ise di membranda bulunmaktadir. Bu proteinlerin lokaljzaml,
direncliligin ya periplazmik bglanmadan veya ekstrasellller ayrimdan kaynakfandi
desteklemektedir (Silver 1998).

Mikroorganizmalarin dinda alglerin, kiflerin ve mayalarin dasite metalleri

baglayabildigi belirtiimistir (Vieira ve Volesky 2000).

Metal direnclilik sistemlerinin blyuk bir kism aktif transport veya gema
sistemleriyle  metalin  mikroorganizmadan  uzakldmasi  olgturmaktadir.
Mikroorganizmalar toksik metalleri sitoplazmalaramd uzaklatirmak icin aktif

transportu kullanirlar. Non-esansiyal metaller narmlarak besin tama sistemleri ile



hicre icine girmektedir. Fakat hizli bgekilde hicre dina tginmaktadir. ATPaz
bagimli olan veya ATPaz Igaml olmayan bu tama sistemleri katyon veya anyonlara
karsl oldukca spesifiktir (Silver 1998, Nies ve SilEI95).

Arsenik

Yari metal olan arsenik bir fosfat analdur ve hicre icine gyi fosfat tgima
sistemi ile olmaktadir. Pit ve pst sistemi olmaleligiki tip fosfat taama sisteminin
varligindan s6z edilmektedir. Pit sistemi, non-spesifiktésima sistemidir ve ortamda
fosfat miktari fazla iken, arsenik Pit sistemiyléche icine girmektedir. Fosfat miktari
azaldginda, oldukga spesifik olan Pst sistemi induklenteek. Pst sistemi fosfata
karsl arsenikten 100 kat daha spesifiktir. Mikroorgamétar Pit sistemini inaktive edip,
Pst sistemini secerek arsenik toleransini arttmaghitedir (Silver 1998, Nies ve Silver
1995, Bruins vd 2000Db).

Ayrica ars operonu denen ve 3-5 arasindasele sayida gen iceren (arsR, arsA,
arsD, arsB, arsC) bir operon tarafindan kodlanaerak tgima pompasi (As(V) efflux
pump) daha spesifik bir direnggamaktadir (Bruins vd 2000b).

Kadmiyum

Dk konsantrasyonlarda bile toksik olan kadmiyum esamsiyal bir metaldir.
Cd(Il)’nin enzimatik detoksifikasyon ile daha tokdtadmiyum formlari olgmaktadir.
Bu nedenle, Cd(ll) icin en 6énemli direnclilik mekamasi bu metali hiicre icinden

disari pompalayan sistemdir (Bruins vd 2000Db).

Farkli mikroorganizmalardagleéyis bakimindan farkhliklar gosterse de en lyi
karakterize edilmgi Cd(1l) direncliligi saglayan tgima sistemiS. aureuslaki, plazmid
tarafindan kodlanan, cad sistemi (cadA, cadB, cdB@)ins vd 2000bSilver 1992) ve
A. eutropu&ddaki czc (czcA, czcB, czcC, czcD) sistemidir. Hér operonun gen
artnleri; hicre icindeki Cd(ll)'yi kendine Blayip yine operon tarafindan kodlanan
kanal proteinine tanmakta ve operonun gkr gen Urinleri aracgi ile de hiicre dina
salinmaktadir (Bruins vd 2000b).



Bakir

Enterecoccus hiradakterisinde Cu(ll) direnclinden sorumlu cop operonunun
bulundwgu bildirilmistir. Bu operonun genleri Cu(ll)’'nin hiicre iginddriicre dgina
salinmasinda go0rev alan proteinleri kodlamaktadBruios vd 2000b). Bazi

Pseudomonasularinda da benzer bir operon bulugdubildirilmistir (Silver 1998).

Ayrica K, Mg*, Mn*, zr?*, Ni¥*, PQ®, SQ%, AsO® AsO,, Co*, Ag" ve PB*
iyonlarinin da tama sistemleri ile hicreden uzagtaldig bildiriimektedir (Silver
1998, Nies ve Silver 1995).

Intraselliler ayrimda; toksik bazi metaller mikraamgmalar tarafindan uretilen
sisteince zengin kicuk proteinlere (metalloproteibgslanarak, sitoplazmada
biriktirilmektedir. Bu sayede ©6nemli hiicre bimleri toksik metalin etkisinden
korunmaktadirlar. Genellikle Cd(ll), Cu(ll) ve ZiXye karsi direnclilikte bazi
mikroorganizmalar bu yolu segmektedir (Nies ve &il¥995).

Pseudomonadirlerinde de sisteince zengin bir protein semi@ziekte ve hicre
icine giren toksik metaller bu proteinleregtenmak suretiyle bakteri toksik metallere
karsi diren¢ kazanmaktadir. Yapilan bir gatada Pseudomonas putitan da
metalloprotein Uretii tespit edilmstir (Bruins vd 2000Db).

Metaller, enzimlerin ve proteinlerin yapisikda-SH gruplarina h#danarak bu
molekulleri inaktive edebilmektedirler. Civa buedizzinden dolayi toksik metal olarak
kabul edilmektedir. Bazi bakteri gruplar civayizenatik detoksifikasyon ile daha az
toksik hale getirmektedirler (Brown vd 2002).

Bazi bakteriler Hg(ll) direncligi saslayan ve bir operon (mer operonu) tarafindan
kodlanan gen setlerine sahiptir. Bu operon; saddg€l)’yi detoksifiye etmekle
kalmayip, ayni zamanda civay! hucresida tgimakta ve kendi kendini regule
edebilmektedir (Brown vd 2002, Silver 1992, SilM&98). Mer operonu, organik civa
liyaz ve civa rediktaz olmak Uzere iki enzim kodétadir. Organik civa liyaz enzimi
C-Hg baini kirarken, civa rediktaz Hg(ll)'yi Hg(0)'a (médita civa) indirgemektedir
(Silver 1992, Silver 1998, Brown vd 2002).

1- Organik civa liyaz: C-Hg kanin hidrolizinde etkilidir.



RHgX + H'+ X <————> RH + HgX%
2- Civa reduktaz: Hg(ll)’ yi Hg(0)’'a (metalik civa)'ayindirgemektedir.
Hg(SR) + NADPH+H <—— > Hg(0) + NADFP + 2RSH

Mer operonu tarafindan kodlanan transport gintgri aracilgl ile metalik civa,
hiicre membranindan gegcirilerelgah verilmektedir (Silver 1992, Silver 1998, Brown
vd 2002).

Bacillus Escherichia Klebsiella Micrococcus PseudomonasSalmonella Sarcing
Shigella Staphylococcusse StreptococcusHg(ll)'ye karsi direng gosteren cinsler
olarak bilinmektedir (Sadhukhan vd 1997).

Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin meigonlarini tolere etme yetenekleri
arasinda farkhhiklar bulunmaktadir. Yapilan bitigamadaPseudomonaaeruginos&in
Hg, Cu, Cr ve Cdye kar B. thuringiensiglen daha direncli oldtu gosterilmgtir
(Hassen vd 1998b).

Mikroorganizmalar bu diren¢ mekanizmalarindadece birini kullanabildi gibi
birkacini kombineli olarak da kullanabilmektedirir Bnetale kagi birden fazla direng
mekanizmasina sahip olan bir mikroorganizmanin hamgkanizmayi secege
olusacak ara 0rin veya son urtnun toksisitesinglitha (Silver 1998). Normalde
bugtin bilinenlerden daha fazla direng¢ mekanizmddugo savunulmakta fakat bu
mekanizmalara sahip mikroorganizmalar heniiz izdieemedginden ispatlanamagh
ileri srdlmektedir (Bruins vd 2000b).

Toksik metallere kar direng mekanizmalarinin alonasinda, mikroorganizmalarda
bulunan plazmid DNA'nin kromozomal DNA'dan daha iktkldugu belirtimektedir
(Silver 1992).

2.3. Naftalin Biyodegradasyonu

Biyodegradasyon, organik veya atik maddeldriyiolojik sistemler tarafindan

hayvanlar, mikroorganizmalar bu biyolojik sistemlewolusturmaktadir. Elde

edilmelerinin ve yettiriimelerinin kolay olmasi, basit besi ortamindeeyebilmeleri,



kolay kontrol edilebilmeleri, galim strelerinin kisa olmasi ve evrensel olmalarindan
dolay! biyolojik sistem olarak mikroorganizmalar hda siklikla tercih edilmektedir
(Diaz 2004). Atiklarin fiziksel ve kimyasal yollarlortamdan uzak$airiimasi oldukca
zor ve pahalidir. Bu nedenle biyodegradasyonsmalliari canli mikroorganizmalar
Uzerine ygunlasmistir (Li vd 2000).

Petrol ve petrol turevleri olan polisiklik amatik hidrokarbon (PAH)lar petrol
dokilmesi ve fosil yakitlarin tamamen yanmamasiusancevreye atilan, yaygin
organik Kkirleticilerdir. PAH’larin ¢gu c¢evrede uzun sure kalmalari ve birikimleri

sonucu gevre kirlenmesine sebep olurlar ve biyloldgngeyi 6nemli 6lgtide etkilerler.

Petrol ve maden komurinin damitiimasiyla eddéen naftalin (GHs), havada
kolayca sublimlgebilen beyaz renkli, kristal yapisinda, kati veliknzen halkasi iceren
poliaromatik bir hidrokarbondur. Moleklkaligl 128,2 olan naftalinin erime derecesi
80, kaynama derecesi ise 218°C’dir. Naftalin sudlzigmez ancak etanol, benzen, eter

ve kloroform gibi ¢oztcilerde ¢ozunr.

Naftalin ginimuzde, tuvaletlerde kot kokuegidi olarak, elbise dolaplarindan
zararli bocekleri uzak tutmak ve ferah bir koku mesi amacinin yani sira deri
tabaklamak icin ve bocek ilact yapiminda kullanitaair. Eczacilikta antiseptik olarak
ve parfumeri de ise ara madde olarak kullaniimaktadmerika’da naftalin, ilac
sanayinde, insektisit Uretiminde, fitalat polimea p-naftol tretiminde ara Grin olan
fitalik anhidrid sentezinde kullaniimaktadir. Yidemerika’da 1999 yilinda naftalinin
%59'u fitalik anhidrid sentezinde, %21'i surfaktare tekstil sanayinde dispersant
kimyasal dretiminde, %211’i bir insektisit olan 1lptdahyl-N-methylcarbamate
uretiminde, %9'u ise bocek kovucu olarak vegetti amagclar igin kullanilngtir.
Amerikan Kimya Kurulu 2002 yilinda dizenledikleraftalin panelinde aldiklari bir
kararla tabakhanelerde, tekstil sanayinde ve kakiergi deodorantlarin Gretiminde
kullanilanp-naftol Gretimine kisitlama getirgtir (ACC 2002).

Naftaline temas etmenin ve uzun sure naftafireeuz kalmanin ghk acisindan
zararlar1 bulunmaktadir. Uzun sure ya daiagolunmasi sonucu kirmizi kan hicrelerine
zarar vermektedir. Bitkinlik, halsizlik, solgun bengibi belirtileri olan kansizlik
rahatsizlgl bas gosterebilmektedir. Ayrica mide bulantiss ls@nmesi, kusma, bayiima,

cigerlerde hasar meydana getirebilmektedir. Gozleriades edebilmektedir. Sadece



solunum yoluyla dgl temas edilmesi durumunda cilt ile de vicuda dédgeekte ve
cesitli zararlar meydana getirebilmektedir. Bir giiama grubu, naftalinin kanserojenik
etkisini argtirmak amaciyla farelerin yam ortamina naftalin koymlar ve sonug
olarak, solunum yoluyla naftaline maruz birakilareferin solumun sistemini kaplayan
epitel hicrelerinde ve akggrlerinde timorlgme meydana gelgini gostermglerdir
(NTP 2000). Cabma sartlarindan dolayi naftaline maruz kalan Almanyedi Afrikal
iscilerin girtlak kanserine yakalandiklari rapor edgtir (Ajao vd 1998, NTP 2000).

2.3.1. Mikroorganizmalarin biyodegradasyondaki roli

Organik kontaminantlar, mikroorganizmalar tavdan mikrobiyal transformasyona
ugratilmaktadir. Karbon kay@a ve elektron verici olmak (zere mikroorganizmalar

kontaminantlari iki amac icin kullanmaktadir (Di2@04).

Yapilan c¢abmalarin ¢gunda Achromobacter Acinetobacter Alcaligenes,
Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Nocardiee Pseudomona<inslerine ait
turlerin karasal ve sucul alanlardaki hidrokarbontiegrade edebildi rapor edilmstir
(Lehay ve Colwell 1990).

Mikroorganizmalarin biyodegradatif 6zellikleinm kayn&inin kromozomal DNA,
plazmid DNA veya transpozonlar Uzerindgitan genler oldgu rapor edilmgtir
(Kotsal vd 1998). Yapilan bir camada Pseudomonasuwlarinin biyodegradasyon
Ozelliklerinin  plazmid DNA kaynakh oldgu belirtilmigtir (Bruins vd 2000a).
Transpozonlar, kromozomal DNA-plazmid DNA veya zolad DNA-plazmid DNA
arasinda ziplayabilen gen parcalardir. Bakterileigodegradatif 6zelfin yanisira
antibiyotik direnclgi gibi bazi avantajlar da geamaktadir.

Bakteriler, d@al yssam ortamlarinda kirleticileri enerji ve karbon kagn olarak
kullanabilme yetengne sahiptirler. Ancak mikroorganizmalarin degtédéazelligi
cevre sartlarindan etkilenmektedir. Bu nedenle kigdi sebep olan maddelerin daha
etkili bir sekilde uzaklatirilabilmesi icin zorlu ¢evrgartlarinda gedimini strduirebilen
ve cok ceitli substratlari kullanabilen organizmalarin elddilmesine cagilmaktadir
(Bruins vd 2000a, Diaz 2004).

Yapilan bir camada, tek karbon kaypaeolarak toluen kullanilarak izole edilen

Psedomonasp. D8'in atik sudaki toluen vaginda benzen ve ger aromatik bilgikleri
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degrade edebildi gosterilmitir (Chang vd 1997). Benzer bir gahada petrol ile
Kirletiimis alanlardan izole edilelrPsedomonasswlarinin karbon sayisi 5-8 olan
alkanlari, tolueni ve naftalini kullanabifgi gosterilmgtir (Whyte vd 1997).
Antartika’da jet ucaklarinin yakitiyla kirlengnialandan tolueni tek karbon kayna

olarak kullanabilelPseudomonas putidaslari izole edilmgtir (Farrell vd 2003).

Agir metal iyonlari mikroorganizmalarin degradatifebigini etkileyen énemli bir
faktordir. Genellikle diiik konsantrasyondaki metal iyonlari mikroorganizanai
biyolojik parcalama kabiliyetini stimile edebilinkeyliksek konsantrasyonda inhibe
etmekte hatta bakteri Uzerinde toksik etki yardadktedir. Bazi bakteri turleri metal
iyonlarina kagi direnc mekanizmalari gelirmistir ve bu sayede metal iyonlarinin
varliginda biyodegradatif 6zelliklerini koruyabilgherdir (Bruins vd 2000b, Filali vd
2000). Ortam pH’'sinin da biyodegradasyonu etk@iedelirtiimistir (Sandrin ve Maler
2003).

2.4. Pseudomonasinsinin genel dzellikleri
2.4.1. Habitatlari

Pseudomondar toprak, su ve ciurumekte olan organik maddelerdeurtaul
mikroorganizmalardir. Bu ortamlar stinda sulak alanlarda ystirilen tarim
drtnlerinde, I&m cukurlarinda, tuvaletlerde, hastane ortami \stamelerde kullanilan
temizlik maddelerinde, solunum ve diyaliz cihazida ve hatta dezenfeksiyon

solusyonlarinda bile bulunurlar (Carson vd 1973).

Yapilan cakmalarda nehir suyundarPseudomonas spingsadistile sudan
Pseudomonas huttiensBseudomonas cepacia Pseudomonas lanceolatérleri izole
edilmistir (Carson vd 1973, Vachee vd 1997).

Caitli bitkilerden de izole edilenPseudomonadirleri bulunmaktadir. Cavdar,
zeytin, fasulye, leylak, patates vgeker pancarindarPseudomonas fluorescens
Pseudomonas syringae Pseudomonas aeruginosaslari izole edilmsgtir (Hirano ve
Upper 2000).

Ayrica deniz kaplumigasinin Caretta caretta L.) derisinden Pseudomonas
fluorescens izole edilmitir (Cabanes vd 1997). Sadhukhan vd (1997), balk
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solungacindan ve midesindePseudomonadirlerini izole etmgler ve bakterinin

HgClL'ye direncli old@gunu bildirmilerdir.

Pseudomondarin geng bir yayilim gostermeleri ¢ok basit ggin ihtiyacglarina
gereksinim duymalarindandir. Minimal besin varda 4-43°C gibi gegibir sicaklik
aralginda gelgebilirler. Cinsin bir ¢ok tlrinin getne gosterdii optimum sicakhk
30°C’dir. Tarlerin tamami nétral veya alkali pH @78.5) aralginda daha Iyi
gelismektedir (Cowan vd 1974).

2.4.2. Morfolojisi ve hiicre yapisi

0,5-1,0x1,5-5,0 um boyutunda diz veya hafiimé basillerdir. Pseudomonas
swlarinin, mikroskobik gérintmleri nadiren buyUk sekil olarak normalden ¢ok farkl
olabilirler. Bazi turlerin hicreleri ovalsekilli olabilirken bazi bitki patojenlerinin
hiicreleri 4 pm’den daha uzundurlar. Sahip olduktarveya birden fazla polar flagella
ile hareket ederler. Hareket icin gerekli olan @gyieaerobik metabolizmadan garlar.

Nadiren hareketsiz olaPseudomonasuslari da mevcuttur (Cowan vd 1974).
2.4.3. Pigmentasyon

Pigmentasyon, bakteriler tarafindan renkli kolometimi veya besiyeri ylzeyine
pigment salgilanmasi olup pigment treRseudomonasirlerinin ayriminda kullanilan
onemli bir 6zelliktir (Keskin ve Ekmek¢i 2003Pseudomondsr tarafindan Uretilen
pigmentlerin antibiyotik ve bakteriyosin 6zgjine sahip oldgu belirtiimistir (Vachee
vd 1997). Bakteriyel pigmentler sekonder metalsigén olup, optimungartlari ¢ok
degisken olmakla birlikte, ge$ime sicaklkgl, ortami ve besiyeri igeriklerine gla olarak
farkh renklerde olsturulurlar (Kanner vd 1978). Hassen vd (1998b),sgalarinda
kullandiklariPseudomonasinsine ait turlerin, ¢inko vaginda piyoverdin pigmentini
daha fazla sentezlediklerini ve ¢inkonun pigmerdtidmini arttirdgini gostermilerdir
(Hassen vd 1998b).

Pseudomonas aerugingda. putidag P. fluorescensP. chlororaphis P. syringageP.
cichorii gibi tdrler, diguk demir icerikli besiyerlerinde bol miktarda flesans
pigmentleri Uretmektedirler (Meyer ve Hohnadel 1,99@chee vd 1997). Gunumizde
King A (PseudomonasAgar F) ve King B PseudomonasAgar P) gibi spesifik

besiyerleri kullanilaralPseudomonasinsine ait turlerinin fluoresans pigmentleri pet
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uretmedikleri tespit edilebilmektedir (Vachee vd9T9 Keskin ve Ekmekci 2003p.
fluorescen$n King B besi ortaminda flouresin reiti bildirilmi stir (Baumann vd
1972).

Fenazinler Pseudomonakdrin suda ¢ozunebilir pigmentleridir. Suda ¢o6ziinen
pigmentler icinde en ¢ok bilinenleri pyoverdin wopyanindir. Dger fenazin pigmenti
ise, Ozellikle P. chlororaphisicgin karakteristik olan, suda gir pigmentlere kiyasla
daha az c¢ozinebilen ve koloni etrafinda kristalma Ozellgine sahip ysl bir

pigment olan klororafin (chlororaphin)dir (Kannet £978).

Lemonnierin P. lemonnierin swu icin karakterize olan hicre iginde bulunan

c6ziinmeyen bir pigmenttir (Fuller ve Mellows 1971).

