KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU }&OS (.1

BIYOLOJI ANABILIM DALI

FUEL OIL ILE KIRLENMIiS TOPRAKLARDAN BAZI PSEUDOMONAS
TURLERININ IZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Biyolog Ismail DEMIR

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince
"Yiiksek Lisans (Biyoloji)"
Unvani Verilmesi I¢in Kabul Edilen Tezdir

Tezin Enstititye Verildigi Tarih : 16. 02. 1998
Tezin Savunma Tarihi : 05.02. 1998

Tez Damgmam  : Dog. Dr. Zihni DEMIRBA(VMS

Jiiri Uyesi : Prof. Dr. Asim KADIOGLU A—’\Qé\/\ow-\
Jiiri Uyesi : Dog¢. Dr. Saadettin GUNER /4(*:—«—‘—~

Enstitii Mdiirii  : Prof. Dr. Fazli ASLAN (5% £ A

— 50

Trabzon 1998



ONSOzZ

Fuel oil ile kirlenmis topraktan bazi Pseudomonas tiirlerinin
izolasyonu ve karakterizasyonu konulu bu caligma, Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali'nda "Yiiksek
Lisans Tezi" olarak hazirlanmugtir.

Yiiksek lisans tez danigmanlifimu iistlenerek, gerek konu secimi,
gerekse caligmalarin yiiriitiilmesi ve deZerlendirilmesi sirasinda ilgi ve
yardimlarint esirgemeyen saygideger hocam Dog¢. Dr. Zihni
DEMIRBAG'a, degerli jiiri iiyesi hocalarima, calismay1 yapabilmem icin
her tiirlii laboratuar imkanlarin1 kullanmamu saglayan boliim bagkanimiz
sayin Prof. Dr. Osman BEYAZOGLU'na ve ¢altgmalarim sirasinda bana
yardimci olan diger hocalarima ve tiim Biyoloji Béliimii arastirma
gorevlisi arkadaslarima tesekkiir ederim.

Ismail DEMIR



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ....niiiiiicccieteeereterceett et 11
ICINDEKILER......cccutettieteeteeteeeieeerecesreessecsaeeeesseeesesssstesnnesaenene I
OZET ..ottt eertee et eesteeeaeseraeasseessee st e s st esensesneeeseenane VII
SUMMARY ..ottt crevear e e e e e s aaaas Vi1
SEKILLER DIZINI...ocoiiotieieieeeeietec ettt et IX
CIZELGELER DIZINI.....cctiiieeieeeeeceeeeete e srceeee e e e eenes X
SEMBOLLER ve KISALTMALAR DIZINI......cccccceotieinnrcnnnnencne. X1
1. GENEL BILGILER.....c.otterttiereeeeeeaeeeeeneeeseeneeeseeeeesssesene 1
| PR € £ o - SO OSSPSR 1
1.2. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin Cevreye Bulagmalari.....2
1.3. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin Biyolojik ve Fiziksel
Eiloilleri WS- S S A, S ............ 4
1.4. Denize Dokiilen Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin
T eMIZIENMESI.ceeueneereeeinnenceeereanunsctieriitenereerenreenrrseeeneeneaaenes 5
1.4.1. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin Mikrobiyal
Parcalanmasi......ccceeeeiemuiiieniiieeeiiiiiii et eeaeee 5
1.4.2. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin Yikimlarin1 Etkileyen
Biyolojik Faktorler........couveeiiivmenniiiiiiiiinicciienieceennieene 6
1.5. Mikroorganizmalarin Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlara
AdaptasyonU.......coceeeueiiiirimmmiiiiirernnneieeee st ee e 8
1.5.1.  Mikroorganizmalarin Onceden Polisiklik Aromatik
Hidrokarbonlara Maruz Kalmalarinin Adaptasyondaki Rolii.....8
1.5.2. Mikrobiyal Kommiinitenin Genetik Kompozisyonunun
Degismesiyle Adaptasyon......cccceemimeeeeiieieiieiiienieniiiieiennnneneee 8
1.5.3. Adaptasyonda Plazmidlerin Roli.........cccoommimiiiiiiiiiiiinninnnniiies 9
1.6. Bakteri Hiicre Yapis1 Hakkinda Genel Bilgiler...................... 10
1.7. Pseudomonadaceae Familyasl........cooeeveirmniiniiiiiiiiiiniinnnnnnnnen. 13
1.7.1.  Pseudomonas CinNSl.......cceueueriremeiiimeuirinrernnenneinaiiereeeneenaannes 14
1.7.2. Hiicre Morfolojisi ve Ince Yapisi..coocoeeercemviiscnecnreneninnnen, 15
1.7.3. PigmentasyOm......cccccurierimurarieneaseenmnnirennnsesenneneasesnsessensans 16
1.7.4.  Plazmidler.......ccouieieiiiiriniiiiiiiiiieneieier et 17
1.7.5. Antibiyotik Duyarltli81...cccccureeiiiniminiiiiiiiiiiiii 18

HI



1.8.
1.8.1.
1.8.2.
1.8.3.
1.8.4.
1.8.5.
1.8.6.
1.8.7.
1.8.8.
1.8.9.

2.1.
2.2.
2.2.1.
2.2.1.1.

2.2.1.2.
2.2.2.

2.2.2.1.
2.2.2.2.
2.2.2.3.
2.2.24.
2.2.3.

2.2.3.1.
2.2.3.2.
2.2.3.3.
224

2.2.4.1.
2.24.2.
2.2.43.
2.2.44.

Pseudomonas'larin Ozel Karakterlerinin Test Edilmesi.......... 19

Besinsel ve Diger Fiziksel Ozelliklerin Taranmasi................. 19
Pigment OluSumu.....cc.ccccevrieiiireiniieienneireeteeereceeeeeeeeen s 20
Poli-B-hidroksibutirat (PHB) BiriKimi.....cccceceererueeercvnenrannnen. 20
PHB HidroliZi....coceverrieiiiieiiieiieieicnicieeierieeeesveee s 21
Testosteron Parcalanmasi........ccccceeeerereeevcreeneneeereeceesnnnenn. 21
Ring Fiizyon Mekanizmasi........ccccoeveeeeeivsvernneensecesneeenennn, 21
Arjinin Hidrolizie..eeeeeeieieeeeeeierneiieeencriereseeeereeeceneeeeeese s 22
Karbohidratlardan Asit Uretimi.....cccccevevveeeeceenrereereereereenne 22
Tween 80 Hidrolizi......oeeeeeemeeneneeereeeiieriieieiceiieiieeceeeeeeennnns 22
YAPILAN CALISMALAR.....ccoeirreeeeeeeerereeeeeeeecceennes 23
Materyaller.....coummiiiiiiaiiieeeree et 23
D (e 117<) 1 s VR 23
Izolatlarin Elde Edilmesi......cccovevemereerreeereeremereenesrseeenes 23
Toprak Orneklerinin Alinmas: ve Bakteri Sayilarimin
Belirlenmesi....cccooevveeneeiiiiiiieeiieee et 23
Farkli izolatlarin Belirlenmesi ve Saf Kiiltiirlerin
Hazirlanmast...cc.e.eerriiiiiiiiieniereiieeeeeeeeeeie et 24
Izolatlardan Pseudomonas Cinsine Dahil Olanlarin
Belirlenmesi.......oueeeeeeiiiiimminnniieieecneee e 24
Pseudomonas 1zolasyon Agarda Biiylime.......ccoeeverevevenennnnne 24
Gram BOYama.....ccccoerivieveieeeieieieeeeeieeeeeeaenaseeeeeenrnnnennenees 24
Katalaz Testi....cccoeereieiiiiririiercceieneieeesee e e e 25
PIgmentasyon.....ccccciiiiiiiiiiiiiiiiinieieerieereseeeeeeeaeeeee s e e sa e sanaaes 25
Pseudomonas Cinsine Dahil Olan Izolatlarin Cesitli

Boyama ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi............... 25
Basit BoOyama.......cccoiiiiiiiiiiiiiieeeereeeee e eeaneas 25
Hareket Testleri....coiviiiiireieiieieaiiiericeee e, 26
Izolatlarin Boyutlarinin Hesaplanmasi.........coceoveveueeeverenennnes 26
Pseudomonas Cinsine Dahil Olan Izolatlarin Fizyolojik
Ozelliklerinin Belirlenmesi........ccceeveeeeerenreeverreriereseeeeenns 26
Izolatlarin Biiyiime Sicakliklarimin Belirlenmesi................... 26
[zolatlarin Biiyiiyebildigi pH Araliklarizin Belirlenmesi........ 26
Izolatlarin NaCl Ihtiyaclarinin Belirlenmesi.........ccoevevvenee.e. 27
Izolatlarin Atmosferik Oksijen Ihtiyaclarinin Belirlenmesi.... 27



2.2.5.

2.2.5.1.
2.2.5.2.
2.2.5.3.
2.2.54.
2.2.5.5.
2.2.5.6.
2.2.5.7.
2.2.5.8.
2.2.5.9.
2.2.6.

2.2.7.
2.2.8.
2.2.8.1.
2.2.8.2.
2.2.8.3.
2.2.09.

3.1.
3.2.

3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.3.

3.4.
3.5.
3.6.

Pseudomonas Cinsine Dahil Olan Izolatlarin Cesitli

Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi.........cccevcveevenvenneee. 27
Nisasta Hidrolizi Testi...c.uueereeeierreececreerirreeeieeceiiecieeeranee 27
Jelatin Hidrolizi Testi..ccceuuuoeeeeiiecoinineeeneeineenncneenienecnneee 28
Karbohidrat Fermentasyon Testleri........ccoevercurinnrirnennn..e. 28
Vogus-Proskauer Testi.......eeeeeeieeeerecreriieeerieencenccriennennen 28
Sitrat ve Propionat Kullanim Testi.....cccccccvvvriviiuriireinnnnenn. 29
Nitratt Indirgeme TeSti....cocerreeerrereerereereeseerueeereesessessesnens 29
OKSIdazZ TeStiuiuieeeeereieiiiinierneiranecntrreneeaeirereeenearesseereesesaens 29
Tween 80 Hidrolizie......eeeevreereerereeiieeieciiiiiiienreeeceeen 30
Arinin Hidrolizie....ooioeeeererierenmiiciniiiiniiiiiiiiiiineeiieninniinecees 30
Izolatlarin Polisiklik Aromatik Hidrokarbon (fenantren)
Parcalama Ozelliklerinin Belirlenmesi.....ccceeeeveeveereeerrenenne.. 30
Izolatlanin Plazmid DNA'laninin Izolasyonu.........c.cceueeu.... 30
[zolatlarin Toplam Hiicre Protein Profillerinin Cikariimast....32
Total Hiicre Proteinlerinin 1zolasyonu........cecveeceeevecenruennnnnins 32
Protein Konsantrasyonunun Tayini.......ccceeeevvevennnnneneennnnnn. 32
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi.......cccccveeeeneeiriiiiincacen. 32
Cesitli Antibiyotiklerin Izolatlar Uzerindeki Etkilerinin
Belirlenmesi.. ccccuecieiiaiiieiniriiinieeeiiieirieec et 33
BULGULAR ... ccicecereveeceerentnreccaenssseccnnssses s e s e e ennes 34
Alman Toprak Orneklerinin Kantitatif Analizi.........ceevreen.n. 34
Pseudomonas Cinsine Ait Olan Izolatlarin Bazi

Karakterlerinin Tayini.....ccceeeeeeereeeriiinecniniirencernenecnneeenne 35
Morfolojik Karakterler......ccooeriimmiiiviniirimicrieenieniieeenneenes 35
Fizyolojik Karakterler........ccooeeeiriieniiirieiiiniiiriicceeneeneneene. 37
Biyokimyasal Karakterler.......cccccooevvvommmminunneinniiiieiieeeeeen 39
Izolatlarin Polisiklik Aromatik Hidrokarbon

Parcalayanlarini Belirlenmesi........coeeueiiiieniiiiiiinineninnnnnn.. 40
Izolatlarin Plazmid IceriKIeri. ..uureenineevreeerniieeereeeeeeneeene 40
izolatlarin Toplam Protein Profillefi......ccecceeverveecvenrennnnen... 40
Antibiyotik Duyarlili@i....cccoovvuiiiiiiiminiiiiiiiiiiiiiiiiccineeens 42
TARTISMA . .ttt ettt eee e et ee e ee e e e eeae 45
SONUCLAR ...t rrreeee e e s eee e e 49



8.1.
8.1.1.
8.1.2.

KAYNAKLAR. ..ottt 51
EKLER. ... ettt e s e e e 62
Besiyeri, Ayirag ve Boyalarin Hazirlamigt......ooeeevevevencnnnnnes 62
Besiyerilerin Hazirlani§i. ..ooooueeeevceeeinnnerncieinereenereencnneen. 62
Ayira¢ ve Boyalarin Hazirlanil......cocuveenveeeenveenceeeeenneeenes. 63
OZGECMIS.. ottt et 65



OZET

Petrol ve petrol tiirevi olan polisiklik aromatik hidrokarbon
(PAH)'lar cesitli yollarla cevreye bulasan organik cevre kirleticileridir.
Bunlarin ¢ogu, cevrede uzun siire kalmalar1 ve birikmeleri sonucu cevre
kirlenmesine ve biyolojik dengenin bozulmasina sebep olurlar. Cevrenin
polisiklik aromatik hidrokarbonlardan temizlenmesi, uygulamali
mikrobiyoloji acisindan olduk¢a 6nemlidir.

PAH'lan1 parcalayan bakterilerin belirlenmesi, izolasyonu ve
karakterizasyonu cevrenin daha kisa bir siirede temizlenmesi agisindan
biiyiik 6neme sahiptir. Bu nedenle, bu c¢alismada, fuel oil ile kirlenmig
bir sahadan alinan 6rneklerdeki PAH'lan parcalayan bakterilerin tespit
edilmesi, bunlar arasindan Pseudomonas cinsine ait olanlarin belirlenmesi,
bunlardan plazmid igerenlerin ayirt edilmesi ve bu plazmidlerin biyolojik
ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmaktadir. '

Farkli 6zelliklere sahip noktalardan alinan &rneklerde toplam 45
farkl: bakteriyal izolat tespit edildi. Bunlardan 6 tanesinin Pseudomonas
cinsine dahil oldugu ve bu Pseudomonas'lardan da 4 tanesinin fenantren
parcalama oOzelligine sahip olduklan1 belirlendi. Bu Pseudomonas
izolatlarinin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal, kemotaksonomik ve
molekiiler karakterleri aydinlatildi. Fenantren parcalama 6zellifine sahip
olan izolatlarin iki tanesinin plazmid icerdikleri tespit edildi. Bu
plazmidlerin fenantren pargalamayla olan iligkileri ve molekiiler
karakterizasyonlar c¢aligildi.

Anahtar Kelimeler: Polisiklik Aromatik Hidrokarbon,
Pseudomonas, Biyodegredasyon
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SUMMARY

Isolation and Characterisation of Some Pseudomonas Species from Soil
Contaminated with Fuel Oil

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) which are petroleum
and petroleum derivatives, are widespread organic pollutants entering the
environment by various ways. Since most of these persist in the
environment for long time and bioaccumulate, they cause environmental
pollution. The cleaning of the environment from the polycyclic aromatic
hydrocarbons is very important in applied microbiology.

Determination, isolation and characterisation of bacteria which
participate in the biodegradation of PAHs have importance in the
decontamination of the environment in shorter periods. Therefore, in the
present study, we aimed to determine PAH decomposing bacteria from an
environment contaminated with fuel oil, identify all of the bacteria which
belongs to Pseudomonas, observe Pseudomonas which have plasmid and
determine the biological features of these plasmids.

We identified 45 isolate in the studied samples, 6 of these isolates
belongs to Pseudomonas, and 4 Pseudomonas have ability to biodegrade
phenanthrene. Morphological, physiological, biochemical,
chemotaxonomic and molecular characteristics of the Pseudomonas
isolates  were determined. Two of phenanthrene decomposing
Pseudomonas were found to contain plasmid. Relevance of these
plasmids with phenanthrene decomposition and their molecular
characterisation have been studied.

Key Words: Polycyclic Aromatic Hydrocarbon,
Pseudomonas, Biodegradation
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Cevre sorunlari diinyanin pek ¢ok yerinde 6zellikle son 20 yilda
glincel hayata girmis, acilen ¢oziim bekleyen bir problemdir.
Ormanlarin tahribi ve erozyon, diizensiz sehirlesme ve yesil alan
azalmasi, kiyilarin bozulmasi, sanayide kullanilan kimyasal maddelerin
canlilar iizerindeki olumsuz etkileri, niiklear enerjili termik santraller ve
polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)'larin ekolojik dengede yapmis
olduklan tahribat sadece Tiirkiye'de degil, diinyada da ¢dziimleri aranan
sorunlar haline gelmistir.

Petrol ve petrol tiirevi olan PAH'lar, sucul ve karasal
ekosistemlerde uzun siire kalabilen c¢evresel bilesikler sinifindandirlar.
Hidrofobik ozelliklere sahip olan ¢ogu PAH'lar suda ¢6ziinmez, sadece
dagilir ve siispanse olmus partikiilleriyle suyu sararlar (1). Su
ortamlarinda ¢okmelerinin bir sonucu olarak gol, nehir, nehir agzi ve
okyanuslarda biiyilk PAH sedimentlerini olugtururlar.  Deniz
sedimentlerindeki PAH konsantrasyonlar1 100 ng/g'dan 100.000 ng/g
sediment'e kadar degigebilir (2, 3, 4). Sahil ekosistemlerinde yaglarin
varlifinin anlagiimas: olduk¢a 6nemlidir. Bu ekosistemlerdeki yiiksek
PAH seviyeleri insan saglidin1 bozar ve deniz ortamindaki kurulu dengeyi
de tahrip eder. PAH'larin toksik, mutajen ve kanserojen ozelliklerinin de
oldugu bilinmektedir (5, 6).

PAH'lar fotooksidasyon ve kimyasal oksidasyon yollanyla
parcalanirlar. Ancak, biyolojik transformasyon PAH'larin dogadan
temizlenmesinde hakim duruma gelmistir. PAH'larin dogal
mikroorganizma populasyonlar1 tarafindan biyolojik olarak
parcalanmalari, ¢evrenin petrol ve diger hidrokarbon kirliliklerinden
eliminasyonunda primer mekanizmadir (7). Hem prokaryotik hem de
okaryotik biyolojik parcalama mekanizmalari, PAH halkalarina enzimatik
tutunmanin baglamas: i¢in bimolekiiler oksijenin varliina ihtiya¢ duyar
(8). Bununla beraber, birgok bakteri, diisiik molekiiler agirlifa sahip
PAH'lar1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilirler (9, 10).



PAH'larin bakteriyal parcalanmalari biyokimyasal ve genetik
olarak ger¢eklesmektedir (11-15). Bu yollar i¢in ekstrakromozomal gen
lokasyonlar1 mevcuttur. Deniz, tatlisu ve toprak ekosistemlerindeki
petrol ve hidrokarbonlarin biyolojik olarak parcalanma yollarini
aydinlatmaya yonelik ¢esitli caligmalar vardir. Su ana kadar naftalen (16,
17), fenantren (17-19) ve antrasen (10) gibi cesitli PAH'larin bakteriler
tarafindan parcalanmalari c¢aligilmigtir. Naftalenin bir plazmidde
mevcut olan genlerin kodladii enzimler tarafindan parcalandid:
bulunmustur. Bu ¢alismalarin ¢ogu zaman, denizlerdeki yaglarin
degredasyonu iizerine yogunlagti§i dikkat cekmektedir (20, 21).
(Cevredeki hidrokarbon kirliliklerinin biyolojik olarak parcalanma
oranlarinin arttirilmasi i¢in son zamanlarda dogal veya biyolojik esash
temeller kullanilarak olusturulmus mikroorganizmalarin kullaniimalari
diisiiniilmektedir.

PAH'lar1 parcalayan bakterilerin belirlenmesi, izolasyonu ve
karakterizasyonu cevrenin bunlardan daha kisa bir siirede temizlenmesi
acisindan biiyilk 6neme sahiptir. Bu nedenle, bu caligmada, fuel oil ile
kirlenmis bir sahadan alinan 6rneklerde PAH'lar1 pargalayan bakterilerin
tespit edilmesi, bunlar arasindan Pseudomonas cinsine ait olanlarin
belirlenmesi, bunlardan plazmid icerenlerin ayirt edilmesi ve bu
plazmidlerin biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

1.2. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin Cevreye
Bulasmalari

Son yillarda Alaska'daki, yag tankeri Exxson Valdez'den (22),
Texas'tan, Rhadoe Adasi ve Delaware (23)'den toplam 200.000
barrel'den fazla ham petroliin dogaya dokiilmesi, dikkatleri ¢evrenin
hidrokarbon kontaminasyonu problemi iizerinde yogunlastirmustir (21).
Diinyada, ¢ogu antropojenik kaynaklardan olmak iizere yilda, 1.7 - 8.8
milyon metre ton petrol iretildigi ve bunun 6nemli bir miktarinin da
zararl olarak ya kullanim sonucu ya da kullaniimadan ¢evreye dondiigii
bilinmektedir (7).

Petrol ve petrol tiirevi olan PAH'lar, kullanim esnasindaki hatalar
ve ihmaller sonucunda, petrol dokiilmesi ve fosil yakitlarin tamamen
yanmadan atilmalariyla ¢evreye bulagmaktadirlar. Diinyada petrol



tagimacilid1 daha ¢ok tankerler ile deniz yollar kullanilarak yapildii i¢in
okyanus ve denizlerin kirlenme riski karalara gére daha yiiksektir.

Kirlenmenin biiyiik bir kismi tanker ve gemi seferlerinden
kaynaklanir. Tankerler yiiklerini bosalttiktan sonra dengelerini saglamak
icin depolarina su alirlar ve bunu bosalttiklar1 zaman su ile birlikte
PAH'lan1 da denizlere verirler. Tankerlerin disindaki gemiler de gerek
yaglama ve gerckse pis sularin disar1 atilmasiyla cevre kirliligine katkida
bulunurlar. Ayrica, petrol arama calismalari esnasinda da cevreye
bulagma olmaktadir. Otomobil ve Gteki sanayi dallarindan her yil dogaya
karigsan petrol atiklarinin miktarlar1 da az degildir. Bunlardan
kullamlmug endiistriyel yag, hidrolik sivilar, ¢oziiciiler ve sogutucular
cevreye bulasir ve cesitli su yollariyla denizlere ulagirlar. Karalarda
petroliin tagindigr borularda meydana gelen sizmalardan ve depolarin
temizlenmesiyle olusan pis sulardan da fazla miktarda PAH cevreye
bulasmaktadir. Bunlarin yanisira petrokimya tesislerinin atik iiriinleri
olan pek c¢ok zararli madde ve PAH'lar da cevreye (bir gol veya nehire)
verilmektedir. Bu atiklarin bir kismu toprakta tutulmakta, bir kismu da
yagmur, kar ve gehir sulariyla okyanus ve denizlere ulagmaktadir.

Cesitli kaynaklardan dogaya verilen ve sonunda okyanus ve
denizlere ulasan PAH'larin bir kismi, ¢esitli olaylar sonucu zamanla
gozden kaybolur. Bu, kirlenmenin sona erdigini gostermez. Sadece
buharlagma, su yiizeyine yayilma ve kismen ¢oziinme, emiilsiyon haline
gelme, dip sedimentlerinde birikme, canli organizmalarda oksitlenme ve
parcalanma, fotolitik olarak oksidasyona ugrama ve canli organizmalar
tarafindan alinma ve depolanma gibi olaylar neticesinde kirlenme basgka
bir kirlilige doniisiir.

Deniz yiizeyine diigen PAH'larin yaklasik %25'i bir giin icinde
buharlagir. Kalanin biiyiik bir kismu emiilsiyon haline doniigiir ve kiigiik
tanecikler halinde suya karigir. Taneciklerin agir metal ihtiva edenleri de
dibe ¢okerek sedimentleri olugtururlar ve boylece, yeni bir problemin
dogmasina sebep olurlar. Petroliin bir kismu emiilsiyon haline gelmeden
fotolitik olarak, bir kismi da mikroorganizmalar tarafindan parcalanir.
Denizlerdeki mikroorganizmalar kuvvetli PAH parcalayicilardir.



1.3. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin Biyolojik ve
Fiziksel Etkileri

PAH kirliliginin etkisi uzun ve kisa siireli olmak iizere iki tiirliidiir.
Uzun siireli etki heniiz iyi bilinmezken, kisa siireli etki olduk¢a iyi
aydinlatilmistir ve bu da kaplama veya havasiz birakma ve zehirleme
olmak iizere ikiye ayrilir.

Bunlardan kaplama veya havasiz birakma da 1§1@1n gegisini azaltma,
¢Oziinmiis oksijeni azaltma, deniz kuglarina zarar verme ve havasiz
birakma seklinde dorde aynlir.