Karotenoidler genellikle sari veya turuncu kien suda c¢ozinmeyen veP.
alcaligenes P. mendocinaP. versicularis P. flavg P. pseudoflavaP. palleronii P.
rhodos P. echinoides P. radiora gibi birgok tir tarafindan dretilen pigmentlerdir
(Fuller ve Mellows 1971).

Yali Pseudomonagkiltirlerinde (10 gunlik) melanin pigmentlerinimetildigi de
tespit edilmgtir (Hassen vd 1998b).

2.4.4. Gelisme ortamlari ve fizyolojik 6zellikleri

Pseudomondarin bir¢ok tlri amonyum iyonlari veya nitrat émerji veya karbon
kayngl olarak tek bir organik madde iceren c¢ok basit erah besiyerlerinde
gelisebilmektedir (Baumann vd 1972). Virulans faktorarak hemolizine sahip oldh
aeruginosa suwlari kanli besiyerlerinde hemoliz glururlar. Glukoz ve bazi
karbohidratlari oksidasyon yolu ile parcalayip adistururlar. Laktoz ve sukroza etki
etmezler.indol ve HS olwturmazlar. Metil kirmizisi ve Voges proskauer st
negatiftir. Kemoorganotrofik trleri fakultatif keshtotrof olup enerji kayng olarak
hidrojen ve karbonmonoksiti kullanabilirler. @mlugu aerobik olup bazi turleri nitrati
kullanarak anaerobik olarak gabilir. Ureyi amonyak haline ya da amogyaireye
cevirebilirler ve bunlari azot kaypaolarak kullanabilirler. Cgu asidik ortamlarda
gelisemezler. Oksidaz pozitif veya negatif olabilirldfatalaz pozitif olup lizin ve
ornitini dekarboksile etmezlePseudomonasirlerinin tek karbon kayrga iceren basit

besiyerlerinde gelebilme vyetenekleri karakterizasyon yapilmasi iciemel
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olusturmaktadir. Bu organik biggklerin sayi ve tiplerinin d@stirilmesi ile gelsmeyi
salayan bilsikler tespit edilerek, sabit kimyasal icerikli bgsilerine bu bilgiklerin
ilavesi ile izole edilen tirlerin tanimlanmasinaeoni katkilar sglanmstir (Cowan vd
1974).

2.4.5. Antimikrobiyal ajanlara direnclilik

Bakteriler antimikrobiyal maddelere kar cesitli  diren¢ mekanizmalari
gelistirmislerdir. Antibiyotikler bakteri tarafindan enzimatikaktivasyona gratilarak
veya parcalanarak, toksik etkisi yok edilmekteBinna en iyi érnelf3-laktam halkasina
sahip antibiyotiklere kar gosterilen direncliliktir. Orngin penisilin, penisilinaz enzimi
ile hidroliz edilmektedir (Hancock ve Speert 200R)oramfenikol antibiyotgi, asetil
transferaz enzimi ile kloramfenikoltn hidroksil gruasetillenerek inhibe edilmektedir.
Bu durumda antibiyotik, ribozomun 50S’lik alt birine balanamamakta ve bdylece
bakterinin protein sentezi devam etmektedir (Sib896). Aminogikozidler, ribozomun
30S’lik kuguk alt birimine bglanirlar ve mRNA’nin okunmasini bozarak protein
sentezini Onlerler. Bu antibiyotiklere direncli olabakteriler, aminogikozid grubu
antibiyotikleri N-asetilasyon, O-adenilasyon veyafd3forilasyona gratarak yapisini
degistirebilmektedirler (Silvia 1996).

Antibiyotigin  etki ettigi hedef bolgenin d@stirilmesi ile de direng
sgilanabilmektedir. Hedef bélgede bulunan aminoasidifistiriimesiyle, antibiyotgin
hedef bolgeye olan ilgisi azaltiimaktadir. Ofime penisilin, penisilin bglayan
proteinlere (PBP) geri dosiimsuz olarak hdanmakta ve bdylece peptidoglikan
sentezi inhibe edilmektedir. Penisilining@ndgl bu hedef bdlge (PBP)'de meydana
getirilen deisiklik sonucu antibiyotik bglanamamakta ve diren¢ @anmaktadir.
Ribozomlarda meydana getirilengigklikler sonucunda da eritromisin ve tetrasiklin

antibiyotiklerinin etkisi azaltiimaktadir (Silvia996).

Antibiyotigin hiticre icine gigi engellenerek toksik etkisine kar direng
sazlanmaktadir. Hicre membrani, antibiyiti hicre igine gigini engelleyen bir
bariyer gorevi yapmaktadir. Gram pozitif bakteriter sahip olduklari kalin
peptidoglikan tabakasi, gram negatiflerde bulunanndembrana goére koruyucigu
daha fazladir. Ancak gram pozitif bakterilerinsigle toksik maddelere kar daha
duyarh old@gu belirtilmistir. Dis membranda bulunan porinlerin (kanal proteinleri)
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sayisinda ve lipopolisakkarit miktarinda meydandriten dezisiklikler, bir bariyer
gorevi yapan membranin gegirggti etkilemekte ve antibiyogie kagi direnclilik
sglanabilmektedir (Hancock and Speert 200B). colinin dis hicre membraninda
madde tanimini sglayan OmcA, OmpC ve OmpF (porinler) bulunmaktadir.
Sefalosporin iceren besiyerinde ggilildi ginde hiicre membranindaki porin sayisinin
azaldgl ve antibiyotgin hicre icine giginin 6nlendgi belirtilmistir (Silvia 1996, Li vd
1997).

Hucre icine giren antibiyotik, aktif olarak ¢ré@ dgina atilarak sitoplazmadaki
konsantrasyonu azaltilmakta ve direnglaamaktadir (Hancock and Speert 2000).
Membranda bulunan bir¢ok integral proteinin, hiergyren antibiyotikleri aktif olarak
hiicre dgina pompalamasindan sorumlu gidubildirilmistir. Coklu ilag direnclilgi
(Multi drug resistance- MDR) ve Spesifik ila¢ digligi (spesific drug resistance-
SDR) gibi ¢aitli mekanizmalar sayesinde bakteriler toksik fikéerden
korunabilmektedir (Hancock and Speert 2000)

Pseudomonasirlerinin ¢gu antimikrobiyal ajanlara direnclidirler. Antibiyiét ve
ila¢ duyarhlgl calsmalari, yeni turlerin agiklanmasinigdayabilecek kadar 6nemli ve
faydali calgmalardir (Hancock and Speert 2000).

Bircok antimikrobiyal ajana kar direncli olmasina g@men Pseudomonas
enfeksiyonlarina kar kullanilan antibiyotikler de mevcuttur. En 6néngruplar
aminoglikozidler (gentamisin ve tobramisin gibigrsentetik penisilinler (karbenisilin,
tikarsilin ve piperasilin gibi) tUg¢tinctu kak sefalosporinler (seftazidim ve sefoperazon
gibi) quinolonlar (siprofloksasin) ve karbepenerdler(meropenem ve imipenem)
(Hancock and Speert 2000).

B-laktam antibiyotiklerden olan karbenisillin dirdiigzsi, plazmid DNA (zerinde
tasinan genlerde kodlanap-laktamazlardan kaynaklanmaktadir. Yapilan sgadlarla
bu plazmidlerin enterik bakterilerden transfer didesi gosterilmitir. Plazmidlere
bagli antibiyotik direngliligi, patojenPseudomonasrin sebep oldgu enfeksiyonlarin
tedavisinde ve bu plazmid DNA’larin@hr patojen grup bakterilere transfer olabilmesi

acisindan da énemlidir (Hancock ve Speert 2000).
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Floroquinolonlar birgok gram negatif baktegeitinde ekilidirler. Bu antibiyotikler
DNA gyrase enzimini inhibe ederek hicre bdlinmesiordurmaktadir (Algun vd
2004).

2.4.6. Plazmid DNA

Pseudomondar antibiyotiklere, metallere, antibakteriyel ajara, bakteriofajlara,
bakteriosinlere, fiziksel ajanlara kardirenclilik sglayan ve farkli metabolik 6zellik
kazandiran, plazmidlercestaan genler bakimindan oldukca zengindirler. Plafenin
bazilari gekme sartlarinda rol alirken, bazilarn g#i ajanlara (R plazmidleri) kar
direnclilige, bazilari daha o©nce kullanilmamkarbon kaynaklarini kullanabilme
kapasitesine etki ederler (Bruins vd 2003). Boyleaecinsin tyelerine ¢ok yonli fayda
sglamis olur. Son zamanlardPseudomonascinsine ait bircok plazmid yapisi
aciklanmgtir. En iyi bilineni baziP. putidasularinda bulunan TOL adindaki katabolik
plazmid olup toluen, ksilen ve benzer aromatik dtkler varliginda gelsme yetengini
kodlamaktadir (Silver 1992).

2.4.7. Antimikrobiyal Aktivite

Pseudomondar bazi antimikrobiyal bilgikler Uretseler de antibiyotik Uretimi
bakimindan zayiftirla?. fluorescens pseudominik asit v&. pyrrociniakultrlerinin
de pyrrolnitrin Gret@ bilinmektedir. Yapilan cagmalarla toprak veya bitkilerin
rizosferlerinde bulunan bazZPseudomonadurlerinin antagonistik aktivitesi olgu
gOsterilmitir. Tarim yapilan topraktan izole edilétseudomonasp. (NJ-101)’'nin bir
bitki patojeni olanFusarium cinsinin farkli tirlerine kan antifungal aktivitesinin

oldugu bildirilmistir (Bano ve Musarrat 2004).

Pseudomondarin bitkiler Uzerine vyararll etkileri, bitki icin patep olan
organizmalara kar dretmg olduklari antimikrobiyal bilgiklerle sinirli olmayip, bazi
Pseudomonasirleri bitki gelsimine de olumlu etkide bulunmaktadir. Ogire bazi
Pseudomonasuwlarinin bitki gelsimini stimile eden IAA (indol asetik asit) Urgitide
tespit edilmgtir (Bano ve Musarrat 2004, Torres-Rubio vd 2000).

Yapilan bir capmada, flouresan®seudomondsrdan olan,P. fluorescensAH2
swsunun Aeromonas salmonicid@izerinde 21 mm’lik inhibisyon zonu clwrdusu

tespit edilmgtir. Aeromonas salmonicidan bir balik tlrl olanSalmo salariizerinde
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patojen etkisi oldgu bilinmektedir. Bu nedenle baliklarin ygiiildigi havuzlara
probiyotik aktiviteye sahip olarP. fluorescensAH2 swu ilave edilerek baliklarin
lyilestirilebilecegi dusunulmistr. Bu calgmanin, henuz in vivo olarak denenmadi
belirtilmistir (Gram vd 2001).

Vachee (1997) ve arkagi mineral sudan izole ettikleRseudomonasularinin
Aeromonas sulari  Uzerine antagonistik etkide bulurgdunu Enterobacteriaceae
familyasina ait Uyeler ve bazi gram pozitif bakezg kagl ise etkisiz oldgunu

gostermglerdir.
2.4.8. Lipolitik ve proteolitik enzim Uretimi

Lipazlar ve proteazlar en 6nemli endustriyel engiraplarini olgturmaktadir. Bu
enzimler gida sanayi, deterjan, kimya endustrigyotibbi bilimler gibi ¢ok geni
kullanim alanina sahip enzimlerdir. Son zamanlduhgal ve bakteriyel enzim eldesi
biyoteknolojide blyuk ilgi gormektedir. Lipaz Uret@rganizmalar arasindaandida
Geotrichum Rhizopusve Thermomycesinsleri blytk énem gortrken, bakteri gruplari
arasinda is€’seudomonaginsi bakterilerin 6nem $adig1 bildirilmistir. Yapilan bir
calsmada izole edilen tinPseudomonasswlarinin lipaz Grefti rapor edilmgtir
(Arpigny ve Jaeger 1999).

Yapilan bgka bir calgmada ise sicaklik, pH ve kalsiyum konsantrasyonbigh

olarak bazPseudomonasularinin proteaz Uregti belirlenmitir (Hoshino vd 1997).



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. izolasyon kaynaklari

Csitli kaynaklardan aseptik kallara uygun olarak alinan 9 adet su ve 12 adet
toprak ornekleri steril vida kapakli renklselerde ve kaplumiga yuvalarindan alinan 2
adet embriyonlu yumurtalar asepgiirtlara uyularak steril kaplarda *&de muhafaza

edilmistir. Bakterilerin izole edildii kaynaklar ve bolgeler Tablo 3.1’de veriltir.

Tablo 3.1Bakterilerin izole edildii kaynaklar ve bolgeler

Bakteri kodu

izole edildi Kaynak

izole Edildigi Bélge

P1 Toprak Aliga Petrol Rafinerisi izmir
P4 Toprak Aliga Petrol Rafinerisi izmir
P8 Su Aliga Petrol Rafinerisi izmir
P14 Toprak Karagdl / Denizli

P15 Toprak Karagél / Denizli

P16 Kaplumbga Yumurtasi Dalaman / Mila

P18 Kaplumbga Yumurtasi Dalaman / Mila

P19 Su Aritim Tesisi / Denizli

P22 Su Aritim Tesisi / Denizli

P26 Su Korucuk / Denizli

P27 Su Guzelkdy / Denizli

P29 Su Gulzelkdy / Denizli

P33 Su Guzelkdy / Denizli

P34 Toprak Gulizelkdy / Denizli

P37 Toprak S$¥ma / Denizli

P39 Su Korucuk / Denizli

P40 Su Korucuk / Denizli

P41 Toprak Zeytinya Fabrikasi / Aydin
P43 Toprak Zeytinya Fabrikasi / Aydin
P44 Toprak Zeytinya Fabrikasi / Aydin
P45 Toprak Zeytiny@a Fabrikasi / Aydin
P46 Toprak Zeytinya Fabrikasi / Aydin
P52 Toprak Zeytiny&a Fabrikasi / Aydin
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3.1.2. Arastirmada kullanilan besiyerleri ve kimyasal malzemegr

Nutrient Broth (NB)

Peptone (Lab M) 50
Yeast extract (Merck) 29
Meat extract (Merck) 19

Sodyum klortr (Merck) 50
Distile su 1000 ml

6 N NaOH ve 6 N HCI kullanilarak pH 6,8’e algaims ve 122C’de 15 dk sterilize

edilmistir.

NB besiyeri, bakterilerin aktif§ériimesi ve gelsim gosterdikleri optimum sicaklik,
pH ve tuz konsantrasyonunun belirlenmesi icin kultaistir. Ayrica NB besiyerinde
aktiflestirilen bakteri kilttrlerine 1/3 oraninda glisefdlierck) ilave edilerek -2UC'de
muhafaza edilngtir. NB besiyerine 15 g/ml agar (Merck) ilave eddle Nutrient Agar
(NA) besiyeri elde edilngtir. NA besiyeri bakterilerin koloni morfolojilerin
belirlenmesi, stoklanmasi, ga@ metal direnglilginin ve antibiyotik duyarliginin
tespitinde kullanilmtir.

MacCONKEY Agar (Merck)

50 gr besi ortami 1000 ml distile suda ¢cozilmé pH’s1 7,1+£0,2'ye ayarlandiktan
sonra 121C'de 15 dk sterilize edilmgtir. Bu besiyeriPseudomonaszolasyonu icin

kullaniimistir.

Cetrimide Agar PseudomonaSelective Agar Base, Merck)

44,5 gr besi ortami 1000ml distile suda coeide lGzerine 10 ml gliserin ilave
edildikten sonra pH’si 7,2+0,2'ye ayarlanip 1€lde 15 dk sterilize edilngiir. Bu
besiyeri secici ve ayirtedici bir besi ortami olupseudomonaszolasyonu igin

kullaniimistir.

Skim Milk Agar
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Skim milk powder (Fluka) 108'de 15 dk sterilize edildikten sonra son
konsantrasyonu %10 olacakkilde, dnceden steril edilen vegsbulan NA igerisine
aktariimstir. Bu besiyeri izolatlarin proteolitik aktivitei@in belirlenmesi icin

kullaniimistir.

TribUtirin Agar

Pepton from meat (Merck) 2,50r

Pepton from casein (Merck) 2,5gr

Yeast extract (Merck) 3gr
Tribatirin (Merck) 10 mi
Agar (Merck) 15ar
Distile su 1000 mi

pH 7,5+0,2’'ye ayarlanngi ve 12FC’'de 15 dk sterilize edilngtir. izolatlarin

lipolitik aktivitelerinin belirlenmesi icin kullammistir.

Kanli Agar

%5 oraninda koyun eritrositi iceren besi ortamidmulmistir. izolatlarin hemolitik
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla kullanilgtr.

YEPD Broth

Pepton (Merck) 2 9r
Yeast ekstrakt (Merck) 1or
Glukoz (Riedel) 29r

Hidrojen Peroksit (KD,) (Merck)

%37’'lik HO.)den %3'lik HO, hazirlanmg ve bakterilerin katalaz aktivitesinin

belirlenmesi igin kullanilnstir.
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3.1.3. API 20NE identifikasyon kiti (Biomerieux)

APl 20NE sistemi Enterobacteriaceae familydisindaki gram negatif cinslerin
(PseudomonasAcinetobacter Flavobacterium Moraxella Vibrio, Aeromonasvb.)
identifikasyonu i¢in hazirlanrgy 8 geleneksel ve 12 asimilasyon testini igeren
standardize edilmi bir mikro metot sistemidir. APl 20NE veritabaBrucella ve
Francisella gibi gelsimleri icin 6zel besinleri ve 6n uyarilari gerektir cinsleri
kapsamamaktadir. Boyle turlerin v@rhda ekstra deneylerin ve glolama testlerinin

yapilmasi gerekmektedir.

APl 20NE stripleri kurutulmyu besiyeri ve substrat iceren 20 mikrotlpten
olusmaktadir. Saf bakteri kolonilerinden, steril seruimyolojik iceren tuplerde
siispansiyonlari hazirlanarak bu mikrotiiplere inekédlilmitir. inkiilbasyon esnasinda
metabolizma sonucu kend@jinden veya ayiraclara pla olarak renk dgisikli gine sebep
olmaktadir. Asimilasyon testleri icin ise AUX besiyle karstirilarak inokile edilen

bakteriler ger substrati kullanabilirlerse ggtbilmektedir.

API 20 NE Test Kitini Olgturan Geler :

- 25 APl 20NE stripi

- 25inkubasyon kutusu

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

- Mineral yg

- McFarland standart sivisi

AUX Medium icerii:

- Amonyum silfat 29
- Agar 15¢g

- Mineral base 82,8 mg
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- Amino asit 250 mg

- Vitaminler ve dger 35,9 mg

- Fosfat buffer 0,04 M
- Distile su 1000 ml
pH: 7,1

Stripler ve API 20NE (AUX) Medium 2°8 arasinda buzdolabinda muhafaza

edilmigtir.

API 20NE Kitinde bulunan Ayiraclar eerikleri

James J 2183 bilgigi 0,59
(5 ml) HCI (1 N) 100 ml
NIT 1 Sulfanilik asit 0,49
(5 ml) Asetik asit 304g
H,O 70 ml
NIT 2 N,N-dimetil-1-naftilamin 0,6 g
(5 ml) Asetik asit 3049
H,O 70 ml
Zn Cinko tozu 1049

NIT 1 ve Zn ayiraglari oda sicakhda, James ve NIT 2 ayiraclari iseG&rasinda
karanlik bir ortamda buzdolabinda muhafaza edilmiBu ayiracin normal rengi saridir
ve uzun sureli olarak buzdolabsohda tutulmasi sakincalidir. Pembe renksiwlasi bu
aylracin bozulmasingaret eder. APl 20NE striplerindeki reaksiyonlar s@nugclari
Tablo 3.2’de verilmytir.