Uzerinde petrol tabakas: bulunan suyun 2 m derinindeki 151k
konsantrasyonu, petrol tabakas:i bulunmayan suyun aym
derenligindekinden yaklagik %90 daha azdir (24). Bu, fotosentezi
dolayisiyla, bitkilerin biiyiimelerini olumsuz yonde etkiler. Petrol
tabakasi ayrica, suyun oksijen almasini da simirlar ve bdylece,
mikroorganizmalar basta olmak iizere su igerisinde yagayan tiim canlilar
oksijensiz kalirlar. Deniz suyunun petrolle kirlenmesi 6zellikle deniz
kuglarin1 da olumsuz yoénde etkiler. Kuslarin tiiyleri birbirlerine yapigir
ve kuglar artik ucamaz hale gelirler. Ayrica, tiiyler izolasyon
ozelliklerini de kaybederler. Yine petrol tabakasi suyun havalanmasimi da
engelledigi i¢in alg ve liken gibi cesitli bitkilerin oliimiine sebep olurlar.

Yakin zamana kadar ucucu hidrokarbonlarin canlilar iizerinde
zararl1 bir etkiye sahip olduklar:1 bilinmiyordu. Ancak, son zamanlarda
cok diigiik konsantrasyonlarinin dahi canlilar iizerinde etkili olduklarn
tespit edilmistir. Yiiksek hidrokarbon konsantrasyonlu ortamlarda kalan
hayvanlarda oliimle sonuglanan hiicre tahribatlar1 meydana gelir.
Ozellikle larval ve geng devrelerdeki deniz canlilari hidrokarbonlardan
biiyiik 6l¢iide etkilenirler.

Benzen, toluen ve ksilen gibi aromatik hidrokarbonlar alifatik
hidrokarbonlardan ¢ok daha zehirlidirler. Bunlar, 6zellikle insanlar i¢in
cok toksiktir. Naftalen ve fenantren de baliklar i¢in oldukga zehirlidir.

Sahile yakin yerlerde meydana gelen kirlenme ¢ok daha etkilidir.
Bu, ozellikle baliklar, yenge¢ gibi kabuklular ve omurgasizlarin 6liimiine
sebep olmaktadir. Ayrica, tabana ¢okerek sediment olugturan kirlenme
de olduk¢a 6nemlidir. Bu, tabanda yagayan tiim canlilarin Sliimiine sebep
olur. Viicuda giren hidrokarbonlar agir metaller gibi uzun siire
degismeden viicutta kalabilmekte ve bir canlidan digerine yine



bozulmadan gegebilmektedirler. Bu sayede, baglangicta ¢ok diisiik olan
hidrokarbon konsantrasyonu giderek artar ve besin zinciri yoluyla insana
kadar ulagabilen kii¢iimsenemeyecek bir miktar haline gelir. Bu gekilde
kirlenen besinler hem tat hem de koku yoniinden ¢ok farkli &zellikler
kazanirlar. Bu maddeler ayrica, yag dokuda ¢oziinerek pestisidlerin
birikmeleri i¢in uygun ortamlar olugtururlar (24).

1.4. Denize Dokiilen Polisiklik Aromatik
Hidrokarbonlarin Temizlenmesi

Denize dokiilen petroliin temizlenmesinde cegsitli metotlar
geligtirilmesine ragmen, giiniimiizde her kazada uygulanabilen iyi bir
yontem bulunamamigtir. Uygulanmakta olan metotlar, yayma, bariyerle
¢evirme, su kopiigii kullanma, kimyasal madde kullanma, mekanik
temizleme, sorbant kullanma, ¢oktiirme, emiilsiyon haline getirme ve
mikroorganizma ekimi yontemleridir (24).

1.4.1. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarmn Mikrobiyal
Parcalanmasi

Cevreye bulagsan hidrokarbonlarin dogal mikroorganizma
populasyonlar1 tarafindan biyolojik olarak parcalanmalari, PAH
kirliliklerinin yok edilmesinde primer mekanizmadir (7). Biyolojik
olarak pargalanma, PAH bulagmigs ortamlara ayni dogal
mikroorganizmalar ekilerek hizlandirilir. Ancak, bu isi farkli
mikroorganizmalar yaptifindan, ekilecek mikroorganizmalar cesitli
olmalidir. Ayrica, dokiillen PAH'larin ekilen mikroorganizmalarla
birkag¢ giin temasta kalmalan saglanmalidir.

PAH'larin parcalanmasi gibi bazi metabolik fonksiyonlar
plazmidlerde kodlanan genler tarafindan gergeklestirilir (11, 12).
Katabolik plazmidler, bir organizmanin biiyiimesi ve hayatini devam
ettirmesi gibi gorevler iistlenen zorunlu genetik elementler degildirler.
Fakat, plazmidler hiicrelere, kendilerinde mevcut olmayan metabolik ¢ok
yonliiliik katarlar. PAH'larin mikrobiyal parcalanmalari cesitli
cevresel parametrelerin yanisira, degisik biyolojik faktorlerden de
etkilenir (21).



1.4.2. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin
Yikimlarim1 Etkileyen Biyolojik Faktorler

Cevreye bulasmig PAH'lar ilk olarak bakteri ve funguslar
tarafindan parcalanirlar. Mikroorganizmalar, hidrokarbonlar yalmz
baglarina, sadece sinirli oranlarda metabolize ederler. Ancak, toprak, su
ve deniz ortamlarinda kompleks hidrokarbonlar1 parcalayabilmek i¢in
‘genis enzimatik kapasitelerinden dolayi karigik Kkiiltiirlere ihtiya¢ duyulur.

PAH'larin parcalanma ve kullanilmalari bakteriyal ve fungal
cinsler tarafindan gerceklestirilmektedir-(9, 10). Floodgate (25), denizde
25 hidrokarbon-parcalayan bakteri ve 27 fungus cinsini listelemisgtir.
Yapilan benzer bir derlemede de toprak izolatlarinin 22'sinin bakteriyal,
31'inin fungal cinslere dahil oldugu belirlenmigtir (26).

Yayinlanmig caligmalardan (21) hareketle, hem toprak hem de
deniz ortamlarinda en Onemli hidrokarbon-parcalayan bakterilerin
Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Flavobacterium, Nocardia ve Pseudomonas ve korineformlar olduklar:
tespit edilmistir. Chesapeake Korfez'i suyu ve sedimentinden alinan
orneklerdeki petrol-parcalayan bakterilerin niimerik siniflandiriimasinda,
Pseudomonas, Micrococcus ve Nocardia, Enterobacteriaceae familyasi
iyeleri, aktinomisetler ve korineformlarin fazla miktarda olduklan
bulunmustur (27). Funguslar arasinda Aureobasidium, Candida,
Rhodotorula ve Sporobolomyces spp. genel deniz izolatlari ve
Trichoderma ve Mortierella spp. de genel toprak izolatlaridir.
Hidrokarbon-parcalayan Aspergillus ve Penicillium spp. her iki ortamdan
da sik¢a izole edilmigtir. Kirk ve Gordon (28)'un caligmalarina
dayanarak, kumsal-adapte cinsler olarak Corollospora, Dentryphiella,
Lulworthia ve Varicosporina da listeye ilave edilmigtir.

Bakterilerin, deniz ortaminda mikrobiyal kommiinitenin
predominant hidrokarbon-pargalama 6zelligi gOsteren elementleri
olduklan diisiiniilmektedir. Sahile yakin bélgelerde (29, 30), gel-git olay:
sahalarinda (28, 31), tuz batakliklar1 ve tropik kiyilarda funguslarin
sayilarinda artig oldufu belirlenmig ve bunlarin mikrofloranin bir
bilegeni oldugu gosterilmigtir (25). Funguslarin suya batmug tahta (28), su
yiizey filmi, aynstirma algleri ve katran yiizeyi (32) gibi Gzellegmig
niglere sahip olduklan belirlenmistir.



Bazi caligmalarda, deniz ortamundaki hidrokarbonlarin bakteri ve
funguslar tarafindan parcalama dereceleri kargilagtirilmigtir. Valker ve
Colwell (33), Chesapeak Korfezi'nde 0 ve 5 C'de model bir petrolii
pargalayan bakterileri belirlediklerini, 10°C'de ise flamentsiz funguslarin
petrol parcalanmasina yardim ettiklerini bildirmiglerdir. Hidrokarbon-
parcalayan bir fungus olan Cladosporium resinae inokiiliime ilave edildigi
zaman, petrol parcalanmasinin %20-40'm1 meydana getirdigi gozlenmigtir.
Dort ay boyunca petrol-bulagmig sedimentlerdeki maya populasyonunun
arttig1 fakat, petrol olmasina ragmen, acik-okyanus sularinda azaldig1 da
belirlenmistir (29). Ayrica, Amoco Cadiz Kuzey Denizi'ne dokiilen ham
petrol ile birlikte yagamaya aligmig az sayida maya da tespit edilmigtir
(32).

Su ekosistemlerindeki PAH'larin parcalanmasinda fungus ve
bakterilerin etkinliklerinin karsilastirildigi caligmalarin az oldugu
bilinmektedir. Mayalar, g6l ve nehirlerde agik okyanuslardan daha fazla
bulunur. Kiiflerin sayis1 ise genelde tatli sularda, deniz suyu
orneklerinden daha yiiksektir. Bir ¢aligmada, tatli su sedimentlerindeki
hidrokarbon-kullanan bakterilerin, maya ve flamentli funguslarin 100-kat1
fazla sayida olmalarina ragmen, iki grubun biyomaslar: arasindaki
iligkilerin hemen hemen egit oldugu rapor edilmigtir (34).

Bakteri ve funguslar, toprakta da fazla miktarda bulunurlar ve her
iki grubun yogunluklar1 PAH'larin biyolojik olarak parcalanmalarini
ayarlar. Hidrokarbon-kullanan bakteri ve funguslar PAH bulagmig
topraklardan kolayca izole edilebilirler. Petrol ve petrollii maddelerin
topraga inokiilasyonlar1, ortamdaki bakteri ve mantarlarin sayilarinin
artmasina sebep olur. Topraktaki hidrokarbonlarin bakteri ve funguslar
tarafindan parcalanma oranlarimin kargilagtirildigr bir ¢alismada, kum
dolu bir yerde n-heksadekanin kullaniminin %82'sinin bakteriler ve
sadece, %13'tiniin funguslar tarafindan yapildig1 gézlemistir (35).

Alg ve protozoalar da sucul ve karasal ekosistemlerin her ikisinde de
bulunabilen mikrobiyal kommiinitenin 6nemli iiyelerindendirler. Ancak,
hidrokarbon parcalamadaki gereklilikleri kesin olarak bilinmemektedir
ancak, ham petrol karismug bir hidrokarbon substratin1 kullanabilen bir alg
olan Prototheca zopfi'yi izole etmislerdir (36). Yine benzer bir ¢alismada,
naftaleni okside eden 9 siyanobakter, 5 yesil alg, 1 kirmuzi alg, 1 -
kahverengi alg ve 2 diatome tespit edilmistir (37). Protozoalarin
hidrokarbon kullandig: bilinmemektedir. Hidrokarbon-kullanan maya ve’



bakterilerin bulundugu bir ortama protozoa kiiltiirii ekildiginde, bunun
ham petrolii direkt olarak kullanamadig1 belirlenmigtir (38).

1.5. Mikroorganizmalarin Polisiklik Aromatik
Hidrokarbonlara Adaptasyonu

1.5.1. Mikroorganizmalarin Onceden Polisiklik Aromatik
Hidrokarbonlara Maruz Kalmalarinin
Adaptasyondaki Rolii

Bir mikrobiyal kommiinitenin, hidrokarbonlara 6nceden maruz
kalmasy, hidrokarbonlarin hizli bir sekilde nasil parcalanabildiginin
aydinlatilmasinda O6nemlidir. Kommiinitenin, hidrokarbon-okside etme
potansiyelinde artig meydana getiren bu hadise adaptasyon olarak bilinir.
Adaptasyon ile ilgili lic mekanizma bilinmektedir. Bunlar; (i) spesifik
enzimlerin indiiksiyonu ve/veya depresyonu, (ii) yeni metabolik
kabiliyetler ile sonuglanan genetik degisiklikler ve (iii) ilgili bilesiklerin
transform olabildigi organizmalarin segici olarak zenginlestirilmesidir.
Secici zenginlestirme, ¢evrede hidrokarbon ve petrol parcalanmasi
caligmalarinda genis bir sekilde gozlenir. Floodgate (25), Bosset ve
Barth (26), Walker ve Colwell (33), Atlas (39) ve Cooney (40)
tarafindan derlenen fazla sayidaki raporlar, genel olarak ekosistemin
kontaminasyon derecesini yansitan hidrokarbon-kullanan
mikroorganizmalarin seviyelerini gostermigtir. Bazi caligmalar, cesitli
heterotrofik populasyonlarin degigsmedigini ancak, bazi durumlarda
ortamlarda hidrokarbon-parcalayan yeni birka¢ cins varligini
gostermigtir.  Hidrokarbon bulagmasinin mikrobiyal kommiinitenin
genetik kompozisyonu iizerine olan Ozel etkisi ¢evresel veya lokal
sartlara biiyiik 6lciide bagimlilik gosterdigi samimaktadir.

1.5.2. Mikrobiyal Kommiinitenin Genetik
Kompozisyonunun Degismesiyle Adaptasyon

Mikrobiyal kommiinitelerin kimyasal kontaminantlara adaptasyonu
icin enzim baskilanmasi veya indiiksiyonu, genetik degisiklik ve secici
zenginlestirme mekanizmalarindan sadece iigiinciisii ayrintili gekilde
incelenmistir.



Mikrobiyal kommiinitenin adaptasyonu igin asil genetik
mekanizma, segici zenginlegtirme ve gen transferi ve mutasyon ile
kimyasal kontaminant metabolizmasin1i kodlayan genlerin
cogaltilmasidir.  Hidrokarbonlara adaptasyon miinasebetiyle bu iglemin
direkt takip edilmesi son yillarda, hidrokarbon-katalitik yollar1 kodlayan
genler icin spesifik DNA probu gelistirilmesiyle yapilabilmektedir.
Sayler ve arkadaglar1 (41), koloni hibridizasyon teknigini kullanarak,
petrol-bulagmis sedimentlerdeki PAH mineralizasyon oranlarinin
arttirilmas: ve TOL (toluen oksidasyonu) ve NAF (naftalen oksidasyonu)
plazmid problarina hibridize olan DNA siralarini ihtiva etmekte olan
kolonilerin sayisindaki artig arasinda bir korelasyon oldugunu
gOstermiglerdir. Bununla beraber, koloni hibridizasyonu, kiiltiir
edilemeyen mikroorganizmalardaki DNA siralarinin taninmasina imkan
vermektedir (42). Cevresel 6rneklerden ¢ikarilan ve sonra prob haline
getirilen DNA o&rneklerinde dot blot hibridizasyonu yéntemi,
organizmanin kiiltiirii ve izolasyonuna ihtiya¢ duymaksizin 6zel DNA
siralarinin taminmasinda kullanilmagtir (43, 44). Yeni tanimlanmakta olan
polimeraz zincir reaksiyon (PCR) teknigi dot blot hibridizasyon
metodunun hassasiyetini arttirmayr bagarmigtir (45).

Hidrokarbon metabolizmasiyla iligkili genler icin niikleik asit
problar1 ile bu metodlarin kullanilmasi, bu genlerin mikrobiyal
kommiinitedeki siklifinin Sl¢iilmesine imkan verecektir.

1.5.3. Adaptasyonda Plazmidlerin Rolii

DNA'nin, transformasyon veya konjugasyon yoluyla transfer
edilebilen ve alici organizmaya, hidrokarbon-okside etme 6zelligi (yeni
bir fenotip) kazandirabilen yiiksek diizeyde hareketli bir DNA formu
olan plazmid DNA's1, genetik adaptasyonda 6zel bir oneme sahiptir.
Pseudomonas spp'de naftalen, salisilat, kamfor, oktan, ksilen ve toluen'i
parcalama Ozelliklerinin plazmidler iizerinde kodlandig1 gosterilmigtir
(11, 37). Petrol ve diger hidrokarbonlar i¢in doZal mikrobiyal
populasyonlarin ortaya ¢ikmasi, hidrokarbon metabolizmasi icin gerekli
enzimleri kodlamakta olan plazmidlere sahip suglara segici bir avantaj
kazandirir.

Hidrokarbonlara adaptasyonda plazmidlerin rolleri icin dolayli
delil, hidrokarbon ile bulasmig ortamdan izole edilen bakteriler arasinda



10

plazmid ihtiva edenlerin siklifinin belirlendigi bazi ¢aligmalar sayesinde
ortaya cikarilmugtir. Hada ve Sizemore (46), plazmid DNA varlif icin
aktif petrol bolgeleri (Meksika Korfezi)'nden alinan orneklerde 440
Vibrio izolatini taradi ve bunlarin yiiksek oranda plazmid (35'e karsi
%23) ve ¢ok yonlii plazmid (58'e kars1 %29) tasidiklarim buldular. Ayni
korfezin Campeche Bank bdolgesindeki sedimentlerden izole edilen
bakteriler iizerinde yapilan bir caligmada ise plazmid siklif1 ve petrol
alanina yakinlik arasinda acgik bir iligkinin olmadig: fakat, sediment
orneklerinin alindig1 derinlik ile pozitif bir korelasyon oldugu sonucuna
varilmistir (47). Petrol alaninda plazmid-tagiyan bakterilere yiiksek
derecede rastlamama, calisma zamaninda bolgedeki petrol bulagmasinin
diisiik seviyede olmasina baglanmigtir. Evsel ve endiistriyel atiklarin
birakildig: bir nehir sedimentinden izole edilen bakterilerin %15'inin,
kirlenmemig bir bolgeden alinan bakterilerin de %10'unun plazmid
tagidiklar1 rapor edilmistir (48). Diger bir ¢aligmada ise uzun zaman
once hidrokarbon ile kontamine olmug bir yerde, bozulmamis bir yere
gore daha yiiksek bir siklikla plazmid ihtiva eden bakterilerin izole
edildigi gozlenmistir (49). Fredrickson ve arkadaglan (50), karasal
sedimentlerin derin tabakalarindan (29-260 m) elde edilen bakteriyal
izolatlarda, yiizey veya si1§ yerlerdekilerden daha yiiksek bir plazmid
stkligina rastlandigini belirtmiglerdir. Bu bilim adamlari, plazmidlerin
bazilarinin aromatik bilesikleri katabolize eden genleri tasidigimi ve
bunlarin TOL plazmid probuna hibridize oldugu hipotezini ileri
stirmiiglerdir. Schutt (51), yiiksek konsantrasyonda humuslu bilesikler
iceren bir distrofik golden alinan bakteriyal izolatlar arasindan plazmid
tagtyanlarin benzer 6zellikler gosterdiklerini tespit etmigtir. Adaptasyon
esnasinda mikrobiyal kommiinitenin genetik degisiklifine plazmid
DNA'sinin igtirakini ispatlamak icin, hidrokarban ihtiva eden
cevrelerdeki dogal bakterilerin ihtiva ettigi plazmidlerin fonksiyonlarinin
tanimlanmalartyla ilgili daha ileri ¢caligmalara ihtiya¢ vardir.

1.6. Bakteri Hiicre Yapis1i Hakkinda Genel Bilgiler

Prokaryotik canli hiicrelerinin ince yapilari, elektron ve isik
mikroskobu ¢aligmalariyla tamamen aydinlatilmistir. Tipik bir prokaryot
hiicre, hiicre duvari, hiicre membrani, ribozom ve niiklear bolgeden
ibarettir (52).



11

Hiicre membrani saran hiicre duvari, hiicreye desteklik saglayan ve
onu koruyan, hiicrenin digindaki yapidir. Prokaryotik canlilar hiicre
duvarlarinin durumuna ve diger baz1 6zelliklerine gore dort bilyiik gruba
ayrilarak incelenirler (53). Bunlar; gram-negatif eubakteriler, hiicre
duvarina sahip olan gram-pozitif eubakteriler, hiicre duvarina sahip
olmayan eubakteriler, arkheabakterlerdir.

Hiicre membrani, hiicreyi disaridan gelebilecek olan herhangi bir
etkiye kars1 koruyucu vazife géren bir yapidir. Ribozomlar, protein ve
riboniikleik asit molekiiliinden olusan kii¢iik partikiillerdir. Hiicredeki
ribozomlar, sadece elektron mikroskobu ile goriilebilirler. Bir
prokaryotik hiicrenin ihtiva ettigi ribozom sayis1 10.000 civarindadir.
Prokaryotik ribozomlar 30S ve 50S biiyiikliigiinde iki alt birimden olugan
niikleoprotein partikiilleridir. Saglam bir prokaryot ribozomu da 70S
biiyiikliigiindedir.

Prokaryotik hiicreler gercek bir niikleusa sahip degildirler.
Prokaryotik hiicrelerde niikleusun fonksiyonlarin1 sadece tek ve uzun bir
deoksiriboniikleik asit (DNA) zinciri yerine getirmektedir. Niikleik asit
molekiilii, bu hiicrelerde az veya ¢ok serbest olarak bulunmaktadir. Bu
nedenle, bu hiicrelerde bir niikleustan ziyade niiklear boélgeden
bahsedilmektedir. Ancak, bu hiicrelerdeki niikleik asit molekiiliine de
Okaryotik hiicrelerdekine benzer olarak kromozom adi verilmektedir.
Ayrnica, prokaryotik hiicreler bu kromozom DNA'sina ilave olarak
plazmid olarak adlandirilan kiigiik, halka seklinde DNA'lara da
sahiptirler.

Hepsi olmamakla birlikte, pek cok prokaryotik mikroorganizma
hareket edebilme 6zellifine sahiptir. Prokaryotik hiicrelerin hareketleri,
genellikle flagella ad1 verilen organeller yardimiyla olmaktadir. Bakteri
flagellalar1 gerek sayir ve gerekse bakteri iizerindeki yerlesim yeri
bakimindan farkliliklar gosterir. Bazi bakterilerde hareketi saglayan bir
adet flagella bulunmaktadir ve bu, bakterinin kutuplarindan birine
tutunmustur. B&yle bakterilere tek flagellali (monotrichia) bakteriler ad:
verilir. Iki kutupta birer tane olmak iizere iki flagella ihtiva eden
bakteriler cift flagellali (amphitrichia) ve bir veya iki kutbunda birden
fazla flagelle ihtiva eden bakteriler de cok flagellali (lophotrichia)
bakteriler olarak adlandinlirlar. Kutuplar: digindaki yerlerinde birden
fazla flagella ihtiva eden bakterilere de "peritrichia" ad: verilir. Her bir
flagella sa¢ seklindeki tek bir protein (flagellin) tiipiinden ibarettir. -
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Flagellalarin rotasyonu su igerisinde burgu seklindedir. Bunlar, g1k
mikroskobu ile sadece 6zel boyamalar neticesinde goriilebilen, ¢ok kiigiik
yapilardir. Ancak, flagellalar elektron mikroskobu ile kolaylikla
goriilebilirler (52).

Bakterilerin c¢aplar1 0.1-5 pm arasinda degigmektedir. Farkl:
tiplerde bakteri hiicre gekilleri oldugu bilinmektedir. Kiiresel veya
yumurta seklinde olan bakteriler kok, silindirik sekilli olanlar basil,
kivrilan ve sik spiral gekilli yapilar olugturan bakteriler ise spiral olarak
adlandirilmaktadirlar (52).

Bir grup bakteri, karsilagtifi uygun olmayan sartlarda hayatini
devam ettirebilmek icin endospor olarak adlandirilan, dayanikli,
dinlenme formu olan yapilar olusturmaktadir. Endosporlar, bakteri
hiicresi igerisinde meydana gelen, 1s1ya karsi oldukg¢a direngli ve kaynama
ile dahi kolaylikla 6lmeyen dayanikl: yapilardir. Aktif olarak biiyiiyen
bakteriler spor olusturmazlar ancak, biiyiime aclik veya diger bazi
nedenlerden dolay: spor olugumu baglatilabilir. Bir bakterinin endospor
olugturup olusturmadiginin bilinmesi ve endosporun pozisyonu
taksonomik olarak ©nemlidir. Endospor, hiicrenin merkezinde ise
merkezi endospor, ucunda kutba yakin ise terminal endospor ve uglarla
merkez arasinda ise subterminal esdospor olarak adlandirilir (52).