Tablo 3.2API 20NE okuma tablosu
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. Sonug
Test Substrat REes;(i?r%gP /
Negatif |  Pozitif
Nitratin nitrite NIT 1+ an;ir/ngedk
NO3 Potasyum Nitrat reduksiyonu Renksiz Kirmizi
Nitratin nitrojene Zn /5 dk
rediksiyonu Pembe | Renksiz
James / hizli reaksiyon
TRP | Triptofan Indol Uretimi Renksiz -Aclk
: Pembe
yesil - Sari
GLU - : :
Glukoz Asidifikasyon Mavi —Ysil Sari
Turuncu
ADH Arginin Arginin dihodrolaz Sari Pembe
Kirmizi
Turuncu
URE | Ure Ureaz Sari Pembe
Kirmizi
Gri
ESC | Eskulin Hidroliz (3-glukosidaz) | Sari Kahve
Siyah
GEL | Jelatin Hidroliz (Proteaz) (I?g_ment S_|y_ah pigment
iflizyonu yok | diflizyonu
pNpPG | P-nitrofenil{3-D- B-galaktosidaz Renksiz Sari
galaktopiranosit
GLU | Glukoz Asimilasyon Seffaf Opak
ARA | Arabinoz Asimilasyon Seffaf Opak
MNE | Mannoz Asimilasyon Seffaf Opak
MAN | Mannitol Asimilasyon Seffaf Opak
NAG | N-asetil Asimilasyon Seffaf Opak
glukozamin
MAL | Maltoz Asimilasyon Seffaf Opak
GNT | Glukonat Asimilasyon Seffaf Opak
CAP | Kaprat Asimilasyon Seffaf Opak
ADI Adipat Asimilasyon Seffaf Opak
MLT | Malat Asimilasyon Seffaf Opak
CIT Sitrat Asimilasyon Seffaf Opak
PAC | Fenil-asetat Asimilasyon Seffaf Opak
OX Oksidaz Sitokrom oksidaz Renksiz Koyu mavi

Mavi
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3.2. Metot
3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Arsstirmada kullanilan toprak ve su ornekleri stegdttlar altinda 1 gr veya 1 ml
olmak lizere 9 ml steril fizyolojik suya ilave edi iyice karstirilmis ve 10'-10°
seklinde seri dilisyonlar gercektailmistir. Her bir dilisyondan 0,1 ml alinarak
MacCONKEY Agar besiyerine inokile edilgtir. Ornekler steril drigalski spatlii ile
besi ortami yuizeyine homojegekilde yayilmstir. Petriler 37+0,3C’de 24-48 saat
inkiibe edilmgtir. Ureme gosteren bakterilerdgeffaf renkli kiigiik koloniler secilerek
Cetrimide Agar besiyerine aktarilghr. Petriler, 24-48 saat 37+0'de inkiibe edilmj
ve besiyeri ylzeyinde geéin bazi koloniler secilerek gram boyama yapsimi
Hazirlanan preparatlar mikroskop altinda incelekegeam negatif ve cubugeklinde

olan bakteriler secilmngtir (Malik ve Jaiswal 2000, Jensen vd 2001).
3.2.2. izole edilen sglarin muhafazasi

izole edilen sglar, 12PC'de 15 dakika sterilize edilmiNutrient Agar iceren
tuplerde +4C’de muhafaza edilrgiir.

3.2.3. Bakterilerin tiplendiriimesi

Izolatlarin tir duizeyinde tiplendiriimeleri, entedkmayan gram negatif basiller icin
spesifik olan biyokimyasal test kiti (APl 20NE) ilgapiimstir (Vachee vd 1997,
Richard ve Vogel 1999, Wang ve Jayarao 2001).

Bu amagla nutrient broth besiyerinden safikigtr nutrient agar besiyerine ekilerek
aktif hale getirilmglerdir. Bu petrilerden 6ze kullanilarak 1-4 kolahéha 6nceden
kullanima hazirlanngi 2 ml'lik %0,85'lik steril serum fizyolojik tUplene inokile
edilmis ve steril mikropipetler kullanilarak 0,5 McFarlabdlanikliliginda homojen bir
suspansiyon hazirlangtr. Bu suspansiyondan ayni pipetle N@stinden PNPG
testine kadar hava kabaicikalmayacaksekilde sadece tlp kisimlarina inokilasyon
yapiimstir. Daha sonra bu sispansiyondan 200 pul AUX Methiueklenerek hava
kabarcgl olusturmayacaksekilde kargim salanmstir ve bu kagim kalan GLU
testinden PAC testine kadar hem tlip hem de kuyumkas dolacaksekilde inokile
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edilmistir. Kuyu kisimlarinin konveks ya da konkav olmamafiz bir sekil almasi

salanmstir. Daha sonra GLUADH ve URE testleri icin anaerobik ortam g@amak

amaciyla mikrotuplerin kuyu kisimlari konveks méiiis seklinde mineral yg ile

doldurulmutur.

Bir tabla ve bir kapaktan gan inkiibasyon kaplarinda nemli bir ortanglamak
amaciyla 5 ml distile su petekli yapidaki tablayagitdimistir. Mikrotiplerden olgan
stripler bu tablalara yergrilerek kapaklari kapatilimtir. Sus numaralari inkiilbasyon
kutularina yazilarak slarin karsmasi 6nlenngi ve 30+0,2C’de 24 ve 48 saat inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda_ GLUADH, URE, ESC, GEL ve PNPG test sonuglari
kaydedilmitir. NOs testi icin ise 6nce NIT 1 hemen ardindan NIT 2 aglari

damlatilarak 5 dk beklengieser sonu¢ negatif ise 2-3 mg Zn tozu eklenerek 5dk
sonra tekrar sonu¢ alingr. TRP testi icin kuyugta bir damla James ayiraci
damlatilarak reaksiyon sonucu hemen kaydedilmiAsimilasyon testlerinde ise kuyu
kisminda opak renk gorilmesi bakteriyel grekenin pozitif oldgunun gostergesidir. 24
saatlik inkiibasyon sonunda yapilan kiemlerin ardindan ayira¢ eklenen test tupleri
mineral y& ile kapatilarak 24 saat daha inkube edjlwe 48 saat sonunda sonuglar
tekrar kaydedilmitir. Reaksiyon sonuclari Tablo 3.2'ygdre okunmsg ve sonuclar

sonug cizelgelerine kaydedilgti.

Sonug cizelgelerinde testler 3 testlik gruplalinde ayrilmglar ve gruptaki testler 1,
2 ve 4 sayilarini kodlayacajekilde numaralandirilrgiir. 21.test oksidaz testi olup 4
sayisi ile kodlanmstir. Her grup icindeki sonuclara glaolarak ortaya 7 haneli bir sayi
ortaya cikmaktadir. Elde edilen 7 haneli sayilaagikk gelen bakteri sglarinin adlari

bilgisayar programi ile belirlenstir.
3.2.4. izolatlarin hemoliz 6zelliklerinin belirlenmesi

izolatlarin hemolitik 6zelliklerinin belirlenmesi amiyla%5 koyun eritrositi iceren
Kanli Agar besiyeri kullaniimgtir. NB’de aktiflestirilip yogunlugu 0,5 McFarland
(1,5%<10% hiicre/ml) bulaniklik tiipiine gére ayarlanan baktéttiirlerinden Blood Agar
Base igceren petrilere gizgi ekim yapiftm. 37°C de inkube edilerek 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon sonunda kolonilerin etrafinda meydanangeonun tipine goére sonuglar

deserlendirilmistir (Castro-Escarpulli vd 2003).



25

3.2.5. izolatlarin katalaz aktivitelerinin belirlenmesi

Izolatlarin katalaz aktivitesini test etmek amaciydkteriler 5 ml'lik steril Nutrient
Broth besiyerine %1 oranindasilanms ve 37+0,2C'de 24 saat inkiibasyona
birakilmstir. Sire sonunda kulttrler Gzerine %3’luk®d ilave edilip gaz olgumu
kontrol edilmitir (Temiz 2000).

3.2.6. izole edilen Pseudomonas suslarinin  gelisim gosterdikleri optimum

kosullarin belirlenmesi

Farkli tuz konsantrasyonlari, pH ve sicakliégetlerinin izolatlarin gefimleri
Uzerine etkileri argirilmistir. Bu amagcla; %0,5; %1,0; %1,5; %2,0; %3,0 ve Go4,
oraninda NacCl iceren ve pH ghi 6,8’e ayarlanan Nutrient Broth besiyeri tlpléter
ml olacaksekilde paylatiriimistir. pH’ nin etkisini goézlemleyebilmek icin pH’s1,%
6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5 ve 9,0 olan %0,5 ardaiNaCl iceren 5’er ml'lik Nutrient
Broth besi ortamlar kullanilgiir. Sicaklgin etkisini 6lgmek amaciyla %0,5 oraninda
NacCl iceren ve pH’si 6,8 olan 5’er ml'lik Nutriefdroth besi ortami kullaniingtir.
Kullanilan besi ortamlari 12Cde 15 dakika sterilize edilgive sterilizasyonun
kontrolii icin 37C de 24 saat etiivde bekletiktmi. iki kez aktiflestirilen ve 0,5
McFarland (1,510 hiicre/ml) bulaniklik tipiine gore ayarlanan baktéttirlerinden,
besi ortamlarina %21’'lik ekimler yapilgtir. pH ve tuz etkisini belirlemek amaciyla
kullanilan tiplerin 37C de 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonuclagedendirilirken,
sicaklik etkisinin belirlenege tiplerde 4, 10, 15, 25, 28, 30, 35, 37, 41, &yd 50C
de 24 ve 48 saatlik inkilbasyon sonunda tiplerdeydare gelen bulaniklik
degerlendirilmistir (Cowan vd 1974).

3.2.7. Pseudomonasuslarinin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenrse amaciyla “disk difiizyon”
metodu kullaniimgtir  (Collins 1995, Castro-Escarpulli vd 2003).izolatlarin
antibiyotiklere kagi olan duyarliliklarinin tespiti icin kullanilan &iniyotik diskleri ve
konsantrasyonlari Tablo 3.3'de veriki. NB’de aktiflestirilen ve ygunlugu 0,5
Mcfarland bulaniklik tipline gére ayarlanan bakigiitirlerinden 100 ul alinrgive
NA iceren petrilere inoklle edilstir. Kaltlr, drigalski 6zesi ile besi ortaminin

ylzeyine homojen bigekilde yayilmstir. Antibiyotik diskleri, steril bir pens yardinie
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besi ortami ylizeyine yegrilmis ve 37°C’de 24 saat inkibe edildikten sonra diskler
etrafinda meydana gelen inhibisyon zonlari mm ohsn 6lculmgtiar (Castro-
Escarpulli vd 2003). Elde edilen zon caplari NagioGommittee for Clinic Laboratory
Standarts’a gore gerlendirilmistir (NCCLS 1999).

Tablo 3.3Calismada kullanilan antibiyotik diskleri ve konsantrashari

Antimikrobik Madde Sembol Konsantrasyon
Netilmicin (Oxoid) NET 30 ug
Cefoclor (Oxoid) CEC 30 ug
Azithromycin (Oxoid) AZM 15 ug
Ceftizoxime (Oxoid) ZOX 30 ug
Cefepime (Oxoid) FEP 30 ug
Erythromycin (Oxoid) E 15 ug
Tobramycin (Oxoid) TOB 10 pg
Cefuroxime (Bioanalyse) CXM 30 mcg
Cephalothin (Bioanalyse) KF 30 mcg
Chloramphenicol (Bioanalyse) C 30 mcg
Cefadroxil (Bioanalyse) CFR 30 mcg
Novabiocin (Bioanalyse) NV 5 mcg
Ampicillin (Bioanalyse) AM 10 mcg
Trimethroprim Sulfamethoxazole SXT 1,2 ug +23,75 ug
(Bioanalyse)

Piperacillin (Bioanalyse) PRL 100 mcg
Tetracycline (Bioanalyse) TE 30 mcg
Vancomycin (Bioanalyse) VA 30 mcg
Cefoperozone (Bioanalyse) CEP 75 mcg
Cefoxitin (Bioanalyse) FOX 30 mcg
Cefotaxime (Bioanalyse) CTX 30 mcg
Gentamycin (Bioanalyse) CN 10 mcg
Ciprofloxacin (Bioanalyse) CIP 5 mcg
Clindamycin (Bioanalyse) DA 2 mcg
Oxacillin (Bioanalyse) OX 1 mcg
Imipenem (Bioanalyse) IMP 10 mcg
Amikacin (Bioanalyse) AK 30 mcg
Teicoplanin (Bioanalyse) TEC 30 mcg
Amoxicillin+Clavulanic acid AMC 20 mcg+ 10 mcg
(Bioanalyse)

Piperacillin/Tazobactam (10:1) TZP 110 pg
(Bioanalyse)
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3.2.8. Pseudomonasswslarinin bazi patojen ve kontaminant mikroorganizmalar

uzerine inhibisyon etkisi

izole edilenPseudomonasulari 37+0,FC’de 16-18 saat 10 ml NB besiyerinde

gelistirilmi stir. Aktif kaltirler 5000 devir/dakika’da 15-20 diéda santrifijlenmg ve
supernatant kisim 0,2 um por capina sahip disgodilite ile steril edilmgtir.
Calismada test mikroorganizmalari olar@k albicans B. cereusRSKK 863,B. subtilis
ATCC 6633,S. aureusATCC 25923,Staphylococcusureus ATCC 12598,E. coli
ATCC 25922 E. coli ATCC 35218,K. pneumoniaATCC 27736,M. luteusNRRL B-
4375,Pr. vulgarisATCC 96026 P. aeruginosaNRRL B-23 veY. enterocoliticeRSKK
1501 kullaniimgtir.

Test mikroorganizmalari Nutrient Broth beslgende gelstiriimis ve aktif
kultarlerden steril petrilere 100 ul aktarikta. Her bir petriye daha 6énceden steril
edilen ve sicakfi 45-50C’ye ayarlanmy olan NA besiyerinden 20 ml ilave edilip, test
mikroorganizmalari ve besiyerinin homojen bgekilde kargmasi sglanmstir.
Katilasan agarl besiyeri tzerinde 1 cm capindaki starbukla kuyular acilngi ve
kuyularin tabanlar steril agarla kapatgim Kuyulara 100’er pl sipernatant ilave
edilerek 37+0,1C’de 24 saat inkibasyona birakighm. Sidre sonunda kuyu
cevresindeki zonlarin ¢capr mm cinsinden olciitail (Grinstead ve Barefoot 1992,
Reinheimer vd 1990 ).

3.2.9. izolatlarin proteolitik aktivitelerinin belirlenmesi

izole edilenPseudomonasuslarinin proteolitik aktiviteleri %1&kim milk powder
iceren Nutrient Agar besi ortami kullanilarak “aggpot” ve “agar-kuyu difiizyon”

metotlari ile belirlenmtir.

Spot yonteminde; otoklavda FZlde 15 dakika sterilize edilen besi ortami 6nceden
steril edilmi petrilere dokulerek katganasi sglandiktan sonra sterilizasyonun
kontroll amaciyla 24 saat 37de inkibe edilmitir. 5’er ml steril Nutrient Broth iceren
tiplerde 37+0,9C’de 16-18 saat inkiibe edilen vegymluzu 0,5 McFarland (15 10°
hicre/ml) bulaniklik tiplne goére ayarlanan baktéturlerinden 5’er phlinarak, besi

ortaminin ylzeyine belirli araliklarla nokta (spekimi yapilmstir. 37°Cde 24 ve 48
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saatlik inkibasyon sonrasinda, gefi bakteri kolonilerinin etrafinda meydana gelen

hidroliz zonlari mm cinsinden 6l¢ulrgtir.

Agar-kuyu difizyonmetodunda ise; izolatlar 37+0’'de 16-18 saat 5 ml NB
besiyerinde gedtirilmistir. Aktif kadlttrler 5000 devir/dakika’'da 15-20 dikia
santrifijlenmg ve stipernatant kisim 0,2 pm por ¢apina sahip siigigofiltre ile steril
edilmistir. %10 skim milk powder iceren Nutrient Agar besi ortanmetinde 1 cm
capindaki steril cubukla kuyular acignive kuyularin tabanlar steril agarla
kapatiimstir. Kuyulara 100’er pl stpernatant ilave ediler@k+0,°’C'de 24 ve 48
saatlik inkibasyon sonunda kuyularin c¢evresindesnlarin ¢capi mm cinsinden

Olctlmistr (Castro-Escarpulli vd 2003).
3.2.10.izolatlarin lipolitik aktivitelerinin belirlenmesi

izolatlarin lipolitik aktivitelerini belirleyebilmekamaciyla Tribitiriniceren besi
ortami kullaniimgtir. Otoklavda 121C de 15 dakika sterilize edilen besi ortami
onceden steril edilngipetrilere dékllerek katiganasi sglandiktan sonra sterilizasyonun
kontrolli ve besi ortaminin yizeyinin kurumasi amlaci24 saat 37T’de inklibe
edilmistir. iki kez aktifltirilen ve yggunlugu 0,5 McFarland (16 10° hiicre/ml)
bulaniklik tipine gore ayarlanan bakteri kiltiiden 5’er plalinarak, besi ortaminin
ylzeyine belirli araliklarla nokta (spotgkimi yapiimstir. 37°C de 24 saatlik
inkilbasyon sonrasinda, gelh bakteri kolonilerinin etrafinda meydana geledrdliz

zonlari mm cinsinden 6lculngtiir (Castro-Escarpulli vd 2003).
3.2.11.izolatlarin agir metallere karsi direncliliklerinin belirlenmesi

izole edilenPseudomonasuwlarinin @&ir metallere kan toleranslari “agar-kuyu
difizyon” metodu kullanilarak Nutrient Agar besiyete belirlenmgtir (Hussein vd
2004). Cakmada, MnSQH,0 (Merck), CdNOs.4H,O (Fluka), CoNOs.6H,O (Fluka),
CrN3Og.9H,O (Aldrich), Pb(NQ), (Merck), CuSQ.5H,O (Merck), NNiOg.6H,O
(Fluka), ZnSQ.7H,O (Carlo-Erba) ve Al(N@)3.9H,O (Merck) metal tuzlarinin 10, 25,
50, 100, 150, 200, 250, 300, 400 ve 500 mmol/LHdnsantrasyonlari kullanilgtir
(Hassen vd 1998a). Ayrica izolatlarin ikili ve Uchietal kombinasyonlarina kar
direnclilik durumlar da test edilgtir (Hussein vd 2004). Kombinasyonlar
hazirlanirken konsantrasyonlar tekli metal konseytonlar ile ayni alinngr.
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Hazirlanan metal ¢Ozeltileri 110°’de 15 dakika steril edilngiir (Hassen vd 1998a,
Hassen vd 1998b)izolatlar 5’er ml'lik steril Nutrient Broth besiyentinde iki kez
gelistiriimis ve ygunlugu 0,5 Mcfarland bulaniklik tipine gére ayarlanchk&onra
steril petrilere 100 pl aktarilgtir. Her bir petriye daha 6nceden steril edilen ve
sicaklgl 45-50C'ye ayarlanmy olan NA besiyerinden 20 ml ilave edilip, baktdg i
besiyerinin homojen birsekilde kargsmasi sglanmstir. Katilasan agarl besiyeri
uzerinde 1 cm capindaki steril gubukla kuyular ragilve kuyularin tabanlari steril
agarla kapatilmtir. Kuyulara, dnceden hazirlanip steril ediinmetal ¢ozeltilerinden
100’er ul ilave edilerek 37+05C'de 24 saat inkiibasyona birakigtm. Sire sonunda
kuyu cevresindeki inhibisyon zonlari ¢apit mm cidgn olcilmigtir (Hassen vd
1998a). Cakmada kullanilan bitiin cam malzemeler deneylerdee e sonra asitli
sudan (0,1 M HCI) gegcirildikten sonra durulaniptitkssudan gegirilniitir (Hussein vd
2004).

3.2.12.Naftalin toleransi

izole edilen Pseudomonassuslarinin biodegradasyon 6zelliklerinin ah@lmasi
amaciyla 0,01; 0,02; 0,024; 0,03; 0,04; 0,05; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0, 2,5; 3,0; 3,5;
4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,25; 6,5; 6,75; 7,0, 7,2%; 8,0; 9,0; 10 ve 12,5 pg/mi
aralgindaki naftalin (Merck) konsantrasyonlari kullamek, oncelikli olarak NK
degerleri tespit edilmitir (Filali vd 2000). Cakmada kullanilan naftalin, metanolde

cOzillerek 0,2 pm por ¢apina sahip disposible filirsteril edilmitir.