Cogu prokaryotik hiicreler yiizeylerinde siimiiksii veya sakiz gibi
yapiskan maddeler meydana getirirler. Bu yapigkan maddeler,
ekstrasellular polisakkaritten olugmaktadir. Meydana gelen bu yapilara
"kapsiil" veya "yapigkan tabaka" denilmesine ragmen, daha genel bir
terim olarak bunlara "glikokaliks" adi verilmektedir. Genel olarak
glikokaliks, hiicrenin diginda bulunan, polisakkarit ihtiva eden bir yap
olarak bilinmektedir.  Glikokaliks, organizmanin tiiriine gére
degismesine ragmen, genellikle glikoproteinleri ve ¢ok fazla sayidaki
farkli polisakkaritleri icermektedir. Glikokaliksin icerdigi
polisakkaritler, polialkoller ve amino gekerlerden miitesekkildirler.
Organizmanin kimyasal tabiatina gore glikokaliks tabakasi kalin, ince,
sert veya esnek olabilir (52).

Glikokaliks tabakasi, bakterilerde bircok fonksiyonu yerine
getirmektedir. Bakterinin disindaki bu polisakkarit tabaka, patojenik
mikroorganizmalarin konaklarina tutunmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bilindigi gibi kapsiile sahip olmayan
mikroorganizmalarin patojenite meydana getirmek i¢in konak hiicreye
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girip, hastalik olusturmalari zordur. Kapsiile sahip olmayan boyle bir
organizma, hiicredeki immiin mekanizma tarafindan kolayca taninmakta
ve ortadan kaldirilmaktadir. Ayrica, polisakkarit tabakas: bir miktar
suyu da baglayabildiginden, glikokaliks tabakasinin kurumaya karsi
direnclilik saglanmasi yoniinden 6nemli oldugu bilinmektedir (52).

1.7. Pseudomonadaceae Familyasi

Diiz veya egri gram-negatif comak seklide olan bakteriler, polar
flagella vasitasiyla hareket ederler. Kemoorganotrof ve zorunlu aerobik
bakterilerdir. Metabolizmalari solunumla olmaktadir ve hi¢cbir zaman
fermentatif degildirler. Biiyiimeleri 4’C'den 43°C'ye kadar genig 1s1
ortamlarinda olmaktadir. Organotrafik olan Pseudomonas'lar karbon ve
enerji kaynagi olarak bir-karbonlu organik bilegikleri kullanabilirler.
Katalaz pozitif ve genellikle oksidaz pozitif bakterilerdir. DNA'nin G+C
orani1 %58-71'dir. Pseudomonadaceae familyas1 Pseudomonas,
Xanthomonas, Frateuria ve Zoogloea olmak iizere 4 cins ihtiva eder (54).

Gecgmiste bir¢cok bakteriyal cins Pseudomonadaceae familyasina
yerlestirilmistir. Kluyver ve van Niel (55), bu familyanin ii¢ takim
icinde 25'ten fazla cins ihtiva ettigini ileri siirmiiglerdir. Bu fazla sayi,
filogenetik kriterlerin incelenmesiyle zamanla azaltilmig ve "Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology"in sekizinci baskisinda, oldugu gibi
cins sayis1 4'e indirilmigtir (54).

Familyanin tip cinsi, ¢ou gruplara fenotipik benzerlikleriyle
gram-negatif bakterilerin en kompleks gruplarindan biri olan
Pseudomonas'tir.  Bu cinsin iiyeleri pek ¢ok basit organik bilegiklerin
kullamldig1 basit besiyerilerinde biiyiiyebilmeleriyle karakterize edilirler.
Oksidaz reaksiyonu genellikle pozitif ve %G+C orani ise 58-70
arasindadir. Xanthomonas suglan bitki patojenidirler. Bunlar, besinsel
olarak Pseudomonas'lardan daha duyarlidirlar ve karakteristik sari
hiicresel pigment (ksanthomonadin) iiretirler. Geg¢ veya negatif oksidaz
reaksiyonu verirler. Bunlarin G+C oranlar1 %65-71 mol'diir.
Pseudomonas ve Xanthomonas suglan asit tolerant degildirler ancak,
Frateuria suglar1 pH 3.6'da biiyiiyebilirler. Bu cins i¢cin G+C oran1 %62-
64 mol'diir. Zoogloea cinsi dogal sartlar altinda kati yiizeylere tutunmak
icin yapigkan bir Kiitle iiretir ve belli laboratuar sartlar: altinda yapigkan
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madde olusumunu gerceklestirebilirler. Zoogloea'nin DNA'sinin %G+C
orani da 65 mol'diir.

Pseudomonadaceae familyasi cinsleri arasindaki dogal iligkiler
Xanthomonas ve Pseudomonas igin Palleronia ve arkadaglan (56)
tarafindan rRNA/DNA hibridizasyon verileriyle rapor edilmistir. Son
yillarda, benzer teknikler kullanilarak Frateuria ve  Xanthomonas
arasindaki iligkilerin Frateuria ve Gluconobacter ve Acetobacter
arasindakinden daha siki oldugu gosterilmistir (57). Frateuria cins , H,S
olusumu, %30'luk glukoz ve D-mannozda biiyiime, karbon kaynagi
olarak L-arabinoz, D-liksoz ve L-liksoz kullanilmasiyla Acetobacter ve
Gluconobacter'den ayrilabilir. Frateuria'nin diger karakterleri
genellikle, diger iki cinsin sari-kahverengi olusumunu, glukoz-maya
ekstrakt-CaCQOj; besiyerinde ¢oziilebilir pigment olusumu, glukozdan 2,5-
diketoglukonat olugumu ve Frateur's Hoyer mannitol besiyerinde
biiyiiyebilme o6zelligine sahip olmamasidir. Gluconobacter vel/veya
Acetobacter'in suglarinin bazilar1 da bu ozellikleri gostermektedir.
Zoogloea'ya gelince, familyanin diger cinsler ile olan filogenetik
iligkilerinin aydinlatilmasina yonelik caligmalar yapilmig ancak, bu
familyanin cinslerinin ihtiva ettikleri tiirler sadece denemeden ibarettir
(58).

Ozet olarak, Pseudomonadaceae familyasi aerobik
pseudomonadlarin temel Ozelliklerine sahip, ii¢ cins (Pseudomonas,
Xanthomonas ve Frateuria) ihtiva eder. Bu, filogenetik bir bakis
acisindan en tatmin edici diizenlemeyi gostermektedir. Bu cinslerdeki
tiirlerin bazilar: diger familyalarin iiyelerine, Pseudomonadaceae'nin
¢ogu tiirlerinden daha siki bir yakinlik i¢inde olabilirler (59). Dérdiincii
cins olan Zoogloea, bir deneme iizerine familya icerisine yerlestirilmistir.
Pratik bir ayirim agisindan, klasik fenotipik kriterlerle familyanin kesin
sinirlarini belirlemek olduk¢a zordur ve cinsin farklarimin aydinlatiimasi
ozel tekniklere ihtiya¢ duymaktadir.

1.7.1. Pseudomonas Cinsi

Diiz veya nispeten egri ve cubuk seklinde olan ve 0.5-1.0 x 1.5-5.0
um boyutlarinda bakterilerdir. Cogu tiirler sudanofilik inkliizyonlar
seklinde goriilen karbon rezerv materyali olarak poli-B-hidroksibutirati
biriktirirler.  Pseudomonas'lar kapsiil ile sarili degildir. Dinlenme-
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safhalarina sahip olmadiklar: bilinmektedir. Hiicreler gram-negatif
olarak boyanirlar. Hareket bir veya birka¢ polar flagella ile olur ve
nadiren de hareketsizdirler. Bazi tiirlerde kisa dalgali lateral flagella da
bulunabilir. Oksijen, terminal elektron akseptorii olarak fonksiyon
goriirken (aerobik), nitrat da bazi durumlarda, biiyiimenin anaerobik
olarak olugmasina miisaade etmek igin alternatif elektron akseptorii islevi
gorebilir. Ksanthomonadin iiretilmez. Cogu, asidik gartlar altinda (pH
4.5) bilyiime gostermez. Cogu tiirler organik biiyiime faktorlerine
ihtiyag gostermezler. Oksidaz pozitif veya negatif olabilirler. Katalaz
pozitif ve kemoorganotrofiktirler. Baz tiirler enerji kaynag: olarak Hp
veya COz kullanabilen fakiiltatif kemolitotrofturlar. Dogada genis bir
sekilde yayilirlar. Baz tiirler insan, hayvan ve bitkiler i¢in patojendir.
DNA'nin %G+C orani 58-70 mol'dir. Pseudomonas cinsi tip tiirii,
Pseudomonas aeruginosa (60)'dir.

1.7.2. Hiicre Morfolojisi ve ince Yapisi

Pseudomonas sugu hiicreleri genellikle biiyiikliik ve sekilleri
yoniinden genel tanimlamadan farklidir. Baz tiirlerde (P. putida'nin bir
sinonimi olan P. ovalis) hiicreler ovaldir ve bazi bitki patojen tiirleri 4
um boyunda olagan iistii hiicrelere sahiptirler.

Hiicreler smirli azot sartlarinda biiyiidiigii zaman ¢ogu tiirler fazla
miktarda poli-B-hidroksibutirat (PHB) biriktirirler. PHB birikiminin
cok diisiik oldugu durumlarda (P. pseudoalcaligenes gibi), taminmalan
icin spesifik enzimlerin meydana getirdikleri ekstraksiyon ve hidroliz
(depolimerizasyon)'lere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bazi tiirler (P. vesicularis, P. pseudoflava), glikojeni andiran bir
glukoz polisakkariti biriktirirler (61). Glikojen, PHB'tan daha az goéze
carptifindan, taninmalan icin izolasyon ve kimyasal karakterizasyonlara
ihtiya¢ duyarlar.

Elektron mikroskobu c¢aligmalari, Pseudomonas'larin hiicre
membranina ve gram-negatif bakterilerin tipik hiicre duvarina sahip
olduklarini gostermektedir. Dondurma-kirma preparasyonunda, tagima
tabakalar1 tanimlanmigtir (62). Pseudomonas aeruginosa hiicre
membraninin dort bilegeni, Hancock ve Nikoida (63) tarafindan sukroz-
gradient santrifigasyon preparasyonuyla izole edilip tanimlanmistir.
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P. aeruginosa ve P. saccharophila hiicrelerinde mezozom-benzeri
yapilarin oldugu da belirlenmistir (64).

Pseudomonas tiirlerinde rapidosom olarak bilinen mikrotibiil
ozelligindeki yapilar olusurlar (65). P. fluorescens'deki
bakteriyosinlerin polimerize olmug kilif ile rapidosomlarin ayn: oldugu
Amako ve arkadaglar1 (66) tarafindan belirlenmigtir. P. aeruginosa'nin
rapidosom durumunda daha Once aydinlatilamamig bazi 6zellikler,
Baechler ve Berk (67)'in yaptig1 caligmalarla aciklanmusgtir.

1.7.3. Pigmentasyon

Pigmentasyon, baslangicta Pseudomonas cinsinin bir genetik
karakteri olarak bilinirdi. Fakat, cinsin birka¢ pigment olusturmayan tiir
ihtiva ettigi bilinmektedir. Koloniler ve diger hiicre kiimeleri her zaman
normal hiicresel alt yapilardan dolay1 baz: renkler gosterirler. P. stutZeri
bagka pigment olusturmayan cinsler ile gruplandirild: fakat, bu tiire ait
bircok susun kolonilerinin, hiicrelerdeki sitokrom c'nin yiiksek
konsantrasyonundan dolayi yaslandikca kirmizimsi kahverengi bir renk
olusturduklari tespit edilmigtir.

Pseudomonas'in en iyi bilinen ¢oziilebilir pigmentleri piyoverdin
ve piyosiyanindir. Piyosiyaninnin yapisi iyi bilinmesine ragmen,
piyoverdinler sadece kismi olarak karakterize edilmistir. Fluoresant
pigmentler, diigiik demir igerikli besiyerlerde bolca iiretilir ve
fluoresansin ultraviyole radyasyonuyla uyarilmasiyla beyazden mavi-
yesile kadar degisebilir. Maksimum uyarim i¢in dalga uzunlugu 400 nm
civarindadir. Ancak, pigmentler diigiik dalga boyunda da iyi bir sekilde
goriilebilirler.

Piyoverdinler kararli olmayan cesitli bilesiklerdir. Son yillarda,
Meyer (68) ve diger bilim adamlar1 tarafindan yapilan calismalar
neticesinde (69), P. fluorescens'e ait piyoverdin pigmenti hakkinda genis
bilgiler elde edilmistir. Molekiiliin yapisinin yakin bir gelecekte
aydinlatilabilecegi umud edilmektedir. Asil bilesen, kompozisyonu tiire
gore degisen siklik peptide bagli bir quinoline kromofordur. Meyer ve
Hornsperger (70), piyoverdinin demir taginmasinda rol aldigim
aydinlatmuglardir.