Steril NB iceren tup serileri hazirlanarak @d@mceden NB’de iki kez aktif§grip 0,5
MacFarland yguluguna ayarlanan bakteri kultirlerinden hazirlanan gilerine
%1'lik ekimler yapilmstir. TUp serilerindeki NB, ilave edilecek steril ftadin
¢cOzeltisinin hacmi de g6z onunde bulundurularak saemi 5 ml olacaksekilde
hazirlanmgtir. Ekim yapilan tuplere belirlenen konsantrasgenilerinde naftalin ilave
edilmistir. Tupler 37°C de 24 ve 48 saat inkiilbasyona Hmatir. inkiibasyon sonunda
Uremenin gorilmegdi en digik naftalin miktarinin bulundiu tip MIK degeri olarak
degerlendirilmistir (Filali vd 2000).

Pseudomonasuwlarinin naftalin variginda gelsimlerini test etmek amaciyla 250
ml'lik erlenlere 100’er ml NB hazirlanip sterilizedilmistir. Iki kez aktiflestirilip 0,5

MacFarland ygunluguna ayarlanan bakteri kiltirlerinden erlenlere #%l8kimler
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yapiimstir. Calsma iki paralelli olarak yapilmgtir. Belirlenen MK tlUplndeki
konsantrasyon baz alinarak 100 ml NB iceren enengeril naftalin ¢cozeltisi ilave
edilmistir. Kontrol grubu olarak naftalin icermeyen NB besi kullaniimtir. Belirli
zaman araliklarinda kaltor ortamlarindan alinanekler 1:10 oraninda sulandirilarak
spektrofotometrede 600 nm’de okungtur (Filali vd 2000).
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4. BULGULAR

4.1. Bakterilerin Izolasyonu ve Biyokimyasal Testler

MacCONKEY Agar'da uguk pembe renkte kolonighlman ve Cetrimide Agar'da
gelisme gosteren izolatlarin mikroskobik goruntilerinimcelenmesi sonucu Tablo
3.1'de belirtilen bolgelerden alinan embriyonlu kepbagia yumurtalari, toprak ve su
orneklerinden toplam 23 bakteri izole editmi Bu bakterilerin pgment Uretimleri
tespit edilerek, oksidaz, katalaz ve hemoliz testy@apiimstir (Tablo 4.1). NA'da

pigment UretePseudomonaswlarinin goruntisigekil 4.1'de verilmstir.

4.2. Bakterilerin Tiplendirilmesi

API 20NE identifikasyon kiti kullanilarak tiphelirilen izolatlarin test sonuclari Tablo

4.2'de verilmitir.

Identifikasyon test sonuglariningelendiriimesi sonucunda 23 izolattan 6 tanesi
Pseudomonas stutzefl tanesPseudomonas putigd@ tanesPseudomonas aerugingsa
1 tanesi Pseudomonas fluorescend tanesi Pseudomonas mendocind tanesi
Aeromonas hydrophlla/caviage 5 tanesChryseomonas luteolalarak tespit edilmgtir.

1 izolat tanimlanamazken 2 izolatin test sonu¢iplendirme igin yetersiz bulunngtur.
Calismada toplam 13 ad&seudomonasusu izole edilmgtir. API 20NE identifikasyon
kiti ile tiplendirilen sylarin adlari, izolasyon kaynaklari ve @aluk yuzdeleri Tablo

4.3'de verilmitir.

izolatlarin %4’luk kismini tanimlanamayan izolattaustururken, %13'lik kismini
yetersiz tanimlanan izolatlar, %26’lik kismiRseudomonas stutzefo13’luk kismini
Pseudomonas putida%9’luk kismini Pseudomonas aerugings&o4’lik kismini
Pseudomonas fluorescerf4’lik kisminiPseudomonas mendocjnz4’lik kismini
Aeromonas hydrophlla/caviae)ve %22’lik kismini Chryseomonas luteola
olusturmuwstur. P. aeruginosaP16 sgunun APl 20NE kitindeki reaksiyonla§ekil
4.2’de gosterilmtir.
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Tablo 4.11zolatlarin bazi biyokimyasal test sonuclari

Bakteri Pigment | Oksidaz Katalaz Hemoliz tipi

kodu dretimi 24 saat 48 saat
P1 - - - NH NH
P4 - - - NH ZAYIF a
P8 - - + NH NH
P14 - + + NH NH
P15 - - + NH NH
P16 + + +++ GUCLUB GUCLUB
P18 - + - NH NH
P19 - + - NH NH
P22 - + ++ NH NH
P26 - + ++ NH NH
P27 - + ++ B B
P29 - - ++ NH NH
P33 - - +++ NH NH
P34 - - + NH NH
P37 - - ++ NH NH
P39 - + ++ NH GUCLUa
P40 - + ++ NH NH
P41 Z + ++ NH NH
P43 - + + NH NH
P44 - + + NH NH
P45 Z + + NH NH
P46 - + + NH NH
P52 - - + NH NH

(2) : Zzayif uretim, (-) : Negatif reaksiyon, (+)Pozitif reaksiyon, (++) : Giclu pozitif reaksiyof++) : Cok gucli
pozitif reaksiyon, NH : non-hemolitika : o -hemolitik, B : B-hemolitik. * 25-30°C,” 25-35°C arasinda sarimsi
renkte pigment Uretimi gézlenstir

Sekil 4.1 Pseudomonas aeruginogdal6 sgunun Nutrient Agar’da pigment tretimi
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Sekil 4.2 Pseudomonas aeruginoBd.6 syunun API 20NE kitindeki reaksiyonlari

Tablo 4.2 AP1 20NE identifikasyon kitiyle yapilan biyokimyddastlerin sonuclari
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(-) : Negatif reaksiyon, (+) : Pozitif reaksiydNO3 : Potasyum nitrat, TRP : Triptofan, GLGlukozdan asit
tretimi, ADH : Arginin, URE : Ure, ESC : Eskiilin, GEL : Jelatin, PNPG : p-nitrofeg3-D-
galaktopiranosit, GLU : Glukoz kullanimi, ARA : Argloz, MNE : Mannoz, MAN : Mannitol, NAG : N-
asetil glukozamin, MAL : Maltoz, GNT : Glukonat, CARKaprat, ADI : Adipat, MLT : Malat, CIT :
Sitrat, PAC : Fenil asetat, OX : Oksidaz.
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Sus no Bakteri adi izolasyon kayna Kaynak ttrti | Dogruluk
yuzdesi (%)

P1 Tanimlanamadi Al Petrol Rafinerisi / | Toprak
fzmir

P4 Aeromonas hydrophlla/caviae Aliaga Petrol Rafinerisi / | Toprak 99.7
[zmir

P8 Chryseomonas luteola Aliaga Petrol Rafinerisi/ | Su 99.7
[zmir

P14 Yetersiz tanimlama Karago6l / Denizli Toprak

P15 Chryseomonas luteola Karago6l / Denizli Toprak 99.7

P16 Pseudomonas aeruginosa | Kaplumba&a Yumurtasi / | Kaplumbaa 99.5
Dalaman Yumurtasl

P18 Pseudomonas putida Kaplumbga Yumurtasi / | Kaplumba&a 74.3
Dalaman Yumurtasl

P19 Pseudomonas stutzeri Aritim Tesisi / Denizli Su 99.5

p22 Pseudomonas aeruginosa | Aritim Tesisi / Denizli Su 71.1

P26 Pseudomonas fluorescens | Korucuk / Denizli Su 83.7

P27 Pseudomonas stutzeri Guzelkdy / Denizli Su 99.5

P29 Yetersiz tanimlama Guzelkoy / Denizli Su

P33 Chryseomonas luteola Guzelkody / Denizli Su 99.7

P34 Chryseomonas luteola Guzelkoy / Denizli Toprak 99.7

P37 Chryseomonas luteola Sigma / Denizli Toprak 99.7

P39 Pseudomonas stutzeri Korucuk / Denizli Su 99.5

P40 Pseudomonas stutzeri Korucuk / Denizli Su 99.5

P41 Pseudomonas putida Zeytinyas| Fabrikasi / Toprak 94.8
Aydin

P43 Pseudomonas putida Zeytinyasl Fabrikasi / Toprak 99.6
Aydin

P44 Pseudomonas stutzeri Zeytinyas Fabrikasi / Toprak 99.7
Aydin

P45 Pseudomonas mendocina | Zeytinygsl Fabrikasi / Toprak 99.6
Aydin

P46 Pseudomonas stutzeri Zeytinyas Fabrikasi / Toprak 99.7
Aydin

P52 Yetersiz tanimlama ZeytinyaFabrikasi / Toprak

Aydin
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4.3. Izole edilen Pseudomonas Suslarinin  Gelisim Gosterdikleri  Optimum

Kosullarin Belirlenmesi

izole edilen Pseudomonasularinin %0,5; %1,0; %1,5; %2,0; %3,0 ve %4,0
oraninda NacCl iceren ve pH ghi 6,8'e ayarlanan Nutrient Broth besiyerindeki
gelisimleri Tablo 4.4’de verilmitir.

Calgilan tim konsantrasyonlard®seudomonastirlerine ait sglarin gelitigi
gozlenirken, sadecP. putidaP43 nolu sgun %3,0 ve %4,0 tuz konsantrasyonunda

gelismedigi gorulmistar.

Tablo 4.4 Pseudomonasularinin farkli tuz konsantrasyonlarinda gisti

NaCl konsantrasyonu (%)
Pseudomona
suslan 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 4,0
P. aeruginos&16 ++ ++ ++ ++ ++ ++
P. aeruginos&22 + + ++ ++ ++ ++
P. putidaP18 ++ ++ ++ ++ ++ ++
P. putidaP41 ++ ++ ++ ++ + Z
P. putidaP43 + + + + - -
P. stutzeriP19 ++ ++ ++ ++ ++ ++
P. stutzeriP27 + z Z Z Z 7
P. stutzeriP39 ++ ++ ++ ++ ++ +
P. stutzeriP40 + + + + +
P. stutzeriP44 + + + + + 7
P. stutzeriP46 + + + + +
P. fluorescens ++ ++ +++ +++ ++ +
P26
P. mendocind45 + ++ ++ ++ + +

(2) : zayif gelsim, (-) : Bakteri gekimi yoktur, (+) : Normal gelime, (++) : Y@un gelsme, (+++) : Cok ygun

gelisme

Izole edilen Pseudomonasularinin farkl pH dgerlerindeki gekimleri Tablo

4.5'de verilmitir. Tabloda da goruldiu gibi P. stutzeriP44 ve P46 nolu slar sadece



36

pH 5,5 ve pH 6,0'da gelne gostermemgiir. Bu sular diindaki bakteriler tim pH

araliklarinda gegmistir

Tablo 4.5Pseudomonasularinin farkli pH dgerlerinde gekimi

pH degerleri
Pseudomonas 55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,(
suslari
P. aeruginos&16 ++ ++ ++ ++ + + + +
P. aeruginosd22 + + + ++ ++ + + +
P. putidaP18 + + + + + + + +
P. putidaP41 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
P. putidaP43 Z + + ++ + + + +
P. stutzeriP19 Z + + + + + + +
P. stutzeriP27 ++ ++ ++ ++ + + + +
P. stutzeriP39 Z + + + + + + +
P. stutzeriP40 + + ++ ++ + + + +
P. stutzeriP44 - - Z + + + + Z
P. stutzeriP46 - - + + + + +
P. fluorescen®26 + + + ++ ++ ++ ++ ++
P. mendocind@45 + + + + + + + +

(2) : Zayif geliim, (-) : Bakteri gekimi yoktur, (+) : Normal gefime, (++) : Y@un gelsme, (+++) : Cok ygun
gelisme

izole edilen Pseudomonasuslarinin  farkl sicaklik dgerlerindeki gekimleri

Tablo 4. 6’da verilmtir.

izole edilenPseudomonasuslarindan sadece. putidaP41, +4°C’'de zayif bir ireme
goterirken dger sylarin bu sicaklikta galemedgi gozlenmgtir. P. putidaP43 syunun
ise 10°C’de gejemedgi tespit edilmgtir. 41 ve 42°C’deP. putidaP41 sgu gelsme
gostermemsitir. Denenen sicaklik arginda 45 ve 5C’de sylar arasinda sadede
fluorescend?26 syu zayif gelgme gosterirken, g@er tum sglarin gelsimlerinin inhibe

oldugu gozlenmgtir.



Tablo 4.6 Pseudomonasularinin farkli sicaklik dgerlerinde gekimi
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Sicaklik degerleri (°C)

Pseudomonas

suslari

+4

10

15

25

28

30

35

37

41

™

P.

aeruginosa&16

P.

aeruginosd22

P.

putidaP18

. putidaP41

. putidaP43

. StutzeriP19

. stutzeriP27

. stutzeriP39

. stutzeriP40

. stutzeriP44

. stutzeriP46

. fluorescen$26

T| ©W| ©| ©U| Wl ©W| U Wl U T

. mendocind®45

+

+

+

+

+

4.4. izole

gostermg olduklari inhibisyon zon c¢aplari Tablo 4.7'de Vistir. Elde edilen zon

(2) : Zayif gelsim, (-) : Bakteri geimi yoktur, (+) : Gelgme vardir

Belirlenmesi

izole edilerPseudomonasuslarinin bu cakmada kullanilan antibiyotiklere kar

Edilen Pseudomonas Sularinin

Antibiyotik  Duyarhliklarinin

caplarina gore stlarin antibiyotiklere kan duyarlilik ve direnclilik durumlari Tablo

4.8'de gosterilmtir.
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Tablo 4.7 Pseudomonasularinin bazi antibiyotiklere kargosterdikleri inhibisyon

zon caplari (mm)

o Inhibisyon zon capi (mm: ¢ap)
Antibiyotik
P16 | P22| P18 P41 P43 P19 PR7 R39 |PRA4| P46| P26 P45
NET 12 12 12 8 16 12 10 12 14 14 1p 16 12
CEC - - - - - } - - - - - : -
AZM 8 10 14 - 24 12 10 10 1Q 16 18 20
ZOX 4 4 |8 6 14 6 - 4 - 20 16 12 6
FEP 8 10 14 6 16 12 10 10 16 18 18 18 B
E - - - - 12 - - - - 14 14 12 -
TOB 16 10 12 10 14 8 6 10 1 8 10 g
CXM - - - - 6 - 8 - 10 6 4 8 -
c - - - - 14 - - - - 10 20 22 -
CFR - - - - - i} - - 2 - } 4 -
NV - - - - - - - - - - - 4 -
AM - 2 2 - 10 4 2 2 2 6 6 4 -
SXT - - - - - - - - - 8 12 8 -
PRL 12 12 - 12 30 18 20 14 20 16 18 20 12
TE 4 12 14 10 14 12 12 14 17 20 1B 20 10
VA - - - - 6 - - - - - - - -
CEP 8 - 14 8 14 12 16 14 12 16 14 14 10
FOX - 8 6 - - 8 12 6 12 12 10 14 -
CTX 10 6 6 4 14 16 10 12 14 14 14 14 i
CN 8 6 10 6 12 6 6 12 8 10 14 8 8
CIP 24 18 20 14 30 26 - 12 22 16 2p 30 16
IMP 18 20 22 26 30 22 22 22 22 22 26 40 22
AK 16 10 12 12 16 16 12 14 12 14 16 16 14
TEC - - - - - - - - - - - } -
AMC - 6 4 2 16 - 8 6 10 8 8 8 -
TZP 12 18 16 10 24 20 16 22 24 20 16 22 2

(-) : Antibiyotik disk etrafinda inhibisyon zonu kir, NET : Netilmicin (30ug), CEC : Cefoclor (30uZM :
Azithromycin (15pg), ZOX : Ceftizoxime (30pg), FEPCefepime (30ug), E : Erythromycin (15 pg), TOB :
Tobramycin (10 pg), CXM : Cefuroxime (30mcg), KF : @afothin (30mcg), C : Chloramphenicol (30mcg), CFR :
Cefadroxil (30mcg), NV : Novabiocin (5mcg), AM : Anadlin (10 mcg), SXT : Trimethroprim Sulfamethoxae
(2.2 pg + 23.75 pg), PRL : Piperacillin (100 mcgl TTetracycline (30mcg), VA : Vancomycin (30mc@EP :
Cefoperozone (75 mcg), FOX : Cefoxitin (30mcg), CT&efotaxime (30mcg), CN : Gentamycin (10 mcg), CIP :
Ciprofloxacin (5 mcg), DA : Clindamycin (2 mcg), OXQOxacillin (1 mcg), IMP :Iimipenem (10 mcg), AK :
Amikacin (30 mcg), TEC : Teicoplanin (30 mcg), AMQ\moxicillin+Clavulanic acid (20 mcg+ 10 mcg), TZP :
Piperacillin/Tazobactam (10:1) (110 pg)
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Tablo 4.8 Suslarin inhibisyon zon caplarina gore antibiyotiklesi&an direnclilik ve
duyarhliklari

Antibiyotk | P16 | P22[ P18 P4l P4B P19 PpR7 H39 |PR@4 | P46| P26] P4
NET R| R|R| R| D[] R|] R| R| R| opf R| D] R
CEC R| R| R| R| R| R| R| R| R| R| R| Rl R
AZM R| R|ob|] R| b| R| R| R| R| op D|] D|] R
70X R| R| R| R| R[] R R R| R o R| R
FEP R| R| R| R|OoD|] R| R| R| oD D| D] R

E R| R| R| R| R| R| R| R| R| o of R[] R
TOB D R| R| R|OD] R| R|[ R| R| R| R| R| R
CXM R| R| R| R R| R| R| R| R| R| R| R

KE R| R| R| R R| R| R| R| R| R| R| R
C R| R| R| R|OD|] R| R| R| R| R| D] D] R
CER R| R| R| R| R[] R R| R| R| R| R| Rl R
NV R| R|R| R| R[] R[] R| R| R| R| R| Rl R
AM R| R| R| R| R| R R| R| R| R| R| R[ R
SXT R| R|R| R| R[] R R| R| R| R| o R[] R
PRL R| R|R| R| D[ D|] D| R| D] R| D] D|] R
TE R| R| R| R| R| R| R| R| R| D| of b|] R
VA R| R| R| R| R| R R| R| R| R| R| R[ R
CEP R| R| R| R| R[] R|[ opb] R| R| of R| R[] R
FOX R| R| R| R| R| R| R| R| R R R| R
CTX R| R| R| R| R| ob] R|[ R| R R R[] R
CN R| R|R| R| R[] R R R| R R R| R
cip D |ob|ob| R| D] b| R| R| D| op|] D| D| oD
DA R| R| R| R| R| R| R| R| R R[ R
OX R| R| R| R| R| R R R| R R[ R
IMP D b|Dbpb|DbpD|DbD|D|[D|D|D|] D|] D|] D|] D
AK OD| R| R| R| ob|] ob|] R| R| R| R| o oD R
TEC R| R| R| R| R| R| R[] R[] R R
AMC R| R| R| oD R| R| R| R R
TZP R| R|R| R| D[] D|] R| D|] D] D| R| D|] R

(R) : Direngli, (OD) : Orta derecede duyarl, (Cpuyarh, NET : Netilmicin (30pg), CEC : Cefoclor (30Lé\ZM :
Azithromycin (15pg), ZOX : Ceftizoxime (30pg), FEPCefepime (30ug), E : Erythromycin (15 pg), TOB :
Tobramycin (10 pg), CXM : Cefuroxime (30mcg), KF : @afothin (30mcg), C : Chloramphenicol (30mcg), CFR :
Cefadroxil (30mcg), NV : Novabiocin (5mcg), AM : Anadlin (10 mcg), SXT : Trimethroprim Sulfamethoxae
(1.2 pg + 23.75 pg), PRL : Piperacillin (100 mcglg TTetracycline (30mcg), VA : Vancomycin (30mc@EP :
Cefoperozone (75 mcg), FOX : Cefoxitin (30mcg), CT&efotaxime (30mcg), CN : Gentamycin (10 mcg), CIP :
Ciprofloxacin (5 mcg), DA : Clindamycin (2 mcg), OXQxacillin (1 mcg), IMP :Iimipenem (10 mcg), AK :
Amikacin (30 mcg), TEC : Teicoplanin (30 mcg), AMQ\moxicillin+Clavulanic acid (20 mcg+ 10 mcg), TZP :
Piperacillin/Tazobactam (10:1) (110 pg)
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4.5. PseudomonasSwlarinin Bazi Patojen ve Kontaminant Mikroorganizmalar

Uzerine inhibisyon Etkisi

Pseudomonasularinin C. albicans B. cereusRSKK 863,B. subtilisATCC 6633,
S. aureusATCC 25923,S. aureusATCC 12598,E. coli ATCC 25922E. coli ATCC
35218, K. pneumoniaATCC 27736,M. luteus NRRL B-4375,Pr. vulgaris ATCC
96026, P. aeruginosaNRRL B-23, veY. enterocoliticaRSKK 1501 Uzerine genel
inhibisyon etkisi Tablo 4.9'da verilgtir. Calismada kullanilan Pseudomonas
bakterilerinden sadecB. aeruginosaP16’'nin S. aureusATCC 25923 sgu Uzerine
inhibisyon etkisi gorulurken der test organizmalari Uzerine antimikrobiyal akévi
gostermedii tespit edilmstir. P. aeruginosaP16'nin S. aureusbakterisi Gizerine olan
inhibisyon etkisiSekil 4.3'te verilmitir. P. aeruginosaP22,P. putidaP18,P. putida
P41,P. putidaP43,P. stutzeriP19,P. stutzeriP27,P. stutzeriP39,P. stutzeriP40,P.
stutzeriP44,P. stutzeriP46,P. fluorescend?26, veP. mendocinaP45 sglarinin test

bakterileri Gzerine inhibisyon etkisi gbzlenmatini

Tablo 4.9 Pseudomonasuwlarinin bazi patojen ve kontaminant bakteriler unkki
antimikrobiyal aktivitesini gosteren inhibisyon zannin ¢aplari (mm)

Test organizmalari

S o N ©
o™ o = (c0} = © (o]
2} n olEd D P B - |l cm| 8o aq
Pseudomonas § z3 %Q 85 %2 ;—;% 28| =R =&k EE gg
suslari yol sNIsT1 o0 5|85 ax 8P [8| 3N (85|22
T @ O s |l oy | =4 Tzl oY O] (@] 20 A S0
. | 6L | B2 | 50 |SE |6 |d | MR Y| 28 s | 2P
° < <|x" z < < Y| aZ|b<
P. aeruginosa 16+0
P16
P. aeruginosa
P22
P. putidaP18
P. putidaP41
P. putidaP43
P. stutzeriP19
P. stutzeriP27
P. stutzeriP39
P. stutzeriP40
P. stutzeriP44
P. stutzeriP46

P. fluorescens
P26

P. mendocind45

) : Inhibisyon yoktur.
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4.6. lizole EdilenPseudomonasuslarinin Proteolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

yontemi ile belirlenen proteolitik aktivite sonugldablo 4.10’da verilntir.