P. aeruginosa'ya ait piyosiyanin, cesitle fluoresant ve fluoresant
olmayan pseudomonadlar arasinda bulunan en belirgin pigment
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grubudur. Piyosiyanin mavi renge sahiptir ve fluoresant pigmentler gibi
serbest olarak besiyeriye difiiz ederler. Diger fenazin pigmentleri daha
az eriyebilir ve bazi orneklerde kolonilerin etrafinda kristalize olurlar.
P. chlororaphis tiirii tarafindan iiretilen yesil bir pigment olan klororafin
bdyle bir pigmenttir. Fenazin pigmentleri fluoresant olmayan bazi tiirler
tarafindan da iiretilirler (71).

P. indigofera'nin indigodin pigmenti iirettigi icin "indigo
bakteri"lerinden biri olduguna karar verilmistir (72). Indigoidin indol
ihtiva eden bir besiyeride biiyiimekte olan "P. indoloxidans"in etrafinda
toplanan, suda ¢éziilebilen mavi bir bilegiktir (73).

Pigmentlerin, pseudomonadlar tarafindan iiretimleri dier grup
ozellikleriyle iligkili olduklar1 icin genelde ¢ok dikkat ¢eker ve ¢ogu
ornekte taksonomik bir 6neme sahiptir. Bununla beraber, pigmentlerin
liretimleri durabilir veya &zellikle laboratuar gartlarinda kiiltiivasyon
siiresi uzatildiginda diizensiz pigment olusumlari meydana gelebilir.
Pigmentlerin taksonomik yonleri ayni cinsin farkli tiirlerinin veya
iligkisiz cins tiirlerinin benzer pigmentleri iiretebilmeleri gibi &zel
durumlardan etkilenir.

1.7.4. Plazmidler

Plazmidler, Pseudomonas'larin genetik diizenlenmelerinin 6nemli
bilesenleridirler. Plazmidlerin bazilar1 bakteriye iiretkenlik faktorleri
olarak imkan veren, bazilar cesitli ajanlara karsi direnglilik saglayabilen
(R plazmidi) veya bazilar1 cinsin ¢ogu iiyelerinin besinsel degigimine
yardim eden olagan digt karbon kaynaklarimi parcalama &zelligi
kazandirirlar.  Pseudomonas plazmidlerinin cogu son yillarda
tamimlanmistir.  Jacoby (74), plazmidlerde kodlanmig genlerin
Pseudomonas'lara kazandirdigi &zelliklerin bazilarimi tekrar gézden
gecirmigtir.

Pseudomonas'lara ait plazmidlerin siniflandirilmasi yapilmis ve
Pseudomonas'larda birbirine uymayan en az 10 grup belirlenmistir (75,
76). Pseudomonas plazmid aragtirmalarinin ¢esitli safhalar1 Jacoby (74)
tarafindan belirlenmistir. Cesitli plazmidler farklt konaklara sahiptirler.
En genis konak, IncP-1 plazmidlerinin sahip olduklar1 konaklardir.
IncP-2'nin plazmidleri R plazmidlerini ve yaygin olmayan karbon
bilesiklerinin parcalanmasi icin gerekli genleri tagiyan plazmidleri ihtiva -
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eder. Genel olarak plazmidlerin biiyiikliikleri 19-60 megadalton
arasindadir. Ancak, 300 megadaltonu gecen bazi plazmidler de vardir ve
bunlar da biiyiik Pseudomonas plazmidleri olarak adlandirilirlar. IncP-
2'nin diginda IncP-9'da da parcalama plazmidleri bulunmug fakat,
bunlarin bazilar smiflandirilamamigtir. CAM, OCT, SAL, NAH, TOL
ve XYL olarak adlandirilan parcalama plazmidleri sirayla kafur, n-
oktanol, salisilat, naftalen, toluen ve ksilenin parcalanmalarini saglarlar.

Plazmidlerde kodlanmis enzimatik sistemlere sahip bircok nadir
bilesigi parcalama kapasitesinde olan bazi Pseudomonas suslari
laboratuarda geligtirilebilmistir. Bir ¢aligmada ham petrolde mevcut olan
kompleks PAH'larin ve diger bilesiklerin par¢alanmas: icin gerekli
genleri tagiyan cesitli plazmidler P. aeruginosa ve P. pituda suslarina
transfer edilebilmigtir (77).

1.7.5. Antibiyotik Duyarhhg

Cogu Pseudomonas'lar bir¢cok antimikrobiyal ajana karsi
direnclidir. Antibiyotik ve ilaclar, pratik 6neme sahiptir ve genellikle
yeni tiirlerin taninmasina yardimci olurlar. Bununla beraber, P.
aeruginosa lizerindeki aragtirmalar, cinsin diger tiirleri iizerindekilerden
cok daha detaylidir (78).

Bes farkli penisilinin Pseudomonas'lara karg1 aktif oldugu tespit
edilmistir ve P. saccharophila i¢in penisilin G'nin 5 mg/ml minimal
inhibitéri konsantrasyon (MIC) oldugu rapor edilmesine ragmen (79),
diger cogu tiirlerin direncliligi i¢cin bu deger cok yiiksektir. P.
aeruginosa enfeksiyonuna karsi genel olarak kullanilan B-laktam bir
karbenisillin'dir. Karbenisillin hiicre biiyiimesi ve filament olusumunu
engeller fakat, duyarlihig1 genelde cok yiiksek degildir ve MIC degeri 25-
200 mg/ml arasinda degigir. Karbenisillin uygulanmasina cevapta bu
antibiyotige dinen¢li mutantlarin ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir (80, 81).

Karbenisilline direnglilik, genleri plazmid tarafindan taginan -
laktamazdan dolayi olabilir. Plazmidler, IncP-1'e ait olabilir ve
direnclilik, enterik bakterilere transfer edilebilir (82). f-laktamazin 7
farkli ¢esidi en az 8 farkli gruba ait 24 Pseudomonas plazmidinde
bulunmustur (83). PB-laktamaza ilave olarak, direnclilik, antibiyotigin
hedef yere baglanma giicliigiinden dolay1 da olabilir (84).
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Pseudomonas'larin B-laktama cevabi, bu maddeleri, biiyiime i¢in
kullanilan maddeler gibi kullanilmalariyla da sonuglanabilir. Johnson
(85), P. fleurescens'in benzilpenisilini karbon, azot ve enerji kaynagi
olarak kullanilabilen bir susunu izole etmeyi bagarmugtir. P. cepacia'nin
16 susu ve "P. marginata" (P. gladioli) ve P. caryophylli'nin bazu
suglarinin penisilin G'yi kullandigi gosterilmistir (86). Suslarin bu
antibiyotiklere karg1 direngli olmalarina ragmen, benzilpenisilin tiirevleri
olan ampisillin ve karbenisillinin bu suglar tarafindan kullanildig:
belirlenmigtir. Penisilin-kullanan suglar yiiksek seviyede B-laktamaz
aktivitesine sahiptir fakat, enzimin, penisillinde biiyiime i¢in gerekli
olmadig1 goriilmiigtiir.

Gentamisin, tobramisin ve amikosin P. aeroginosa'ya karg1 gok
etkili olan aminoglikozidler arasindadirlar. Predominant etkisi protein
sentezinin inhibisyonu olmasina ragmen, bu antibiyotiklere duyarlilik
basit kelimelerle agtklanamaz ve in vitro antibiyotik aktivitesinin tahmini,
in vivo durumu aciklamak icin yeterli degildir. Test besiyerinin
(6zellikle divalent katyon konsantrasyonu) pH ve iyon konsantrasyonunun
etkisi ¢ok siki kontrol edilen faktorlerdir (87).

P. aeroginosa plazmidlerinin yaklasik yarisi civa iyonlarina
direnglidir (75). Bazi Pseudomonas plazmidleri tarafindan krom, bor ve
tellur'a direnglilik olusturduklari belirlenmistir (88).

1.8. Pseudomonas'larin Ozel Karakterlerinin Test
Edilmesi

1.8.1. Besinsel ve Diger Fiziksel Ozelliklerin Taranmasi

Stanier ve arkadaglar1 (89) tarafindan tanmimlanan besiyeri (Stanier's
besiyeri), Pseudomonas suglarinin besinsel taranmasi ve cesitli fiziksel
Ozelliklerinin test edilmesinde genig bir sekilde kullanilmaktadir. Cok
tatmin edici sonuglar, tiim Pseudomonas tiirlerinin ototrofik ve
heterotrofik zenginlestirme ve Kkiiltiivasyonu icin gerekli olan ve
Palleroni ve Doudoroff (90) tarafindan tavsiye edilen benzer bir besiyeri
(Palleroni ve Doudoroff besiyeri) kullanilarak saglanmugtir.
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1.8.2. Pigment Olusumu

Pseudomonas'larin piyoverdin pigmenti iiretimlerinin belirlenmesi
icin King ve arkadaglarinin (91) besiyeri (King ve arkadaslarinin B
besiyeri) tarafindan Snerilen besiyeri ¢cok yaygin olarak kullanilir .

Fluoresant pseudomonadlar tarafindan piyoverdinlerin iiretim
ySntemlerinin incelenmesinde yanlig ifade edilen veya 6nemsenmeyen bir
nokta, fluoresansin gozlenmesi icin kullanilan ultraviyole lambasinin
tipidir. Bazi Psuedomonas tiirleri (P. cepacia, P. gladioli, P. coryophylli)
bazan fluoresans pigment iiretimi i¢in yanilmaya sebep olan, difiiz
olabilen yesil-sar1 pigment iiretir; bunlar, sadece piyoverdinlerin
fluoresans olacag: kisa dalga boylu (yaklasik 254 nm) ultraviolet 11k
lambas1 altinda, kati besiyeri iizerindeki Kkiiltiirlerin incelenmesiyle
piyoverdinlerden ayrt edilebilirler.

King ve arkadaslarinin (91) besiyeri A'si, genellikle fenazin
pigmentleri iiretimleri icin tavsiye edilmistir. Bu besiyeri her zaman
deneylerde etkili olmadigindan, bagka besiyeriler de alternatif olarak
tavsiye edilmektedirler. Ozellikle laboratuar sartlarinda uzun siire
muhafaza edilen kiiltiirlerde fenazin pigmenti iiretiminin kararsiz oldugu
goriilmiigtiir.

Indigoindin iiretimi, P. indigofera'nin 6zel bir karakteridir. Bu tiir
tarafindan indigoidin iiretimini zenginlestirmek icin iyi bir besiyeri
Sommer ve arkadaglar1 (92) tarafindan formiillendirilmistir.

1.8.3. Poli-B-hidroksibutirat (PHB) Birikimi

PHB birikimi Pseudomonas'lari, PHB biriktiren ve biriktirmeyen
diye iki biiyiik gruba ayirir. Pseudomonas'larin rRNA'larina gére
ayirimlar1 sonucu olugan gruplardan RNA grup II ve III PHB biriktiren
pseudomonadlarin toplandig1 gruplardir.

PHB'1n birikimi, amonyum kloriir bileseni modifiye edilmig
Palleroni ve Doudoroff (92) tarafindan tanimlanan sivi besiyerinde
arttirilabilir. Besiyeri, %0.5 konsantrasyonda, DL-B-hidroksibutirat olan
tek bir karbon kaynag ile katkilandirilmigtir. Besiyerinin diigitk azot
icerigi protein sentezini arttirir ve karbon bileseni polimer iginde tercihli
olarak degistirilebilir.
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1.8.4. PHB Hidrolizi

PHB, ekstrasellular bir enzim tarafindan hidroliz edilir. Bu
enzimin liretilmesi bakterilere ilave bir 6zellik katar ve PHB" karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanan bakterileri kullanmayanlardan ayirir.

PHB hidrolizinin testi Delafield ve arkadaglar1 (93) tarafindan
aciklanmigtir. Su igerisindeki PHB graniillerinin homojen siispansiyonu,
bir Potter-Envehjen homojenizator ve sonik osilatdr yardimiyla saglanir.
Kaplanan PHB petrileri, 50 C'de 1sitilmug bir mineral agar petrisine 4 ml
5 mg dagilmis polimer ihtiva eden %2'lik agarin dokiilmesiyle
hazirlanir. Kaplama polimer agar otoklavda steril edilebilir.

1.8.5. Testosteron Parcalanmasi

Bazi Pseudomonas'lar biiyiimeleri icin testosteronu karbon kaynag:
olarak kullanir. Testosteronun parcalanmasinda da PHB hidrolizine
benzer bir test sistemi uygulanir. Distile sudaki testosteron siispansiyonu,
iyi bir dagilim saglamak ve kontaminasyonlarin sayisimt azaltmak igin
sonike edilir. Siispansiyonun yiizeyi kaplamasi i¢in agar ihtiva eden
Petrilere dokiiliir ve kullanima hazir hale getirilir.