Tablo 4.10Pseudomonasuslarinin proteolitik aktivite zon ¢aplari (mm)

Calsmada kullanilanPseudomonasswlarinin agar spot ve agar-kuyu difizyon

Sus adlari

Hidroliz zonu (mm: ¢cap)

Hidroliz zonu (mm: ¢ap)

Agar-kuyu difiizyon

Agar spot

24 saat

48 saat

24 saat

48 saat

. aeruginos&16

410

5+1

840

14+0

. aeruginosd22

210

240

. putidaP18

. putidaP41

. putidaP43

. stutzeriP19

210

stutzeriP27

210

. stutzeriP39

. stutzeriP40

. stutzeriP44

. StutzeriP46

. fluorescen$26

p
p
P
P
=)
=)
P.
p
p
P
P
=)
=)

. mendocind®45

() : Hidroliz zonu yok

P. aeruginosaP16 sgunun, skim milk powder iceren besi ortaminda, spot

agar-kuyu yontemi ile belirlenen proteolitik aktesiSekil 4.4’de gosterilnytir.

4.7. lzole EdilenPseudomonasSuslarinin Lipolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Pseudomonasularinin tribdtirin iceren besi ortaminda agar dyfigz yontemi ile
belirlenen lipolitik aktiviteleri Tablo 4.11'de viémistir.




Tablo 4.11Pseudomonasuwlarinin lipolitik aktiviteleri
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Sus adlar Lipolitik aktivite
P. aeruginos&16 +
P. aeruginosa&22 +
P. putidaP18 +
P. putidaP41 +
P. putidaP43 +
P. stutzeriP19 +
P. stutzeriP27 +
P. stutzeriP39 +
P. stutzeriP40 +
P. stutzeriP44 +
P. stutzeriP46 +
P. fluorescen$26 +
P. mendocind®45 +

(+) Lipolitik aktivite vardir.

Sekil 4.4 P. aeruginosaP16'nin spot ve agar kuyu yontemi ile belirlenentgolitik

aktivite




4.8. 1lzolatlarin Agir Metallere Kar i Direngliliklerinin Belirlenmesi
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Calsmada kullanilan metal tuzlarinin tekli (MNniQOCdN,Ogs, CoN;Og, CrNzOo,
Pb(NG),, CuSQ, N2NiOg, ZnSQ ve AI(NGs)s), ikili (MnZn, MnCu, CuZn, CdCr,
CdCo ve CoCr) ve ucli (MnZnCu ve CdCrCo) kombinadgonin Pseudomonas

swlarl Uzerine etkileri agar kuyu diflizyon yonteme ibelirlenmg ve sonuclar mm

cinsinden ol¢ulmgtar.
Bu calsmada elde edilen tekli metal sonuclari Tablo 4423, 4.14, 4.15, 4.16,
4.17,4.18, 4.19 ve 4.20'de verilgtir.

Tablo 4.12 Pseudomonasuwlarinin farkli MnSQ konsantrasyonlarina kargostermg
olduklari inhibisyon zon caplari (mm : ¢ap)

Sus adi MnSO, (mmol/L

10 25 50 | 100| 150 200 250 300 400 500
P. aeruginos@16 0+0 | 0+0 | 0+0| 4+0| 60| 8+0] 8+0| 8+0 9+1 1040
P. aeruginosa&22 0+0 | 0+0 | 6+0 | 12+0] 16+0 19+1 20+D 2040 2240 2240
P. putidaP18 0+0 | 640 | 10+0| 1440 14+0 18+0) 20#D 2040 2210 2210
P. putidaP41 0+0 | 440 | 6+0 | 10+0] 16+0 12+0 144D 1541 1640 1640
P. putidaP43 00 | 440 | 8+0 | 12+0] 15+1 1640 18+D 1840 1941 19¢1
P. stutzeriP19 0+0 | 0+0 | 4+0 [ 11+#1] 16+0 1640 18+D 2040 2040 2040
P. stutzeriP27 0+0 | 640 | 8+0 | 13+1] 16+0 1840 20+D 2040 2240 2240
P. stutzeriP39 0+0 | 640 | 1240 15+1] 16+0 18+0 19#1 2040 2210 2210
P. stutzeriP40 00 | 440 | 8+0 [ 13+1] 12+0 1741 18+D 1941 2040 2040
P. stutzerP44 00 | 440 | 7+#1 [ 1240 14+0 15+1 17+ 1840 2040 2040
P. stutzeriP46 0+0 | 0+0 | 5+1 [ 12+0] 14+0 1640 17+l 1840 2040 2040
P. fluorescen®26 0+0 | 240 | 6+0 | 12+0] 12+0 1640 17+l 1840 2040 2040
P. mendocin#45 0+0 | 440 | 6+0 ] 10+0] 15+1 1440 15+1 1640 1741 1741
Tablo 4.13 Pseudomonassularinin farkli Cd(NQ). konsantrasyonlarina kar

gostermg olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)
Sus adi Cd(NO3), (mmol/L)

10 25 50 | 100| 150 200 250 300 400 500
P. aeruginos@16 4+0 | 8+0 | 10+0| 16+0] 20+Q 21+1 2240 2440 2331 23l
P. aeruginosa&22 10+0 | 13+1| 15+#1] 17+#1 1741 1741 2040 2040 22#0 2240
P. putidaP18 620 | 10+0| 12+0| 14+0 18+Q 211 2240 2240 2230 220
P. putidaP41 13+1 | 14+0| 15+#1] 1640 160 18+D 1941 1941 200 200
P. putidaP43 1240 | 16+0| 19+1| 21+1 2141 2240 2341 2341 240 2440
P. stutzeriP19 10+0 | 14+0| 16+0[ 19+1 20+Q 22+0 2341 2341 2440 25+1
P. stutzeriP27 10+0 | 14+0| 16+0[ 19+1 20+0 20+ 2141 2240 231 23+1
P. stutzeriP39 8+0 | 10+0| 14+0| 15+1] 18+0 18+0) 19+1 2040 2030 21#1
P. stutzeriP40 840 | 10+0| 14+0| 15+1] 17+#1 19+1 200 2040 2030 20#O0
P. stutzerP44 17+1 | 18+0| 22+0[ 23+1 23+1 2440 2440 2440 231 2440
P. stutzeriP46 2010 | 20+0| 22+0] 21+1 22+Q 21+l 2240 2240 240 2440
P. fluorescen®26 10+0 | 15+1| 16+0] 20+Q 20+Q 22+0 2341 2440 240 24+0
P. mendocin#45 13+1 | 16+0| 19+1] 2240 23+] 23+l 2240 2240 2240 2240
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Tablo 4.14 Pseudomonasswlarinin farkli Pb(NQ), konsantrasyonlarina kar
gOstermg olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi Pb(NO3), (mmol/L) |
10 25 50 100 150 200 25( 300 400 500
P. aeruginos#16 4+0 7+1 | 12+0| 17+#1| 20+Q 21+]1 2440 2741 25+1 2610
P. aeruginosa22 00 4+0 610 | 16+0| 1941 20+0 22+p 2240 2440 25¢1
P. putidaP18 210 5+1 7+1 | 16+0| 160 20+0 20+p 2240 2240 22#0
P. putidaP41 210 4+0 8+ 15+1| 18+0 20+Q 21+]1 23H1 2440 2410
P. putidaP43 210 610 8+0 | 16+0| 180 22+0 24+ 2440 2440 24#0
P. stutzeriP19 210 4+0 610 | 16+0| 191 20+0 22+p 2341 2440 24#0
P. stutzeriP27 240 5+1 8+0 | 15+1| 20+0 22+0 23+] 2341 2440 2440
P. stutzeriP39 240 4+0 4+0 | 16x0| 200 22+0 22+0 2341 2341 2410
P. stutzeriP40 240 4+0 8+0 | 16+0| 20+0 21+1 22+p 2240 2341 24#0
P. stutzeriP44 240 610 | 12+0| 1640 22+Q 24+0 2440 2640 28+0 2840
P. stutzeriP46 240 610 | 12+0| 2040 22+Q 24+Q0 2440 2440 2610 2640
P. fluorescen®26 20 5+1 8+0 | 15+1| 20+0 21+1 22+ 2440 2541 25¢1
P. mendocin®45 240 610 8+0 | 14+0| 180 20+0 22+p 2440 2440 2440

Tablo 4.15Pseudomonasularinin farklh CuSQ@ konsantrasyonlarina kargosterng
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi CuSO, (mmol/L |
10 25 50 100 150 200 25( 300 400 500
P. aeruginos#16 4+0 7+1 9+1 | 11+1| 1640 17+1 18+p 2040 1941 20#0
P. aeruginosa22 210 610 8+0 | 10+0| 12+0 14+0 17+1 1840 2040 20#0
P. putidaP18 4+0 8+0 | 10+0| 14+0| 1741 18+0) 180 2040 21x1 2210
P. putidaP41 00 610 | 10+0| 1240 14+Q 16+0 16#0 1741 19+1 20#0
P. putidaP43 4+0 6+0 | 10+0| 18#0| 20+Q 22+0 2440 2440 2610 2640
P. stutzeriP19 4+0 610 | 10+0| 1440 15+1 1640 18+0 1941 21+1 2240
P. stutzeriP27 610 8+0 | 10+0| 1440/ 16+Q 18+(0 18+0D 18#0 19+1 1911
P. stutzeriP39 610 8+0 | 10+0| 14+0| 16+#Q 17+]1 1741 1840 18x0 2010
P. stutzeriP40 4+0 8+0 | 10+0| 14+0| 16+Q 17+]1 18+D 18#0 20x0 2010
P. stutzeriP44 4+0 8+0 | 14+0| 160 18+Q 20+(0 21+l 2240 24x0 2410
P. stutzeriP46 4+0 8+0 | 12+0| 160 18+Q 20+(0 2240 2240 2230 231
P. fluorescen®26 440 8+0 | 12+0| 16+| 18+0 19+1 22+ 2240 2440 26#0
P. mendocin®45 3+1 610 8+0 | 13+1| 14+0 16+0 16+p 1840 2040 20#0

Tablo 4.16 Pseudomonasularinin farkli NNiOg konsantrasyonlarina kargosternmg
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi N,NiOg (mmol/L |
10 25 50 | 100] 150 200 250 30D 400 500
P. aeruginos@16 5+1 | 8+0 | 13+1| 17#1] 20+ 20+) 21+1 2240 2240 23kl
P. aeruginosa22 0+0 | 8+0 | 12+0| 16+0] 16+ 18+) 20+D 2040 2040 2040
P. putidaP18 6+0 | 10+0| 12+0] 12+0 14+Q0 16+0 1640 1840 18+0 18#0
P. putidaP41 4+0 | 7+1 | 10+0| 12+0] 14+0 16+0 18+D 1840 18+0 18}0
P. putidaP43 6+0 | 10+0| 14+0] 18+0 22+Q 22+0 2240 2440 2430 240
P. stutzeriP19 0+0 | 8+0 | 10+0| 14+0] 16+ 18+) 20+D 2040 2240 2240
P. stutzeriP27 0+0 | 7+1 | 10+0| 14+0] 16+ 18+) 19+1 2141 2240 2240
P. stutzeriP39 0+0 | 6+0 | 10+0| 14+0] 16+ 16+) 18+D 1840 2040 2040
P. stutzeriP40 0+0 | 6+0 | 10+0| 14+0] 16+ 18+) 18+D 1840 2040 2040
P. stutzerP44 4+0 | 7+1 | 12+0] 16+0] 17+1 18+) 21+1 2240 2240 2240
P. stutzeriP46 0+0 | 8+0 | 10+0| 14+0] 17+#1 20+) 20+D 2240 2240 2240
P. fluorescen®26 6+0 | 8+0 | 12+0| 16+0] 18+ 20+) 20+0 2040 2141 21f1
P. mendocin®45 2+0 | 8+0 | 12+0| 14+0] 16+ 18+) 18+D 1840 2040 2040
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Tablo 4.17Pseudomonaswlarinin farkli ZnSQ konsantrasyonlarina kargdstermg
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi ZnSO, (mmol/L)

10 25 50 100| 150, 200 250 300 400 500
P. aeruginos@16 0+0 | 4+0 | 6+0 | 8+#0| 10+0] 10+Q 12+0 12+#0 1240 1331
P. aeruginos@22 10+0 | 12+0| 15+1| 19+1] 19+1 20+p 21#1 2040 2141 2040
P. putidaP18 8+0 | 12+0| 16+0| 18+0] 18+0 20+0) 204D 2040 200 200
P. putidaP41 8+0 | 1440 | 16+0( 17+1] 18+0 18+0 184D 1840 17#1 17p1
P. putidaP43 1240 | 16+0| 19+1| 20+0 20+Q 20+ 22#0 2240 2240 2240
P. stutzeriP19 620 | 9+1 | 15+41| 19+#1] 19+1 20+0 20+D 2040 2030 21kl
P. stutzeriP27 8+0 | 1040 | 14+0| 160 16+Q 18+0) 184D 1840 171 18#0
P. stutzeriP39 10+0 | 14+0| 17+1| 20+0 20+0 19+l 1941 20+0 19¢1 2040
P. stutzeriP40 8+0 | 1040 | 14+0| 160 16+Q 18+0) 184D 1840 18+0 18#0
P. stutzerP44 1240 | 18+0| 20+0| 2240 22+0 2440 23#H1 2440 2440 2440
P. stutzeriP46 1240 | 16+0| 20+0[ 20+0 20+0 20+p 20+0 20+0 2040 2040
P. fluorescen$26 71 | 1240| 16x0| 18+0] 20+Q 20+0 19+#1 1941 19+1 200
P. mendocin®45 620 | 1040 | 1440 18+0] 20+Q 20+0) 224D 2240 2430 2410
Tablo 4.18 Pseudomonassuwlarinin farkli  AI(NQOs); konsantrasyonlarina kar

gOstermg olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)
Sus adi AI(NO 3); (mmol/L)

10 25 50 100| 150, 200 250 300 400 500
P. aeruginos@16 0+0 | 0+0 | 2+0 | 8+#0| 13+1] 1541 1640 17+#1 1840 1931
P. aeruginos@22 240 | 6+0 | 8+#0 | 11+1| 13+1 1440 16+0 1640 1840 180
P. putidaP18 240 | 60 | 9+1 | 12+0| 14+0 1640 18+0) 2040 2240 220
P. putidaP41 240 | 5+1 | 7#1 | 10+0| 12+0 1440 15+] 1640 1840 191
P. putidaP43 4+0 | 10+0| 12+0| 160 18+Q 20+0 22+0 2240 240 240
P. stutzeriP19 0+0 | 5+1 | 8+0 | 11+1| 13+1 16+0 18+) 18#0 2010 2040
P. stutzeriP27 2¢0 | 6+0 | 8+0 | 12+0| 14+0 1640 18+0 1840 1941 191
P. stutzeriP39 60 | 8+0 | 10+0| 16+0| 18+0 20+0 20D 2141 2230 2440
P. stutzeriP40 240 | 6+0 | 8+#0 | 11+1| 12+0 1440 1640 17#1 1840 191
P. stutzerP44 620 | 7+#1 | 9#1 | 12+0| 14+0 1640 18+0 191 2010 220
P. stutzeriP46 60 | 6+0 | 8+0 | 12+0| 14+0 16+Q 18+0 1840 2010 2030
P. fluorescen$26 240 610 8+0 | 12+0| 14+0 160 17«1 1840 1941 200
P. mendocin®45 4+0 | 620 | 8+0 | 12+0| 14+0 16+0 16+) 1640 1810 19¢1

Tablo 4.19 Pseudomonasularinin farkli CrNOg konsantrasyonlarina kargosternmg
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi CrN3;Og (mmol/L

10 25 50 100 150 200 25( 300 400 500
P. aeruginos#16 60 8+0 | 10+0| 15+1| 160 18+0 200 2240 2410 2440
P. aeruginosa22 6+0 | 10+0| 12+0| 15+1| 17+#1 200 21+1 2141 22+0 2210
P. putidaP18 71 | 11+1| 12+0| 1741 17+#1 220 22+0 2440 24+0 2610
P. putidaP41 6+0 | 10+0| 12+0| 1640 18+Q 200 20+0 2240 23+1 2440
P. putidaP43 810 | 1440 | 16+0| 20+0 22+Q 260 28+0 2741 300 30#0
P. stutzeriP19 6+0 | 10+0| 14+0| 1840 19+1 200 20+0 2141 231 2541
P. stutzeriP27 7+1 | 10£0| 13+1| 1640 17+1 1941 20+0 2040 22+0 2210
P. stutzeriP39 810 | 10+0| 14+0| 1810 20+Q 22+0 220 2440 2440 2541
P. stutzeriP40 810 | 10+0| 14+0| 1640 20+Q 21+]1 21+1 2341 2440 2541
P. stutzeriP44 8+0 | 10+0| 14+0| 1840 22+Q 24+0 260 2640 2810 30#0
P. stutzeriP46 8+0 | 11+1| 14+0| 2040 22+Q 24+0 24+#0 2640 28+0 30#0
P. fluorescen$26 60 810 | 12+0| 17+1] 20+0 20+0 22+0 2341 2410 2610
P. mendocin®45 7+1 | 10+0| 12+0| 1640 18+Q 20+0 20+0 2040 2240 231
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Tablo 4.20Pseudomonasuslarinin farkli CoNOg konsantrasyonlarina kargosterng
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi CoN,Og (mmol/L
10 25 50 100 150 200 25( 300 400 500
P. aeruginoséP16 1141 | 1741| 18+0| 21+1] 21+1 240 2541 2440 2640 271
P. aeruginosé22 17+1 | 18+0| 21+1| 22+0 24+0 24+0 2741 2840 271 28+0
P. putidaP18 18+0 | 18+0| 20+0| 20+0 23+1 24+0 2541 2541 240 25+1
P. putidaP41 10+0 | 14+0| 1440 18+0 20+0 22+0 2240 2240 22+0 22+0
P. putidaP43 200 | 284+0| 28+0| 29+1] 29+1 30+ 2941 2941 3040 29+1
P. stutzeriP19 15+1 | 22+0| 260 29+1] 31+1 32+0 3240 3341 331 34+0
P. stutzeriP27 18+0 | 20+0| 22+0| 22+0 25+1 260 2640 2640 2640 271
P. stutzeriP39 16+0 | 21+1| 23+1| 260 27+1 260 28+#0 2941 280 29+1
P. stutzeriP40 14+0 | 18+0| 20+0| 22+0 22+0 22+0 23#1 2640 3040 30+0
P. stutzeriP44 12+0 | 20+0| 23+1| 27+1] 28+0 2941 3040 3040 2941 29+1
P. stutzeriP46 200 | 24+0| 260 27+1 29+1 30+p 3141 3040 3040 31+l
P. fluorescen®26 17+1 | 22+0| 26+0| 28+0 30+0 31+1 3240 3240 3141 32+0
P. mendocind®45 10+0 | 16+0| 20+0| 20+0 22+0 23+1 2541 2541 2640 2640

Mn, Zn, Cu ve Cr, Cd, Co metallerinin ikili eli kombinasyonlarinin kullanimi
sonucu elde edilen zon c¢aplari Tablo 4.21, 4.223,44.24, 4.25, 4.26, 4.27 ve 4.28'de

verilmistir.

Tablo 4.21 Pseudomonasularinin farkli MnZn konsantrasyonlarina kagosternmg
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi

MnZn (mmol/L)

10 25 50 100| 150, 200 250 300 400 500
P. aeruginos&16 240 | 40| 6+0| 8+0] 10+0 124D 1440 1430 1440 1440
P. fluorescen$26 9+1 | 14+0] 16+0 17+1 18+D 2040 2240 220 22+0 +@2
P. stutzerP40 10+0| 160 18+Q 200 20+0 2040 2010 211 22+02+@
P. putidaP41 10+0| 14+0] 15+1 16+0 180 18#0 19+1 200 21+12+@
P. mendocin®45 6+0 | 10+0] 14+0 18+0 20+D 2040 2040 200 22+0 +@2
Tablo 4.22 Pseudomonasularinin farkli MnCu konsantrasyonlarina gagostermg

olduklari inhibisyon zon caplari (mm : ¢ap)
Sus ad| MnCu (mmol/L)

10 25 50 100| 150, 200 250 300 400 500
P. aeruginos&16 240 | 4+0| 60| 10+Q 14+0 160 18%0 1840 180 18+0
P. fluorescen®26 240 | 8+0| 12+0 16+0 164D 17+#1 1840 180 20#0 @Q+
P. stutzerP40 6+0 | 10+0[ 1640 18+0 20+p 2040 2040 22#0 22+0 @2
P. putidaP41 4+0 | 60| 80| 10+Q 1240 1440 1640 1840 200 22+0
P. mendocin#®45 4+0 | 40| 10+0 12+0 14+0 1640 1640 18+0 2040 @2+
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Tablo 4.23 Pseudomonasularinin farkli CuZn konsantrasyonlarina fagosterng
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus ad CuZn (mmol/L)
10 25 100 150 200 400 500
P. aeruginos&16 4+0 60 13+1 160 164D 200 200
P. fluorescen$26 12+0| 160 1840 20+0 2141 24+04+@
P. stutzeriP40 12+0| 160 200 20+#D 2040 23+14+@
P. putidaP41 14+0| 160 1840 18+0 1840 22+02+@
P. mendocin&45 10£0| 14+0 16£0 17+#1 1840 20+00x@

Tablo 4.24Pseudomonaswlarinin farkli MnZnCu konsantrasyonlarina §agosternmg
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus ad MnZnCu (mmol/L)
10 25 100 150 200 400 500
P. aeruginos&16 2+0 60 14+Q 14+0 164D 180 18+0
P. fluorescen$26 11+1| 14+0 1840 19+1 2141 231312
P. stutzeriP40 12+0| 160 1840 20+0 2040 22+02+@
P. putidaP41 14+0| 17#1 18+0 18+D 2040 22+02+@
P. mendocin&45 8+0 | 12+0 1741 1941 2040 22+0 +@2

Tablo 4.25Pseudomonasularinin farkli CdCr konsantrasyonlarina agostermg
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

CdCr (mmol/L)

Sus ad 10 | 25 100] 150/ 204 400 500
P. aeruginos@®16 | 60 | 8+0 14+0  16+0 1741 2060 @0+
P. fluorescen®26 | 8+0 | 10+0 16+0 18+ 2040 23+1 +@4
P. stutzerP40 10+0| 120 16+0) 163D 1840 23+14+@
P. putidaP41 10+0| 120 16+0) 18+D 1941 21+12+@
P. mendocin®45 | 11%1| 15+1 16+0) 18+D 2040 24+04+@

Tablo 4.26Pseudomonasuwlarinin farkli CdCo konsantrasyonlarinagayostermg
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi CdCo (mmol/L)
10 25 100 150 200 400 500
P. aeruginos®16 10+0| 1440 16+0 18+0 2040 24+04+@
P. fluorescen®26 13+1| 160 2010 2240 2240 25+16+@
P. stutzeriP40 17+#1| 2040 2210 244D 2440 26+06+@
P. putidaP41 10+0| 1240 15+1 160 1941 22+02+@
P. mendocin®45 12+0| 1440 18+0) 20+#0 2141 24+04+@

Tablo 4.27Pseudomonasuwlarinin farkli CoCr konsantrasyonlarina agostermg
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi CoCr (mmol/L)

10 25 100 150 200 400 500
P. aeruginos&16 8+0 | 1440 1840 19+ 21#1 24+0 +@4
P. fluorescen$26 16+0| 19+1 24+0 254l 2640 26+08+(@
P. stutzeriP40 9+1 | 13#1 22+0 24D 2440 260 (24
P. putidaP41 10+0| 14+0 1741 20+#0 2040 22102+
P. mendocind45 11+1| 14+0 19+1 200 2240 22+03+12
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Tablo 4.28Pseudomonasuwlarinin farkli CdCrCo konsantrasyonlarinasgayostermyg
olduklari inhibisyon zon ¢aplari (mm : ¢ap)

Sus adi CdCrCo (mmol/L)
10 25 50 100 150 200 25( 30p 400 500
P. aeruginos®16 10+0| 1541 1741 18+0 19+#1 1941 200 2141 22+03+12
P. fluorescen®26 16+0| 17+#1) 1840 200 23+ 2440 24+0 2640 26+09+12
P. stutzeriP40 17+#1| 2040, 22+Q 2410 244D 2440 24+0 2541 24+06+@
P. putidaP41 10+0| 1240, 14+Q 1610 1840 1941 20:+0 2040 21+12+@
P. mendocin®45 11+41| 1440, 16+Q 18+0 2040 2141 22+0 2240 22+12+@

4.9. Naftalin Toleransi

Naftalinin 0,01; 0,02; 0,024; 0,03; 0,04; Q,0%1; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0, 2,5; 3,0;
3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,25; 6,5; 6,75; 7(®5; 7,5; 8,0; 9,0; 10 ve 12,5 pg/ml
aralgindaki konsantrasyonlari kullanilarak belirlenenikMdegerleri Tablo 4.29'da
verilmistir.

Tablo 4.29Pseudomonasuslarinin MiK degerleri

Sus adlan MIK de geri (ng/ml)
P. aeruginos#16 7.5
P. aeruginos#22 7,25
P. putidaP18 7,25
P. putidaP41 5,0
P. putidaP43 55
P. stutzeriP19 7,25
P. stutzeriP27 7.5
P. stutzeriP39 7,5
P. stutzeriP40 7,5
P. stutzeriP44 6,25
P. stutzeriP46 6,25
P. fluorescen®26 7,0
P. mendocin®45 6,25

Belirlenen MK degerlerinde naftalin iceren besi ortaminda gallen
Pseudomondsgrin gelisim egrileri Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.1234.1
4.14, 4.15, 4.16 ve 4.17'de veriltir.
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5. TARTI SMA

Calsmada kullanilan 23 adet bakteri, toprak, su vedstibriyo iceren kaplumiga
yumurtalarindan izole edilgtir (Bkz. Tablo 3.1 ve 4.3).izole edilen sglarin
tanimlanmasi, gdli fizyolojik ve biyokimyasal testler yardimiylgapiimstir. Ayrica
swlarin pigment Uretimleri tespit edilerek, oksidaz katalaz 6zellikleri belirlenriir
(Bkz. Tablo 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6).

Bakterilerin, biyokimyasal 6zellikler acisimdgsitlilik gosterebilecgi ve bu gibi
Ozelliklere bakilarak cins icinde bazi tirlerin glanabilecgi bilinmektedir. Buna
ilaveten ayni ture ait slar arasinda da farkliliklar olabilegiegyoninde de kgku yoktur.
Bakterilerin tlr seviyesinde dieis ve tanimlanmasi icin APl 20NE identifikasyaiti k
kullaniimistir (Richard ve Vogel 1999). Bu testlerin sonucunzale edilen 23 adet
bakteriden sadece 13 adedifisudomonaginsine ait turler oldgu tespit edilmgtir.
Bunlardan 6 adediniPseudomonas stutzerswu (P19, P27, P39, P40, P44, P46), 2
adedininPseudomonas aeruginog®16, P22), 1 adediniRseudomonas fluorescens
(P26) ve 1 adedinirPseudomonas mendocin@45) oldgu belirlenmitir. izole
edildikleri kaynak ve bolgeler dikkate aligchdaP. stutzeritirinin izole edilen der
turlere kiyasla daha genbir izolasyon kayng@na sahip oldgu sdylenebilir.P. stutzeri
suslari, zeytiny&! fabrika toprak drneklerinden, Korucuk ve Glzelldrelerinden ve
atik aritim tesislerinden alinan su érneklerindene edilmitir. izole edilen sglarin tir
oranina bakild@inda izolatlarin %26’sinPseudomonas stutzefiol3'iniPseudomonas
putida, %9’unu Pseudomonas aerugings#4’'tni Pseudomonas fluorescer4’tni
Pseudomonas mendocina%4’'ini Aeromonas hydrophlla/caviaeve %22’sini
Chryseomonas luteolaolusturmustur. Toplam 23 izolat arasinda %4’Gnin  API
identifikasyon kiti ile tanimlanamagii belirlenirken %13’luk kismi yetersiz tanimlanan
izolatlar olarak dgerlendirilmistir (Bkz. Tablo 4.3).

Pseudomonascinsi bakterilerin siniflandiriimasinda, Gram-ndégate cubuk
formunda olmalari, endospor eturmamalari ve hareketli olmalari 6nemli yer
tutmasina rgmen, turlerin ayriminin guc¢ olgu ve yanlg tanimlamalar yapilabilege
bilinmektedir. Yuksek derecedeki heterojenite verbka kaynaklarini kullanma
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Ozelliklerindeki farkliliklar standart testler ilanimlamayi zorlgtirmaktadir. Cinsin
sahip oldgu geng fenotipik c¢aitlili gin ayni zamanda genbir filogenetik d&lma
neden oldgu ve gelsmis molekiler tekniklerle elde edilen molekuler kriezin
organizmalarin gruplandiriimasinda esas yeykilteettizi de belirtilmistir (Tayeb vd
2005). Bu nedenle caimada %17’lik kismin yeterli identifiye edilememdsklenilen

bir sonuctur.

Oksidaz testi, izole edilen butiRseudomonassularinda pozitif olarak tespit
edilmisti. Mohan vd (2003) calmalarinda kullandiklariPseudomonassularinin
oksidaz pozitif olduklarini rapor etgherdir.

Bakterilerin katalaz ve hemolitik aktivite sonuglancelendginde turler arasind®.
aeruginosaP16 syunun en gucli katalaz aktivitesi ve hemolitik aktdvgosterdii
tespit edilmgtir. Ayrica bakterinin besiyeri pH argli6,5-8,0, inkiibasyon sicagli28—
42°C aralpinda ve %0,5-1,0 oraninda NaCl iceren NB’de baktenpigment Gretiminin
arttigl tespit edilmgtir. Kanner vd (1978) besi ortaminin Bilai, pH’sI, sicaklgl ve
inkiibasyonun calkalamali ya da sabit etiivde yamima pigment Uretimini etkileyen
faktorler old@gunu rapor etmgtir. Yapms oldusumuz c¢alymada pH’si 6,8 olan ve %0,5
NaCl iceren NB'deP. putidaP41'in25-30C arasind#. mendocind@45'in ise 25-3%C
arasinda hafif sarimsi renkte pigmentstlodusu tespit edilmgtir. Ayrica 300-500
mmol/L oraninda bakir iceren besi ortamir@laaeruginosaP16 sgunun mavi renk
olusturdusu tespit edilmgtir. Silver (1998)'in  yap# calsma bu bulguyu
desteklemektedir. Yapilan c¢g@hada yiksek oranda bakir iceren ortamlarda
Pseudomonasulari mavi, renk olgtururken, Xanthomonawe E. colinin kahverengi
koloni oluturdugu bildirilmistir (Silver 1998). Cakmamizda, inkibasyon sicakll
sure, calkalamali inkiibasyon vs. gibi inkiibasygantlarina bgli olarak bakterilerin
pigment uretim 6zelliklerinin dgstigi de gozlenmitir.

P. putidaP18 veP. stutzeriP19 katalaz negatif siar olarak tespit edilngtir. P.
putida P43,P. stutzeriP44,P. stutzeriP46 veP. mendocind45 sylari disik katalaz
reaksiyonu vermekle birlikte ger Pseudomonassuslart daha gucli bir katalaz
reaksiyonu gostersierdir (Bkz. Tablo 4.1).

izole edilenPseudomonasularindan P. stutzeri P27 kanh agardd-hemolitik

aktivite gostermtir. P. stutzeriP39 syu 24 saatlik inkiibasyon sonunda hemolitik
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aktivite gostermezken, 48 saatlik inkibasyon soaumdicli a-hemolitik aktivite
gostermgtir. Diger Pseudomonasularinin 24 ve 48 saatlik hemoliz testi sonucunda
non-hemolitik olduklar tespit edilstir. Bruins vd (2000a) yapmolduklar ¢algmada

hemolitik aktivite gostermeyeR. pickettisisunu izole etmlerdir.

Pseudoalteromonas issachenkoiMM 3549 swunun jelatinaz ve kazeinaz dabhil
proteinaz, lipaz, DNaz ve glikosidaz urgittve hem bakteriyolitik hemde hemolitik
aktiviteye sahip oldgu rapor edilmgtir (lIvanova vd 2002). Alexeeva vd (2003) ayni
bakterinin hemolitik aktivitesini ve gglm kinetigini incelemitir. P. issachenkonii
swsunun hemolizin dretiminin besiyeri kompozisyonu m&libasyon zamanina §la

oldugunu bildirmglerdir.

API 20 NE identifikasyon kiti ile yapilan bikonyasal testlerin sonuclarina gore,
putida P18 veP. putidaP43'Un nitrati indirgeyemegii, P. putidaP41 ve izole edilen
diger Pseudomonassuwlarinin nitrati indirgeyebildi tespit edilmgtir. Yapilan bir
calismada déP. putidanin nitrati indirgeyemedi bildirilmi stir (Cowan vd 1974)izole
edilen timPseudomonasulari icin indol ve glukozdan asit Gretimi, Ure, @bk ve p-
nitrofenil-3-D-galaktopiranosit negatif, glukoz kullanimi, gbrat, kaprat malat ve
sitrat testi pozitif olarak bulunmngtur (Bkz. Tablo 4.2). Cowan vd (1974) tarafindan
aeruginosapP. stutzerj P. putida P. fluorescense P. mendocinawlarinin glukozdan

asit Urettiklerini rapor etrglerdir.

P. stutzeriP44 veP. stutzeriP46suslarinin arginin testi negatif ikeR. stutzeriP27,
P. stutzeri P39 ve P. stutzeri P40 in pozitif olarak bulunmgur. Calstigimiz
Pseudomonasuwlari arasinda sadede. aeruginosaP16 veP. aeruginosaP22'nin
jelatin testi pozitif olarak tespit edilgtir. Cowan vd (1974) tarafinda®. aeruginosa
swslarinin jelatin testinin pozitif oldgu P. stutzeri P. putidg P. fluorescensre P.

mendocinain bu test yoninden negatif olduklari bildiriktr.

P. putidaP421’in arabinoz testR. aeruginosaP16’nin N—asetil glukozomin testi ve
adipat testi pozitif olarak bulunurkengdr Pseudomonasularinin bu testleri negatif
olarak dgerlendirilmistir.

P. aeruginosa16,P. putidaP18,P. fluorescen$26,P. putidaP41,P. putidaP43
ve P. mendocin@45’in maltoz testi negatiB. aeruginosd22 veP. stutzeriswlarinin
(P19, P27, P39, P40, P44 ve P46) maltoz testiipatarak bulunmgtur. P. putida
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P41,P. putidaP43,P. stutzeriP44,P. mendocin@®45,P. stutzeriP46’nin mannitol testi
negatif,P. fluorescen$26,P. aeruginosgP16, P22)P. putidaP18 veP. stutzeriP39,

P. stutzeriP40 sglarinin mannitol testi pozitif olarak derlendirilmistir (Bkz. Tablo

4.2).

P. stutzersularinin tamami (P19, P27, P39, P40, P44, PR6geruginosaswlari
(P16, P22)P. mendocind45 veP.putidaP43 sgu mannozu kullanamazkdh putida
P18,P. putidaP41 veP. fluorescen®26 sgu mannozu kullanabilngiir. izole edilenP.
putida swlarinin (P18, P41 ve P43) tamaminin fenil-asetati tpozitif, diger
Pseudomonaswlarinin fenil-asetat testi negatif olarak tespitradstir.

Artan tuz ygunluguna bgll olarak P. stutzeriP27 gekiminin zayifladgi, %0,5-
%2,0 tuz arafiinda P. aeruginosaP22 veP. fluorescensP26, P. mendocinaP45
gelisiminin arttigl gozlenmgtir. HattaP. fluorescen$26 %1,5-2,0 oraninda tuz igeren
ortamda c¢ok daha iyi ge8bilmektedir. %0,5; %21,0; %15 ve %2,0 tuz
konsantrasyonlarinin geér Pseudomonakirin gelsimini etkilemedgi tespit edilmgtir.
Cowan vd (1974) denizden izole edilen turlerin &L oraninda tuz gereksinimlerinin
oldugunu, toprak ve tatl sulardan izole edilen tiurldum gereksinimlerinin olmagini
bildirmistir. %3,0 ve %4,0 tuz konsantrasyonunBa putidaP43 sgu gelsemezkerP.
putida P41,P. fluorescen?26 veP. mendocinaP45 sglarinin gelgsimlerinde digme

oldugu gozlenmgtir (Bkz. Tablo 4.4).

P. putidaP43,P. stutzeriP19 veP. stutzeriP39'un pH 5,5 de zayif gstigi, P.
stutzeriP44 veP. stutzeriP46'nin pH 6,0 ve altindaki gderlerde gekemedgi tespit
edilmistir. P. stutzeriP44’Gn pH 6,5 de ve pH 9,0'da zayif ggki belirlenmitir (Bkz.
Tablo 4.5). TunPseudomonasularinin nétire yakin hafif alkali (pH 7,0-7,5) armda
daha iyi gekebildigi tespit edilmstir. Yapilan bir cagmadaPseudomonasularinin
genelde noture yakin ve hafif alkali ortamlari terettigi tespit edilmgtir (Cowan vd
1974). Ayrica cadmada kullandiimiz Pseudomonadsir arasindaP. stutzerisularinin
(P19, P39, P44, P46) dik pH degerlerine daha duyarli olduklari da belirlestini pH
desisimine kagl en direncli sy olarak da pH 6,0-9,0 arginda gel§me kaybi olmayan
P. putidaP41 tespit edilmtir (Bkz. Tablo 4.5).