1.8.6. Ring Fiizyon Mekanizmasi

Aromatik bilesiklerin (katekol ve protokatekol) metabolizmalarinda
bilesigin orfo veya meta'ya boliinmesi Stanier ve arkadaglar1 (89)
tarafindan Gnerilen orjinal metot ile belirlenmistir. Hiicreler modifiye
edilmig besiyerilerde biiyiitiildiikten sonra, aromatik bilegikler ve 2 ml ya
0.1 M katekol veya 0.1 M protokatekolat ilave edilir. Kisa bir siire
(genellikle 5")'de goriilen parlak sarn renk olusumu bilesigin bakteriler
tarafindan meta boliinmeye ugratildigini gosterir.  Gerekli sartlar
saglandiktan sonra koyu mor renk olugsumu da orfo pargalanmayi
gosterir. BOylece, bakterilerin aromatik bilesikleri mate ve orta
pozisyonunda pargalayip parcalamadig: tespit edilir.
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1.8.7. Arjininin Hidrolizi

Bakterilerin arjinini hidrolize etmesi PHB birikiminden sonraki
testlerin en onemlilerinden biridir. PHB biriktiren ve biriktirmeyen
Pseudomonas'lan arjinin hidrolize eden ve etmeyen diye gruplara béler.
Bu iglem i¢in Thornley'in (94) metodu en uygun yéntemdir. Thornley'in
besiyerisi 5 ml'lik vida kapakli gsisede 3 ml'lik hacimlere béliiniir.
Otoklavlandiktan sonra sigeleri delerek inkiibasyon yapilir ve erimis
parafin ile kaplamir. Anaerobik sartlarda, arjininden amonyum olugumu
3 giinde indikator rengin degigmesiyle belirlenir. Amonyum olusumu da
arjinini hidrolizi eden bakterileri belirler.

1.8.8. Karbohidratlardan Asit Uretimi

Karbohidratlardan asit iiretimi son yillarda tamimlama amaciyla ¢ok
fazla kullanilmaktadir. Bu sayede bakterilerin hem karbohidratlan
kullanmalar1 hem de karbohidratlardan asit iiretip iiretmedikleri
belirlenir. Bu nedenle burada dikkat edilmesi gereken durum,
sonuglarinin yorumlandi$: prosediirlerin dogru se¢imi ve sonuglarin
dogru yorumlanmasidir. Secilen metod, Hugh ve Leifson (95) tarafindan
tanimlanmig ve agik ve tekrarlanabilir sonuglar vermektedir. Hugh-
Leifson besiyerinin asil avantaji peptonun ¢ok diigiik konsantrasyonunda
kullanilmasidir. Pepton konsantrasyonu yiiksek oldugu zaman,
deaminasyona ugramasi sekerden pozitif asit iiretimini notralize edebilir.

1.8.9. Tween 80 Hidrolizi

Bu testte tween 80'i hidrolize eden yani lipaz iireten bakterileri
tespit etmeye yarar. Reaksiyon lipolitik aktivitenin bir gostergesidir.
Sierra  (96) tarafindan teklif edilen bir besiyeride tanimlanmugtir.
Besiyeri genellikle petri tabagina yayilir ve inkiibasyon esnasinda petriler
giinliik olarak ¢oziinmeyen kalsiyum sabunlarinin olusumundan dolay:
kolonilerin etrafinda seffaf noktalarin olugumu gozlenir. On giinde
reaksiyon negatif ise bakteriyal kiimeler kazinarak silinir ve kolonilerin
altindaki besiyeri, ¢okelek olusumu igin incelenir. Bununla birlikte byle
bir pozitif reaksiyonun yorumu kolay degildir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyaller

Izolatlarin biiyiitiilmesi i¢in bakteriolojik agar, brain heart infiizyon
(BHI) agar jelatin, maya ekstrakti, mineral salt medium (MSM) agar,
Miiller Hilton agar (MHA), Miiller Hilton broth (MHB), nigasta, niitrient
agar, niitrient broth, pepton, Pseudomonas izolasyon agar (PIA), triptik
soy agar (TSA) ve triptik soy broth (TSB) besiyerileri kullanildi.

Ayrica, caligmada kimyasal madde olarak akrilamid, amonyum
asetat, amonyum oksalat, amonyum persiilfat, L-Arginin, aseton, bis-
akrilamid, bovin serum albumin (BSA), demir siilfat, diamonyum
hidrojen fosfat, p-dimetil amino benzaldehit, dimetil a-naftolamin, etilen
diamintetraasetik asit (EDTA), fenantren, fenol, gliserol, glisin,
izoamilalkol, kloroform, magnezyum siilfat, metanol, potasyum asetat,
potasyum Kkloriir, sodyum dodesil siilfat (SDS), sodyum hidroksid,
sodyum kloriir, sodyum propionat, sulfonilik asit, tannik asid, tris bazi,
trisodyum sitrat, iire, boya ve ayira¢ alarak brom fenol mavisi, coomassie
brilliant mavisi-G 250, coomassie brilliant mavisi-R 250, fenol kirmizisi,
kristal viyole, metilen mavisi ve safranin ve cesitli antibiyotikler
(ampisilin, aztreonama, gentamisin, kloramfenikol, oksasilin, penisilin G,
streptomisin, sulfamethoksa, tetrasiklin, tobramisin) kullanildu.

2.2. Yontem
2.2.1. izolatlarin Elde Edilmesi

2.2.1.1. Toprak Orneklerinin Alinmas1 ve Bakteri
Sayilarinin Belirlenmesi

Omnekler fuel oil bulasmug topraktan kuru, yar kuru ve ¢amurlu ve
kontrol olarak steril sigelere steril malzemeler kullanilarak alindi.
Laboratuara getirilen 6rneklerden 10'ar g 40 ml triptik soy broth icinde
siispansiyon haline getirildi (97). Orneklerdeki bakteri sayilarinin
belirlenmesi i¢in 10 ml siispansiyon siiziildii ve 10 ml triptik soy broth
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(2X) ile yikandi. Olusan siiziilmii§ karigimdan 5, 10, 20 ve 50 pl'lik
hacimlerde triptik soy agar petrilerine yayma ekim yapildi. Petriler
30°C'de 1 giin inkiibasyona tabi tutuldu. Bu siire sonunda olusan
bakteriyal koloniler sayild1 ve istatistiksel olarak gegerli koloni
sayilarinin (25-250 koloni/petri) bulundugu petriler iizerinden

hesaplamalar yapilarak 1 g Ornekte bulunan toplam bakteri sayilan
belirlendi.

2.2.1.2. Farkli izolatlarin Belirlenmesi ve Saf
Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Bir onceki basamakta olugturulan siispansiyon 30°C'de, 150 rpm'de,
6 saat sallandi. Kangimin 10 ml'si siizge¢ kagidindan gegirilerek siiziildii.
Stiziilmiis karisimdan 5, 10, 20 ve 50 ul'lik hacimlerde triptik soy agar
petrilerine yayma ekim yapildi. Petriler 30°C'de 1 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda triptik soy agar petrilerinde biiyiiyen
koloniler binokiiler mikroskop altinda incelenerek koloni morfolojileri ve
renklerine gore farkli koloniler tespit edildi. Bu farkli kolonilerden
triptik soy agar petrilerine yeniden ¢izgi ekim yapild: ve bdylece saf
kiiltiirler hazirlandi. Birbirinden morfolojik olarak farkli olan izolatlar
cesitli boyama ve ayirt etme testlerine tabi tutuldu ve cesitli dzellikleri
belirlendi.

2.2.2. izolatlardan Pseudomonas Cinsine Dahil Olanlarin
Belirlenmesi

2.2.2.1. Pseudomonas Izolasyon Agarda Biiyiime

Elde edilen izolatlarin hepsi ¢izgi ekim yontemiyle Pseudomonas
izolasyon agara (PIA) ekildi. Petrilerin 30°C'de 2 giin inkiibasyonu
sonunda PIA'da bilyiiyen izolatlar tespit edildi.

2.2.2.2. Gram Boyama

Bakterileri iki biiylik gruba ayiran gram boyama icin genc¢ (24

saatlikten az) bakteri Kkiiltiiriinden bir miktar alinarak lam iizerine yayildi.
Acik havada kurutulduktan sonra alevden gegirilerek tespit edildi. Daha
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sonra kristal viyoleye maruz birakilip, liigol ile yikandiktan sonra tekrar
liigol ile muamele edildi. Aseton-alkolle renk giderildikten sonra
safranine maruz birakildi. Deiyonize su (dH-O) ile yikandiktan sonra
acik havada kurutularak mikroskop altinda incelendi. Mor renkli olarak
boyanan bakterilerin gram olumlu, pembe renkli olarak boyanan
bakterilerin ise gram olumsuz olduguna karar verildi (97).

2.2.2.3 Katalaz Testi

Mikroorganizmalarin aerobik solunum sirasinda olusan hidrojen
peroksit (H-O»), katalaz adi verilen enzimler yardimiyla yikilarak
hiicrelerden uzaklastirilir.  Izolatlarin katalaz enzimini iiretip
iretmediklerini tespit etmek igin triptik soy agar besiyeri hazirlandi.
Izolatlar bu besiyeriye inokiile edildikten sonra 24-48 saat 30°C'ye
ayarlanmug etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iizerine %10'luk
H,O», cozeltisi ilave edildi ve olugan gaz kabarciklarina gore testin pozitif
veya negatif olduguna karar verildi (97).

2.2.2.4. Pigmentasyon

Izolatlar ¢izgi ekim yontemiyle King ve arkadaglarinin (91) A ve B
besiyerilerine, Gray'in besiyerine ve potato dekstros agar besiyerine
yapildi. Petriler, 30'C'de 34 giin inkiibe edildi. Biiyiiyen koloniler UV
151k altinda incelendi ve pigment olusumlan gézlenmeye ¢alisildi.

2.2.3. Pseudomonas Cinsine Dahil Olan Izolatlarin Cesitli
Boyama ve Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.3.1. Basit Boyama

Elde edilen izolatlarin hiicre sekillerinin belirlenmesi amaciyla
izolatlarin basit boyamalar1 yapildi. Bu amagla, lam iizerine yayilan
bakteri kiiltiirleri acik havada kurutulduktan sonra alevden gecirilmek
suretiyle tespit edildiler. Tespit isleminden sonra lam iizerine kristal
viyole boya soliisyonu ilave edildi, 3-4 dakika beklendikten sonra, dH,O
ile yikandi. Preparatlar kurutulduktan sonra mikroskop altinda
incelendiler.
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2.2.3.2. Hareket Testleri

Izolatlarin hareketli olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in
"Lam-lamel arasi preparat" teknigi kullanildi (97). Bu teknikte
izolatlardan hazirlanan kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alindi ve temiz bir
lam iizerine birakildi ve lamel ile kapatildi. Yapilan bu preparat
mikroskopta incelendi ve izolatlarin hareketli olup olmadiklarina karar
verildi.

2.2.3.3. izolatlarin Boyutlarinin Hesaplanmasi

Izolatlar basit boya ile boyand: ve bu preparatlardan mikrometre
takimlan kullamlarak izolatlarin en ve boy uzunluklar: hesaplandi.

2.2.4. Pseudomonas Cinsine Dahil Olan izolatlarin
Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.4.1. Izolatlarin Biiyiime Sicakhklarimin Belirlenmesi

Elde edilen izolatlarin maksimum ve minimum biiyiime
sicakliklarinin belirlenmesi i¢in bakteriler niitrient agar slantlan iizerine
ekildiler. Kiiltiirler, 4 ve 41°C'lerde inkiibe edildiler.

Izolatlarin optimum biiyiime sicakliklarinin belirlenmesi amaciyle
niitrient broth icinde yapilan gece Kkiiltiirlerinden ODyp0=0.1 olacak
sekilde yeniden niitrient broth'a ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 30, 34
ve 37°C'lerde belli bir siire sallayicida sallanarak biiyiitildiiler.
Hazirlanan bu kiiltiirlerden her saat 6rnekler alinarak spektrofotometre
(ODe¢pgy'de absorbans degerleri oOlgiilerek bakterilerin optimum olarak
biiyiidiigii sicakliklar tespit edildi (98).