Pseudomonasuslarl arasinda +4C’de sadecé. putidaP41 Greme gosterirken, bu
ssun 41, 42, 45 ve 5C de Ureyemedgi bulunmwtur. Cowan vd (1974) tarafinddh
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putida swunun 41°C’de gejemedgi P. aeruginosasuunun ise bu sicaklik gerinde
gelisebildigi rapor edilmjtir. Swlar arasinda sadecP. putida P43’Un 16C'de

gelisemedgi belirlenmitir. 45 ve 50°C’de sadeceP. fluorescend®26 syunda lreme
gorulurken dger sylarin bu sicaklik dgerlerinde geliemedikleri tespit edilngtir (Bkz.

Tablo 4.6).

Antibiyotikler icinde en zayif aktivite cefam, cefuroxime, cephalothin, cefadroxil,
novabiocin, ampicillin, vankomisin, cefoxitin, gamiisin, clindamycin, oxacillin ve
teicoplanin antibiyotikleri tarafindan ganmsg olup, Pseudomonasswlarinin
tamaminin belirtilen antibiyotiklere kardirencli olduklari tespit edilngtir (Bkz. Tablo
4.7 ve 4.8).

Yapilan antibiyotik direnclilik testlerinde erilksek oranda direnclilik tablosurii
putida P41 sgu gostermitir. Bu sia kagl neredeyse tum antibiyotikler etkisiz katmi
ve c¢aitli antibiyotik gruplarina kan direncli olarak tespit edilrgiir.

Genel olarak bakterilerif-laktam grubu antibiyotiklere gostergnolduklari direng
yani sira bu grup antibiyotiklerden 06zellikle iraieme kan duyarlihk tespit
edilmistir. Isenberg vd (1999Pseudomonaspp. sglarinin %90 oraninda imipeneme
duyarli olduklarini bildirmglerdir. Yine Speciale vd (2000) yaptiklar gahada
kullandiklari tim Pseudomonadurlerine ait sglarin imipeneme duyarl olgwnu
bildirmislerdir. Bu c¢alsma sonuclari géz 6éntune aligchda imipenem antibiyatinin

yiksek etkisi ¢cagima sonuclarimizla bir kez daha ortaya kostuu

Calgmada, P. aeruginosaP16 veP. putida P43 sglarinin aminoglikozidlerden
tobramisine kan duyarl olduklari bulunurken, yine aminoglikozgtubu antibiyotik
olan gentamisine kartim sylarin direng gosterdikleri tespit edilgtir. Karlowsky vd
(2002) aratirmalarinda kullandiklariPseduomonagiiriine ait sglarin %82,9'una
aminoglikozid grubu antibiyotiklerden 0Ozellikle gamisinin etkili oldgunu rapor
etmislerdir. Yine bir bgka calsmada Hancock ve Speert (200R) aeruginosanin
aminoglikozid grubu antibiyotiklerden gentamisinearsk duyarli olduklarini
belirtmislerdir. Shibl vd (1997) kullandiklari tim Pseudomonas swlarina
aminoglikozidlerden gentamisin ve saftazidim amitiiklerinin etkili olduklarini

bildirmislerdir. Literattr bilgileri ile cakma sonuclarimiz paralellik gostermemektedir.
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Elde edilen sonuclardan, izole githiz Pseudomonastirlerinin gentamisin ve

tobramisine kas direng mekanizmasi gglirdigi sonucuna varilngtir.

Algun vd (2004) filorokinolon grubu antibiy&terden ciprofloxacin, norfloxacin,
oflaxacin ve pefloxacin’in hastane ortamindan izeddenP. aeruginasaulari Uzerine
etkili oldugunu gosterngierdir. Filorokinolan grubu antibiyotik olan cipiokacin
antibiyotigine P. putida P41 ile P. stutzeriP27 ve P39 silar direncli iken, bu

antibiyotigin diger tum swglar Gzerine etkili oldgu tespit edilmtir.

Miranda ve Zemelman (2003)li tath su baliklarindan elde ettikleri izolatlar
yaptiklari ¢calgmada bu sglarin gentamisin dindaki tim aminoglikozidlere direncli
olduklarini, ampisiline %80 oraninda, 3.sklk sefalosporinlerden sefotaksime ise
swlarin yarisinin direncli oldtunu bildirmglerdir. Ayni calgmada sglarin %90
oraninda tetrasikline, %40 oaraninda kloramfenikole %30 oaraninda
trimetoprim/sulfametaksazole direncli ofglu rapor edilmgtir. Jensen vd. (2001),
Pseudomonasirlerinin kloramfenikol ve tetrasikline direncdaiklarini rapor etngtir.

Bu sonuclar cagmamizin sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

Krueger vd (2001%. maltophiliaswlariyla yaptiklari cahmada sglarin aztreonama
karsi %85,7, imipeneme %90,5 oraninda direnclilik griditderini, bunun yani sira
tikarsilin+klavulanik asit, trimetoprim+sulfametakole ve trovafloksasine kar
yuksek duyarlilik gosterdini rapor etmglerdir. Bu ¢alsma sonugclari her ne kadar ayni
turler arasinda kaastirma olmamasina gmen Pseudomonascinsi ile iligkili
bakteriler olmalari agisindan imipenem antibigwe kagi duyarlilik sonuclarinda

paralellik gosterse de gbr antibiyotiklerde farklliklar géstermektedir.

Tedavi amaciyla kullanilan antibiyotikleringtadigi faydalar, say! ve niteliklerinin
arttirlmasi igin gesive ayrintih argtirmalarin yapiimasina neden olmaktadir. Ozellikle
bakteriyel ve fungal kokenli hastaliklarin tedawnte kullanilan antibiyotiklerin,
antimikrobiyal aktiviteleri tespit edilen baktenitien elde edilmeleri ile ilgili olarak
ylratalen bir cok argirma vardir. Son yillarda antibiyotiklere direnglikroorganizma
sayisinin artg disundlurse, dgisik antibiyotikler dreten yeni gen kaynaklarina
duyulan gereksinim ve genantimikrobiyal aktiviteye sahip, etkili antibiyéter Greten

mikroorganizma tiplerinin agairiimasinin ne denli 6nemli olgu anlgilabilecektir



60

DGtk demir iceren ortamlarda bircddsseudomonasusunun antimikrobiabzellige
sahip siderofor Urefti ve bu nedenlé®>seudomonadsrin mikroorganizmalar tzerinde
antimikrobiyal etkili oldgu belirtilmistir (Torres-Rubio vd 2000).

Torres-Rubio vd (2000), piring koklerinden lzettikleri Pseudomonasrin FeCh
iceren King B besiyerinde gelirerek renkli sidereforlar izole edebilgtir.
P.aeruginosa, P. putidee P. fluorescenslen izole ettikleri sidereforlaridhytophthora
infestansfungusu Uzerinde fungusid etki yaphi belirlemglerdir (Torres-Rubio vd
2000).

Vacheevd (1997) mineral sudan izole giti Pseudomonasrin antimikrobial
Ozellikte pigment Urettiklerini ve test mikroorgamalari icerisinde en fazl&taph
aureus E. coli ve ve Aer. hydrophila(Gram vd 2001) Uzerine antimikrobiyal etki

gosterdiklerini tespit etrglerdir.

Calsmamizda kullanilafPseudomonasularinin gram pozitif bakteri, gram negatif
kapsulli ve kapsulstz bakteri ile maya Uzerinehislyon etkileri test edilngtir. Buna
gore Pseudomonasularindan sadecP. aeruginosaP16’nin gram pozitif bir bakteri
olanS. aureuATCC 25923 lizerine 16:0 mm c¢apinda antimikrobiy&isein olduzu,
P. aeruginosa16 ve dier tim izolatlarin denenen gram pozitif, gram niédaipsull
ve kapsilsiuz bakteriler ile mayalar tzerine antiotikyal etkisinin bulunmag tespit
edilmistir. Torres-Rubio vd (2000) vyaptiklari bir ¢gahada, baziPseudomonas
turlerinin S. aureusbakterisi tzerine inhibisyon etkisi olgunu, enterik bakterilere
karsl ise antagonistik etkiye sahip olmgohi rapor etmglerdir. Vachee vd (1997)
tarafindan daPseudomondsrin enterik bakteriler Uzerine antimikrobiyal ket
olmadg! bildirilmistir. Arastirmacilarin bulgulart yagtimiz calsmay! dg@rular
niteliktedir.

Endustrinin hemen her alaninda kullanilan  rafen genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Mikroorgama kaynakl enzimlerin
kullaniimasi, katalitik aktivitelerinin bitkisel veayvansal kaynaklara gore cok yuksek
olmasi, daha stabil, daha ucuz ve fazla miktarda etilebilmeleri en 6nemli nedenler
arasinda sayilabilir. Modern endustrideki enzim wigalari, teknik ve ekonomik
yonden cok onemli faydalar ve damlar sglamaktadir. Bu nedenle, mikrobiyal
enzimlerin Uretimi ve uygulanmasi dikkat cekmektd@ihen vd 2003, 2004, Gessesse
vd 2003).
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Endustriyel enzimlerin en 6énemli grubunustluan proteazlar ve lipazlar; deterjan,
besin, un sanayi, eczacilik, deglenmesi, ipek ve rontgen filmlerinden gigngeri
kazanimi, et yuryatilmasi, organik sentez, protein geri kazanimgtkendustrisi veya
sivilsstirma gibi c¢aitli endustriyel uygulamalar igin kullaniimaktadiChen vd 2003,
2004, Gessesse vd. 2003). Proteazlar ve lipazidetvakif ve maya gibi cok genbir

grup tarafindan dretilmektedir.

Calsmamizda, Skim milk iceren besi ortaminda agar sggotgar-kuyu difizyon
yontemi ile Pseudomonassuwlarinin proteolitik aktiviteleri test edilmive 4 adet
Pseudomonasswunda proteolitik aktiviteye rastlangtr (Bkz. Tablo 4.10). Bu
sularda P. aeruginosaP16 P. aeruginosaP22,P. stutzeriP19 veP. stutzeriP27),
proteolitik aktivite, inkilbasyonun 24. saatinde z@p! 2+t0 mm ve 8+0 mm arasinda
bulunmuytur. En yuksek proteolitilik aktivite, inkiibasyon@4. saatinde 8t0 mm zon
cap! ileP aeruginosaPl16’da tespit edilmgtir. Bakterideki proteolitik aktivitenin 48.
saatte 140 mm’ye uigi gérulmistir (Bkz. Tablo 4.10).P. fluoresensP26, P.
mendocinaP45, P. stutzeri(P39, P40, P44 ve P46) W putida (P18, P41 ve P43)
suslarinin proteolitik aktiviteye sahip olmadiklarilibeenmistir. Bu ¢calsmadaP. putida
P41 veP. fluorescensP26 sglarinin proteolitik aktiviteye sahip olmadiklarisfst
edilmistir. Elde ettgimiz bu sonuca paralel olarak, yapilan bir gakda, izole edilef.
putida swlarinin lipaz ve proteaz uretmgdirapor edilmgtir (Wiedmann vd 2000).
Yine sut tanklarindan izole edileR. fluorescensbakterilerinin proteaz aktivitesine
sahip olmadiklari birka¢ aggrmaci tarafindan bildirilngtir (Wiedmann vd 2000, Wang
ve Jayarao 2001).

Agar spot yontemi kullanilginda proteolitik aktivite gostereR. stutzeri P19,P.
stutzeriP27 veP. aeruginosaP22 syglar agar-kuyu diftizyon yontemi kullanifginda
proteolitik aktivite gostermertir. Agar-kuyu difizyon yontemi ile sadec®.
aeruginosaP16 sgunun proteolitik aktivite gostergii tespit edilmgtir. Bu yontemde,

elde edilen hidroliz zon ¢capinin digu de gorilméitir (Bkz. Tablo 4.10).

Calsmada kullanilarPseudomonasularinin tamaminin tribdtirin iceren kati besi
ortaminda lipolitik aktivite gosterdikleri tespidémistir (Bkz. Tablo 4.11). Wang ve
Jayarao (2001) lipolitik aktiviteye sahip. fluorescenssularini tespit etmsierdir.

Yapilan bir dger calgmada isePseudomonasinsine ait bittin starin lipaz Gretiminin
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kalsiyum konsantrasyonu, pH ve sicg@lib&h oldugu belirlenmgtir (Arpigny ve
Jaeger 1999).

Komuar ve madensletmeciligi, metal kaplama ve metal tel Gretimi gibistk
endustri kurulglarinin faliyeti sonucu dgada toksik metal miktari artmaktadir. Civa,
kadmiyum, krom, bakir, nikel gibi metallerin canhl Uzerinde zararh etkileri
bulunmaktadir. Bu tir endstriyel atiklari kimyagéktirme, oksidasyon-rediksiyon
ve filtrasyon gibi cgitli fizikokimyasal yontemlerle ortamdan uzakimmak
mumkundur. Fakat bu yontemler oldukga pahali velietknayan yontemler olarak
kabul edilmektedir. Bu nedenle fizikokimyasal yantere akternatif olarakga metal
iyonlarinin  uzaklgtirlmasi amaciyla biosorbsiyon (biyolojik #&ama) ve
bioakiimulosyon (biyolojik biriktirme) gibi biyoldsi metodlar gelitirilmistir. Bu
amagcla, gir metallerin mikroorganizmalar tarafindan absaonbtasina yonelik
calismalar ygunlastirilmistir (Hussein vd 2004).

Hassen vd (1998#®). aeruginosaswlarina kagi krom, bakir, ¢inko kobalt ve civa
metallerinin toksik etkilerini agguirmigslar ve bu metallerin toksik etki yapan
konsantrasyonlarini belirlegherdir. Bu ¢algmada sglarin krom, bakir, ¢inko ve kobalt
metallerinin 1 mmoll! konsantrasyonunda inhibe olduklari, civa metalifsa 0,1
mmolL™ konsantrasyonunun toksik etkili olglu bildirilmistir. Ayrica aratirmacilar
bakir ve kromun bakteriler tarafindan en iyi toleedilebilen metaller oldtunu
bildirmislerdir. Bakir ve c¢inko bakteri gglminde temel metallerdir; ancak yuksek
konsantrasyonlarda toksik etki gosterirler (Pardd2003). Yapilan bir ger calsmada
ise, klinik drneklerden izole edileStaphylococcuginsine ait bakterilerin Cr ve Pb’a
direncli, Ag’e ise duyarh oldgu tespit edilmgtir (Ugur ve Ceylan 2003). Yagimiz
calsmada elde edilen sonuclara gore, sgahda kullanilan gr metaller igerisinde
Pseudomonasularina kagi en toksik metalin kobalt olgwu bulunmgtur. Kobaltin
disik konsantrasyonda dahi bakteriler Uzerine etkilugu gordimigtir. Literatar
bilgileri ile kiyaslandginda 6zellikle kobaltirPseudomonasgakterileri Gizerine toksik

etkisinin varlgl paralellik gosternstir.

P. aeruginos#16 Uzerine en az toksik etkiyi mangan gostgrmP. aeruginosa
P16 bakterisinin, 10-500 mmol/L arasindaki mangaonskntrasyonlarina kar
cinkodan daha dayanikli olgu gorulmigttr. Kursunun 10 mmol/L’lik konsantrasyonu

daha az toksik etki gdsterirken, ayni metalin 50hatiL’lik konsantrasyonuP.
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aeuruginosaP16 ve P22 slar Uzerine kobaltin olturdugu inhibisyon zonuna (27+1
mm) yaklaglik bir inhibisyon zonu (26:0 mm) odturmustur (Bkz. Tablo 4.14 ve 4.20).

Elde edilen deney sonugclarina gore, metalle@id @mol/L’lik konsantrasyonlari baz
alindginda, metallerin P. aeruginosa P16 lzerine etki dereceleri
Mn<Zn<Al<Cu<Cr=Ni<Cd=Co<PReklinde bulunmstur.

Calsmada kullanilanP. aeruginosaP16 ve P22 slarinin metal direnclilikleri
karsilastinldiginda P. aeuruginosalP22'nin kullanilan metallere karP. aeuruginosa
P16 bakterisinden daha duyarl agidutespit edilmjtir. Kullanilan metallerin, 300
mmol/L’lik konsantrasyonlari baz alinginda,P. aeruginosd@22 tizerine etki dereceleri
Al<Cu<Ni=Zn=Mn=Cd<Cr<Pb<Cgeklinde bulunmstur.

P. putidaswlarinin (P18, P43) Uzerine en toksik metal kob&tak belirlenmitir.

P. putidaP43 ve P41 siar Gzerine toksik etkisi en az olan metal mangkmak tespit
edilmistir. P. putida P41 icin 25 mmol/L’lik kugsun konsantrasyonu ger metallare
gore daha az toksik etkiye sahip iken 300-500 miid/ konsatrasyonu
kullanildiginda kusun en toksik metal olarak belirlengtir. Kullanilan metallerin, 300
mmol/L’lik konsantrasyonlari baz alinginda, P. putida P41 Uzerine etki dereceleri
Mn<AI<Cu<Ni=Zn<Cd<Cr=Co<Pb olarak belirlengir. P. putida P41 genellarak
diger P. putidasularina (P18, P43) gore yuksek konsantrasyondakalnigbnlarina
karsi daha direncli oldgu tespit edilmytir.

P. stutzersuslari tizerine en etkili metal kobalt olarak belimheigtir. En fazla toksik
etkinin 33x1 mn’'lik inhibisyon zon ¢api ile. stutzeriP19 Uzerine, en az toksik etkinin
ise 260 mm’lik inhibisyon zon capi ile. stutzeriP27 ve P40 silari Gzerine oldgu
tespit edilmgtir (Bkz. Tablo 4.20).P. stutzeriP27 ve P19 silari icin artan kuun
konsantrasyonlarinin, kobalttan sonra daha tokisiknbtal old@gu bulunmytur. Metal
iyonlarinin 300 mmol/L’lik konsantrasyonlari bazraiginda dger P. stutzerisuslari
(P39, P40, P44, P46) icin kobalt ve kromdan saigéanci derecede toksik metal

kursun olarak belirlennstir.

Kullanilan metaller arasind@. fluorescen$26 tzerine en az toksik etkiyi mangan,
en fazla toksik etkiyi ise sirasiyla kadmiyum, ¢wum ve kobaltin goOstergii
belirlenmitir. Kullanilan metallerin300 mmol/L’lik konsantrasyonlari baz aligchda,

P. fluorescend26 lizerine etki dereceleri Mn=Al<Zn<Ni<Cu<Cr<Cd=fm olarak
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belirlenmitir. Yapilan bir caymada atik sulardan izole ediléh fluoresceng civa,
bakir ve cinko varfiindaki gelsiminde kontrol grubuna gére onemli bir glgme
olmadgi, ancak kadmiyum ve gumgiin varlginda sy gelisiminin kuvvetli inhibisyona
ugradgi belirlenmitir (Filali vd 2000). Bu cabmaya paralel olarak, ¢camadan elde
ettigimiz sonuclara gore de. fluorescen$26 Uzerine, kadmiyumun toksik etkisi ¢cinko
ve bakirdan daha ytksek bulurgtur. S. paucimobilissuslarinin kadmiyum metaline
karsl yuksek tolerans gosterdikleri Tangaromsuk vd @Qarafindan rapor edilstir.
Ayrica Richau vd (1997%. paucimobilissuslari ile yaptiklari cakmada 0,5 mmoltt
bakir konsantrasyonunun buskur icin toksik oldgunu bulmglardir. Calsmalarda
kullanilan bakterilerinPseudomonaginsi ile iligkili bakteriler olmasini géz 6ninde
tutarsak, literatir bilgileri, ¢alma sonuclarimizi dgulamasi acisindan 6nemli

bulunmutur.

P. mendocin®45 syu Uzerine manganin daha az etkigettielirlenmitir. 300-500
mmol/L’lik metal konsantrasyonlari kullaniginda genel olaralPseudomonasuslari
Uzerine kobalt, krom ve kguin toksik etki gosterirke®. mendocind?45 sgu Uzerine
cinkonun kugunla ayni derecede, kromdan ise daha ylUksek tokskk ettigi

belirlenmitir.

Yapms oldusumuz calgmada, mangan, ¢inko ve bakirin genel old?akudomonas
swlarl Uzerinde dgilk inhibisyon zonu olgtururken krom, kobalt ve kadminyumun ise

daha buyik inhibisyon zonu gluirdugu tespit edilmgtir.

Metal iyonlari maden, organik, inorganik kimyaetrokimya, demir-celik, metal
temizleme, kaplama, elektrokaplama, metal islentemobil parcalari Uretimi, boya,
tekstil ve gubre endustrilerinde gelen atik suldsslaarada bulunurlar (Patterson 1977).
Canli htcrelerin, sulu cevrelerinden metal katyonia toplayarak, hicre icinde
biriktirmeleri bilinen bir 6zellik olmasina ganen, mikroorganizmalaringa metal
iyonlarini segici olarak alikoyma ozglliizerindeki camalar yenidir. Sinir dgerlerin
uzerindeki &ir metal degimleri aktif camur proseslerini de aktive etmektedsu
nedenle, atik sularda mevcuiiametal iyonlarinin biyolojik aritma éncesi gideresi
gerekmektedir (Savd 1998).

Agir metal iyonlarinin mikroorganizmalar Uzerine kEgdbsiyonu incelendinde,

kullanilan mikroorganizmanin hiicre yapisina bafgirak deisik mekanizmalarin etkili
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oldugu gorilmektedir (Wilde ve Benemann 1993, El-NadyAita 1996, Leborans ve
Novillo 1996). Aciklanan en genel mekanizma, megaleriminin iki basamaktan
olustugu seklindedir. Genellikle pasif giderim olarak adlanihn, birinci basamak
baslangicta hizli, fakat tersinir giderim basgrda. Genellikle aktif giderim olarak
adlandirilan, ikinci basamak ise daha yaba ic hiicresel biyogiderim basamaolup,
metabolik aktivite ile il§kilidir (Ting vd 1989, Aksu vd 1992). Oli organiztada
yapilan, adsorbsiyorslemi genellikle biyosorbsiyon olarak tanimlanmakta@sezos
ve Volesky 1981).

Aslinda biyosorbsiyon, fiziksel ve kimyasal satbsiyon, iyon d&simi,
komplekslgame ve mikro¢ctkelme gibi pasif giderim proseslenn igullanilan genel bir
terim olarak dgundlebilir (Brady vd 1994). Mikroorganizmalargiametal iyonlarinin
tek turlerinin biyosorbsiyonunu etkileyen faktorlmasinda; organizmanin 6zgul ylizey
Ozellikleri, pH, sicaklik, bdangic metal iyon degimi, biyokitle dergimi sayilabilir.
Birden daha ¢cok metal iyonunun mikroorganizmalamauane bglanmasini ise, metal
kombinasyonu, metal dgnn diuzeyleri, metal eklenme sirasi gibi daha biréalktor
etkiler. Belirli bir mikroorganizma turinin, belirbir metal iyonunu adsorblama
kapasitesi, ortamda idea bir metal varken, tek benli duruma gére artabilir, azalabilir
veya hicbir dgisim gostermez (Ting vd 1991, Avery ve Tobin 1993, ¥ 1996).
Birden ¢ok &ir metal iyonunun, mikroorganizmalara yanal ve/veya kismi yagmali
biyosorbsiyonu lzerine ¢ok az sayida gaa yapiimgtir (Ting vd 1991, Pascucci ve
Sneddon 1993, Pascucci 1993).

Agir metal iyonlari taudiklari teknolojik 6nem nedeniyle g#i endustrilerde yaygin
olarak kullaniimakta ve bu endistrilerden geleksaflar kalici toksik etkiye sahige
metal iyonlarini 6énemli miktarlarda icermektedirl&gir metal iyonlarinin giderimi
Uzerine Ulkemizde ve dinyada gunimize dek yapitagtiranalar genellikle tek
bilesenli sentetik sulu metal ¢ozeltileriyleskilidir (Tsezos ve Volesky 1981, Norberg
ve Persson 1984, Wehrheim ve Wettern 1994, SaguteaK1995, Bhide vd 1996).
Oysa, atik sularda genellikle birden fazla metabnly bulunur ve bu metal
karisimlarinin giderimi konusunda en etkili yontemleryaebakteriler argiriimalidir.
Calismanin bu kisminda Ulkemiz endustriyel atik sulaaisdklikla bir arada bulunan,
krom(V1) ve bakir (II) iyonlari bgta olmak Uzere der gir metal kombinasyonlarinin

bakteri turleri Gzerine etkisi agarilmistir. Bu amacla, metaller kendi aralarinda az
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toksik olanlar (mangan, cinko ve bakir) ve cok tkkslanlar (krom, kobalt ve
kadmiyum) seklinde siniflandiriiny ve kombinasyonlar olturulurken, toksisitesi
distk olanlar kendi aralarinda yuksek olanlar kendalarnda kombineli olarak
calsilmistir. Metal kombinasyonlarina kar toleransda, turler arasinda fark olup
olmadginin belirlenmesi icirP. aeruginosaP16,P. fluorescen$26,P. stutzeriP40,P.

putidaP41 veP. mendocin@45 kullaniimgtir.

MnZn kombinasyonunun gar tzerine etkisine bakilginda, P. mendocinaP45
swu Uzerinde 150-400 mmol konsantrasyon gmatla MnZn kombinasyonunun
olusturdusu zon capi 200 mm bulungur. MnCu'nun 300 mmol/L’lik
konsantrasyonul. stutzeriP40,P. putidaP41 veP. mendocinaP45 syglari Gzerinde
zon artgina sebep oldiu, P. aeruginosaP16 veP. fluorescen$26’da ise mangan ile
bakirin tekli olarak olgturduklari inhibisyon zon dgeri arasinda bir zon ojmustur
(Bkz. Tablo 4.21).

CuZn’nin 300 mmol/L’lik konsantrasyonB, aeruginosa16 veP. mendocind45
haricP. fluorescen$26,P. stutzeriP40,P. putidaP41 Uzerinde inhibisyon zon ¢apinin
bu metallerin tekli uygulamalarina gére artmasiedem olmstur (Bkz. Tablo 4.23).

MnZnCu Ucli metal kombinasyonunda iBe aeruginosaP16 sgu Uzerinde
inhibisyon zonu 160 mm olarak O6l¢ulgtir. Bulunan dger bakirin tekli olarak
meydana getir@i inhibisyon c¢apindan kicik (200 mm), cinko (12#0m) ve
manganin (8+0 mm) o$turdusu inhibisyon zon ¢apindan buyik ofgubelirlenmgtir.
Cinko ve mangan, bakirid. aeruginosd.16 sgu Uzerinde yapngioldugu toksik etkiyi
inhibe ettgi gorulmdstir (Bkz. Tablo 4.24).

P. fluorescen®26 Uzerine Uc¢li metal kombinasyonlarinin (MnZnGlusturdugu
zon ¢api ile bakirin tek bena oilyturdusu zon ¢api @t olarak bulunmstur. P. stutzeri
P40 veP. putidaP41 uzerindeki zon ¢gapinin metallerin tekli uygoddarina gore argi
tespit edilmgtir. P. mendocinaP45’'de ise Ucli metal kombinasyonununstbludugu
inhibisyon zon ¢api 21+1 mm olarak ol¢ulgtiir. Bu dger 300 mmol/L’'de bu suicin
22+0 mm inhibisyon zon c¢ap! alwran ¢inkonun etkisini 1 mm azaini
gostermektedir (Bkz. Tablo 4.24).

CdCr’nin 300 mmol/L’lik konsantrasyonunda kadmiywe cinkonun birbirinin

toksik etkisini azalt@ii tespit edilmgtir. Calisilan sylardanP. aeruginosaP16 veP.
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fluorescensP26 Uzerinde tekli metallerin glurdusu inhibisyon zon capindan daha
diUsUk bir zon capi elde edilgtir. P. stutzeriP40,P. putidaP41 veP. mendocind45
uzerine CdCr kombinasyonunun gurdugu inhibisyon zon c¢aplari bu metallerin tekli
olarak olyturduklar inhibisyon zon c¢aplari arasinda @dwbulunmytur (Bkz. Tablo
4.25).

300 mmol/L’lik konsantrasyonda kullanilan kadmiykwobalt kombinasyonu,
kadmiyum ve kobaltin tekli olarak uygulagichda P. aeruginosaP16,P. fluorescens
P26 veP. mendocina45 Uzerine okiurduklari inhibisyon zon capindan dahasiaki
bir inhibisyon zon ¢api olurdusu gorulmdtar. P. stutzeriP40 veP. putidaP41’in
Uzerine olgturduklar etki (2620 mm ve 22+0 mm) kobaltin glurdugu inhibisyon zon
capl ile ayni bulunmyur (2620 mm ve 22+0 mm) (Bkz. Tablo 4.26).

Tekli uygulamalarinda bu kePseudomonasusu lzerine kobaltin inhibisyon zon
capl, kromun olgturdugu inhibisyon zon capindan daha bulytk bulugimiu Kobalt-
krom kombinasyonunda elde edilen inhibisyon zoni ¢sg bu metallerin tekli olarak
uygulandginda olgturdugu inhibisyon zon caplari arasinda buluston. Ornegin P.
fluorescensP26 Uzerine krom 23+1 mm, kobalt ise 32+t0 mm iigydn zon capi
olusturmuwstur. Krom-kobalt kombinasyonunda ise inhibisyon zapi 260 mm olarak
OlcUilmistir. SadeceP. putida P41 sgu (zerinde bu metallerin tekli ve ikili

kombinasyonlarinin okturdugu inhibisyon zon ¢api 22+0 mm olarak 6l¢Uktiii.

Kobalt cagmada kullanilan bePseudomonasuu tzerinde krom ve kadmiyuma
gore olduk¢ca vyiksek inhibisyon zonu glurmutur. Kadmiyum-krom-kobalt
kombinasyonu kobaltin tekli olarak kullanggnda olgturdusu inhibisyon zon capini
disurdigl tespit edilmgtir. Hussein vd (2004)Pseudomonabakterilerinin Cr, Cu, Cd
ve Ni metallerini  biyosorbsiyon yeteneklerini gremiglar ve  metal
kombinasyonlarindan Ni ve Cu kombinasyonunda, reztal birbirlerinin toksik
etkilerini kapattiklarini bulmglardir.

Organik kontaminantlar, mikroorganizmalar tamdfin mikrobiyal
transformasyona gnatilmaktadir. Karbon kayga ve elektron verici olmak Uzere
mikroorganizmalar kontaminantlari kullanmaktadir igD 2004). Achromobacter
Acinetobacter Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacteniu Nocardia ve

Pseodomonasinslerine ait tirlerin karasal ve sucul alanlaida@rokarbonlari degrade
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edebildgi rapor edilmitir (Lehay ve Colwell 1990). Bakteriler, gal yasam
ortamlarinda kirleticileri enerji ve karbon kaymaolarak kullanabilme yetegime
sahiptirler. Ancak mikroorganizmalarin degradatizelligi cevre sartlarindan
etkilenmektedir. Bu nedenle kirlje sebep olan maddelerin daha etkili k#kilde
uzaklgtirilabilmesi icin zorlu cevreartlarinda gefimini sirdtrebilen ve cok gl

substratlari kullanabilen organizmalarin elde edd8me cakilmaktadir (Bruins vd
2000a, Diaz 2004, ).

Naftalinin bakteriyal biyodegradasyon mekarazmin agia kavygturulmasi, daha
karmaik yapili polisiklik ve heterosiklik aromatik hidkarbonlarin nasil metabolize
edildiginin belirlenmesi bakimindan énengiaaktadir. Bu amacla Eaton ve Chapman
(1992) naftalinin parcalanmasnda gerekli olan gkeiazimi kodlayan NAH7 plazmidine
sahip P. aeruginosaPAO1 syunun naftalini metabolize mekanizmasini aggli
kavusturmaya cakmiglardir.

Calsmada kullandiimiz Pseudomonasularinin karbon ve enerji kaypaolarak
naftalin iceren besi ortaminda gétileri takip edilmitir. Bu amacla, 6ncelikle her su
icin MIK degeri belirlenmitir (Bkz. Tablo 4.29). Belirlenen KK degerinde naftalin
iceren NB’de sglarin gelsim egrileri ¢ikarilarak, kontrol grubu olan ve naftalin
icermeyen NB’deki gedim egrileri ile karilastiriimistir. Buna gore; 2 adeP.
aeruginosaswlarindan (P16 ve P2B. aeruginosaP16 bakterisinin 7,5 pg/ml naftalin
varhginda kontrole gére daha yuksek bir geti egrisine sahip oldgu belirlenmgtir
(Bkz. Sekil 4.5). Bu durum naftalin vafinda bu sgun daha iyi geftigini
gostermektedir. Whyte vd (1997) tarafindan yapbancalsmada kutup bdlgesindeki
topraklardan izole edileRseudomonaswlarinin (B17 ve B18) 5 ve 25°C’de alkan ve
naftalini katabolik yolla parcaladiklarini tespitmeslerdir. Bruins vd (2000a) izole
ettikleri P. picketti Va-1, Va-2 ve Va-3 slarnin klorlu fenoller, aromatik
hidrokarbonlar, 2,4-dikloro fenoksiasetik asit vengasiklik triterpenoid gibi ¢l
toksik maddeleri degrade edebildiklerini, kadmiyumakir ve ¢inko gibi gair metallere
karsi da direncli olduklarini tespit etgherdir. Ayrica bu sgiarin kisith besin ortaminda
da gelgebildiklerini goOstermglerdir. Bu aratiricilar, &ir metal ve organik
kontaminantla kirlenmgi alanlarin temizlenmesinde buskrin da kullanilabilecgni
rapor etmglerdir. Calsmada kullandiimiz P. aeruginosaP16’in mangan-ginko-bakir

ve kadmiyum-krom-kobaltin ikili ve U¢li kombinasyanna kagi direng gostermesi bu
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swun metal varlginda naftalinle  kirlenmgi  alanlarin  temizlenmesinde
kullanilabilecgini disindurmektedir.P. aeruginosaP22 sgunun ise 7,25 pg/ml
naftalin varlgindaki gelsim egrisinin, naftalin icermeyen kontrol grubuna gorehaa
distk olduzu bulunmy ve bakteri gelimi olumsuz yénde etkilenmtir (Bkz. Sekil
4.6).

Calsmada kullanilan 3 add®. putidaswlarinin (P18, P41 ve P43) naftalin iceren
besi ortaminda kontrol grubuna goére oldukcgi@tibir gelsim egrisine sahip olduklari
tespit edilmgtir. Buna ilaveterPseudomonasulari arasinda, naftalinin bakteri ggni
uzerine olan olumsuz etkisi en ¢Bk putidasuslarinda gorulmitir (Bkz. Sekil 4.7, 4.8
ve 4.9).

Calsmada kullandiimiz 6 ade®. stutzeriswlarindan (P19, P27, P39, P40, P44 ve
P46) P. stutzeriP27 ve P39un 7,5 pg/ml naftalin v@hdaki gelsim egrilerinin
kontrol grubuna gore daha yuksek didu dolayisiyla bu sgarin naftalin varlginda
daha iyi geltigi tespit edilmgtir (Bkz. Sekil 4.11 ve 4.12)P. stutzeriP19 ve P44’Un
naftalin varlginda gelsim egrilerinin kontrole gére dgilkk bulunmasi, naftalin iceren
besiyerinde sglarin Gremelerinin zayiflagini géstermektedir (Bk&ekil 4.10 ve 4.14).

P. stutzeriP40 sgunun ise gefim egrisi kontrole yakin olarak tespit edilgtir. Bu
durum, P. stutzeri P40 sgunun naftalinden olumlu ya da olumsuz yonde
etkilenmedgini gostermektedir (BkzSekil 4.13).

P. fluorescensP26 sgunun 7,0 pg/ml naftalin vagindaki gelgim egrisi
inkiibasyonun ilk 24 saatinde naftalin icermeyen tikan grubuna gore diik
bulunurken, 24 saatlik inkilbasyondan sonra naftaliakteri gekimini olumlu yénde
etkiledigi tespit edilmgtir (Bkz Sekil 4.16). Camamizda bu swun mangan-ginko-
bakir ve kadmiyum-krom-kobaltin ikili ve Ucli konmaisyonlarina kar direng
gosterdgi de tespit edilmitir. Filali vd (2000) bir endistrgehri olan Morocco’nun
Casablanca eyaletinde atik sulardan izole edierfluorescensP. aeruginosa K.
pneumonia Proteus mirabilis ve Staphylococcussularinin &ir metallere ve
antibiyotiklere kagi direncli olduklarini, karbon kaygia olarak naftalin, toluen ve
benzeni kullanabildikleri tespit edilgtir. Calismada kullandiimiz P. fluorescen$?26
swunun, naftalin varfiindaki gelgim egrisinin ilk 24 saatlik inkiilbasyonda naftalin
icermeyen kontrol grubunun altinda olmasisusu ortama ge¢ adapte oflnu

distindUirmitar. Lee vd (2003), karbon kaynaklarinin naftaliegchdasyonu tzerine
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olan etkisini argtirmiglar ve piruvat variindaP. putidaG7 syunun naftalinli ortama

daha cabuk adapt#abildigini belirtmiglerdir.

P. mendocin@45 sgunun 6,25 pg/ml naftalin iceren besi ortamindakisgainin
kontrole gore dgiik olmasi, naftalinin bakteri geimini olumsuz y6nde etkiledini
gostermektedir (Bk&Sekil 4.17). Farrel vd (2003) gaok bolgelerden izole ettikleri
Pseudomonaswlarinin diguk sicaklik dgerlerinde tek karbon kaypeolarak tolueni
kullanirken naftalini kulanamadiklarini tespit eglar ve toluen ile kirlenmgi sqsuk
iklime sahip bdlgelerin remedasyonunda buslaaun da kullanilabilegéni 6ne

surmiglerdir.
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6. SONUC

Endustriyel atiklarin sucul ortamlarasadg edilmesi, meydana gelen kazalar
sonucu organik icegi fazla olan atiklarin etrafa yayilmasi ve atikbarmha edildgi
alanlardan cevreye sizmasi sonucu benzen, toluaiberzen, ksilen, naftalin,
nitrofenoller ve kloroform gibi aromatik hidrokanblar cevreye dalmakta ve dgal
dengeyi bozmaktadirlar. Bu kontaminantlari parcatay mikroorganizmalarin
belirlenmesi, izolasyonu ve Kkarakterizasyonu cewemaha kisa bir sirede
temizlenmesi  acisindan  buyik  6nem sit@aktadir.  Mikroorganizmalarin
biyodegradasyon 6zelliklerinin; pH, sicaklik, tugky, oksijen, besinsel icerik ve g#i
metallerden olumsuz yonde etkilegidbilinmektedir. Asir metaller icerisinde 6zellikle
civa, kadmiyum, bakir, cinko ve gumugibi metaller mikrobial degradasyonu

engellemektedir.

Bu calsmada farkli ortamlardan izole edildPseudomonasularinin &ir metal
direnclilik profilleri ve naftalin biyodegradasyonaratiriimistir. Calsmalarimiz
sonunda elde edilen sonuclara géteaeruginosa16 veP. fluorescen$26 bakterileri
kadmiyum-krom-kobalt ve mangan-cinko-bakir metatier kombinasyonlarina kar
direng gostermektedir. Ayni bakteriler, naftaliergn ortamda da gedibilmektedirler.
Buna ilaveten, metallerin tekli uygulamalarina skadireng gostergi belirlenen P.
stutzeriP27 veP. stutzeriP39 bakterilerinin de naftalin iceren besiyerirgidismesi
dikkat cekicidir.

Bu konuda ilerde yapilmasi hedeflenen gmablar, ceitli metallere direngli
mikroorganizmalar aracfiyla organik kontaminantlar ile Kkirletilmi alanlarin
biyoremedasyonunun (biyolojik iygérme) sa&lanmasi yonindedir. On tarama
niteliginde olan deneylerimiz sonucunda elde edilen leifgiP. aeruginosaP16, P.
fluorescens P26, P. stutzeri P27 ve P. stutzeri P39 nolu sglarin daha detayli

arastirmalarda kullanilacak nitelikte ol@unu digundirmektedir.
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