2.2.4.2. Izolatlarin Biiyiiyebildigi pH Arahklarmin
Belirlenmesi

Izolatlarin biiyiiyebildigi pH aralifinin belirlenmesi igin izolatlar
degisik pH degerlerine (4.5, 5.0, 6.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve 11.5) sahip
niitrient broth'lara inokiile edildi ve optimum biiylime sicakliklarinda iic
giin inkiibe edildiler. Inkiibasyon neticesinde kiiltiirlerde iireme olup.
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olmadig1 spektrofotometre (ODgy)'de Olgiilerek belirlendi. Bdylece,
izolatlarin biiyiiyebildikleri maksimum ve minimum pH degerleri tespit
edildi.

Izolatlarin hangi pH degerinde optimum olarak biiyiidiigiiniin
ortaya c¢ikarilmasi i¢in herbirinin biiyiiyebildigi pH degerine sahip olan
niitrient broth besiyerlerine ODggo=0.1 olacak sekilde gece kiiltiirlerinden
agilama yapildi. Her saat spektrofotometrede Ol¢iimler yapilarak
optimum biiyiimenin meydana geldigi pH degerleri belirlendi (97).

2.2.4.3. Izolatlarin NaCl Ihtiyaclarmn Belirlenmesi

Izolatlarin NaCl ihtiyaglarimn belirlenmesi amaciyla %3, 5, 7, 9 ve
10 oranlarinda NaCl ihtiva eden niitrient broth besiyerileri hazirlandi.
Bunun 4 mililitresine her izolattan ekim yapildi. Kiiltiirlerin 30°C'de, 7
ve 14 giin inkiibasyonundan sonra iiremenin oldugu tuz oram tespit edildi
(97).

2.2.4.4. Izolatlarm Atmosferik Oksijen Ihtiyaclarmmm
Belirlenmesi

Izolatlarin atmosferik oksijen ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyle
hazirlanan brain heart infiizyon agar besiyeri deney tiiplerine dagitildi,
steril edildikten sonra 50°C'ye kadar sogutuldu. Her izolattan tiiplere
ekim yapild1 ve cevirilerek karigtirildi, sonra hemen soguk suya
daldirilarak donmasi saglandi. Daha sonra 30°C'de bir gece inkiibe edildi
ve tiip igerisinde iiredikleri bolgelere bakilarak, izolatlarin oksijen
ihtiyaclann hakkinda karar verildi (98).

2.2.5. Pseudomonas Cinsine Dahil Olan Izolatlarmn Cesitli
Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.5.1. Nisasta Hidrolizi Testi

[zolatlarin, yiiksek molekiiler agirliga sahip bir molekiil olan
nisastay parcalayan "amilaz" enzimi iiretip iliretmediklerinin test edilmesi
icin izolatlar nigasta agar petrilerine ¢izgi yontemiyle ekildi. Kiiltiirler
30°C'de, 2 giin inkiibasyondan sonra biiyiiyen bakterilerin iizerine liigol
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damlatildi. Koyu kahve rengin olugsumu nigastanin hidroliz oldugunu,
mavi rengin olusumu ise nigastanin hidroliz olmadigim gosterdi (97).

2.2.5.2. Jelatin Hidrolizi Testi

Zorunlu aminoasitlerden biri olan triptofan: ihtiva etmeyen bir
kollajen olan jelatinin izolatlar tarafindan hidrolize edilip edilmediginin
belirlenmesi i¢in hazirlanan niitrient jelatin besiyeri, steril deney
tiiplerine dokiildii. Izolatlardan herbiri, bu deney tiiplerine ekildikten
sonra, 30°C'de 3 giin inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiipler, 4°C'de
yaklasik 1 saat bekletildi. Bu siire sonunda besiyerinin sivi ya da kati
oluguna gore testin pozitif veya negatif olduguna karar verildi. Bu siire
sonunda jelatinin sivi olmasi jelatinin pargalandifini, yani jelatinaz enzimi
tiretildigini gosterir (97).

2.2.5.3. Karbohidrat Fermentasyon Testleri

Cogu mikroorganizmalar, hayatlarini devam ettirebilmeleri i¢in
gerekli olan enerjiyi cgesitli karbohidratlar1 da igine alan substratlarin
biyooksidasyonunu meydana getiren enzimatik reaksiyonlardan
saglamaktadirlar.  Izolatlarin bazi karbohidratlar1 fermente edip
etmediklerinin ortaya c¢ikarilmasi amaciyla karbohidrat fermentasyon
besiyerileri hazirlandi. Bu besiyerilere, izolatlar tarafindan kullanilip
kullanilmadi1 63renilmek istenen karbohidratlar ve pH indikatorii olarak
bir boya da ilave edildi. Her izolat, hazirlanan karbohidrat fermentasyon
besiyerilerine ekildi. Uygun sicaklikta 7 giin inkiibe edildikten sonra,
besiyerinde meydana gelen koyu pembeden sari renge degisim
organizmalarin kullanilan gekeri fermente ettigini, herhangi bir
degisikligin olmamasi ise sekerin organizma tarafindan karbohidrat
kaynag olarak kullanilmadigimi gostermektedir (97).

2.2.5.4. Voges-Proskauer Testi

Voges-Proskauer testi, baz1 organizmalarin, glukoz metabolizmasi
sonucu meydana gelen asidik olmayan veya notral son iiriinleri iiretebilme
kabiliyetinin ortaya c¢ikarilmasi1 igin yapilmaktadir. Bu testin
gerceklestirilmesi i¢in Voges-Proskauer broth besiyeri hazirlandi..
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Besiyerinin 4 mililitresine her izolattan ekim yapildiktan sonra 30°C'de,
3 giin inkiibe edildi. Bu siire sonunda Kkiiltiirlerin iizerine Voges-
Proskauer ayiraci ilave edildi. Tamamen karigtirildiktan sonra oda
sicaklifinda 1 saat bekletildi. Sonucta kiiltiir yiizeyinde kirmizi renk
olusumu testin pozitif sonu¢ verdigini, olugmamas: ise negatif sonucu
gostermektedir (97).

2.2.5.5. Sitrat ve Propionat Kullanim Testi

Mikroorganizmalar ortamda fermente edebilecekleri glukoz veya
laktozu bulamadiklarinda gerekli olan enerjiyi saglamak i¢in ortamda
bulunan sitrat veya propionat1 kullanirlar. Izolatlarin bu molekiilleri
kullanip kullanmadiginin ortaya ¢ikarilmas: amaciyla sitrat ve propionat
kullanim besiyerileri hazirlandi. Her izolat hazirlanan bu besiyerilere
ekildi ve 30°C'de 3 ve 7 giin inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda
besiyeride iireme ve renk degisikligi olup olmadigina bakildi. Eger mavi
renge bir donii§ varsa organizmalarin sitrat ve propionati karbon kaynagi
olarak kullandi§1 sonucuna varild: (97).

2.2.5.6. Nitrat1 indirgeme Testi

Izolatlarin nitrati indirgeyip indirgemediginin ortaya cikarilmasi
icin nitrat broth besiyeri hazirlandi ve bu besiyerinin 4 mililitresine
inkiibasyon yapilarak, kiiltiirler 30°C'de, 48 saat inkiibasyona birakilda.
Inkiibasyondan sonra kiiltiirlerin iizerine 5 damla soliisyon A (Siilfolinik
asit) ve 5 damla soliisyon B (Dimetil-a-naftil amid) ilave edilip, tiipler
calkalandi. Damlatmayla birlikte 30 saniye igerisinde kirmuzi-pembe
renk olugumu pozitif sonuctur ve ortamda nitritin mevcut oldugunu
gosterir. Kirmizi renk olugmadigi durumlarda ortama ¢ok az ¢inko tozu
ilave edildi. Cinko tozu ileva edildikten sonra kirmizi renk olusursa, bu
kez sonug negatiftir. Eger renk degisimi olmazsa, nitratin indirgenmesi
i¢in yine pozitif sonugtur (97).

2.2.5.7. Oksidaz Testi

Oksidaz testi ¢izgi ekim metoduna (97) gére yapildi. Bu testin
yapilabilmesi igin triptik soy agar besiyeri hazirlandi. Izolatlar ¢izgi
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ekim yontemiyle bu besiyeriye ekildi ve 30°C'de 24-48 saat inkiibe edildi.
Bu siire sonunda biiyiiyen kolonilerin iizerine oksidaz testi ayiraci
damlatildi. Siyah renk olugumu testin pozitif oldugunu gosterir.

2.2.5.8. Tween 80 Hidrolizi

Tween 80 hidrolizi Sierra (96)'a gore yapildi. Izolatlar, tween 80
ihtiva eden besiyerinin bulundugu Petrilere ¢izgi ekim yontemiyle ekildi
ve 30°C'de inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen kolonilerin etrafinda giinliik
olarak, ¢oziinmeyen kalsiyum sabunlari olugsumu takip edildi. Bu
yapilarin 10 giin icinde olugsmadigi durumda koloniler kazinarak,
altlarinda ¢okelek olusumu arandi. Aranan yapilarin olugumu tween
80'in hidroliz edildigini gosterdi.

2.2.5.9. Arjinin Hidrolizi

Bu islem i¢in en uygun metot Thornley (94)'in gelistirdigi
metodudur. Calismada bu metot ile aym Kisi tarafindan tavsiye edilen
besiyeri kullanildi. Thornley'in besiyerisi 5 ml'lik vida kapakli sigelerde
3 ml olacak sekilde boliindii. Otoklavlandiktan sonra sigeler delinerek
inokiilasyon yapildi ve erimis parafin ile kapatildi. Anaerobik sartlarda,
arjininden amonyumun olusumu 3 giinde indikatdr rengin degigmesiyle
belirlendi.

2.2.6. izolatlarm Polisiklik Aromatik Hidrokarbon
(fenantren) Parcalama Ozelliklerinin Belirlenmesi

Mineral salt besiyeri (MSM, 99) ihtiva eden Petrilere kiirdan
aracilifiyla nokta inokiilasyonu yapildi. Uzerine aseton igerisinde
coziinmiis %1'lik fenantren soliisyonu piiskiirtiildii ve 30°C'de 2 giin
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda nokta inokiilasyonlarin etrafinda
seffaf bolge olusumunu gorebilmek icin gozlem yapild: (100).

2.2.7. izolatlarinPlazmid DNA'lariin Izolasyonu

Izolatlarin plazmid igerikleri Voskuil ve Chambliss'in (101)
gelistirdifi metoda gore ortaya cikarildi. Her izolattan 5-10 ml olarak’
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hazirlanan gece kiiltiirleri 10.000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant atild1 ve ¢okelek 200 ul SET tamponunda (%25 sakkaroz, 50
mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) vortekslenerek ¢oziildii. Kullanilan
SET tamponunun 1 ml'sine 5 mg lizozim ilave edildi. Daha sonra,
karigtm mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve 37C'de 10 dakika inkiibe
edildi. Uzerine 350 ul yeni hazirlanmis sodyum hidroksit-sodyum
dodesil siilfat soliisyonundan (0.2 N NaOH, %1 SDS) ilave edildi.
Siispansiyon seffaf bir durum alincaya kadar ters diiz ¢evrildi ve seffaf
siispansiyona 350 pl soguk 3 M K+-5 M asetat soliisyonundan ilave edildi.
Siispansiyon, mikrosantrifiijiin en yiiksek hizinda (16.000 x g), 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarild: ve
alinan siviya 650 ul soguk fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1)
karisimu ilave edildi. Bir dakika vortekslenerek karngtirildi. Daha sonra
kanisim 5 dakika mikrosantrifiijde santrifiij edildi. Ust faz alindi ve buna
620 pl soguk kloroform:izoamilalkol karigimindan ilave edildi, 30 saniye
vortekslenerek kangtirildr ve karigim mikrosantrifiijde 3 dakika santrifiij
edildi. Ust faz (550 ul) pipetdrle alinip yeni bir tiipe aktarildi ve iizerine
esit miktarda soguk (-20°C) izopropanol ilave edildi. Karigim ters diiz
cevrilerek tamamen karngtirildiktan sonra, 5 dakika santrifiijlendi.
Siipernatant kismi dokiildii ve izopropanol agik havada ugurulduktan
sonra ¢6kelek kismu %70'lik etanol ilave edilerek 2 dakika santrifiijlendi,
kalan etanol agik havada ugurulduktan sonra 50 ul dH,O'da ¢oziildii.

Yapilan plazmid DNA's1 izolasyonu ¢aligmasi sonucunda, plazmid
DNA'larinin izole edilip edilmediginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in 0.5 pg/ml
etidium bromiir iceren %0.7'lik agaroz jel hazirlandi. Yiiriitiilecek
orneklerin hazirlanmasi icin 5 pl DNA soliisyonu, 1 ul 10X yiiriitme
boyas: ve 4 pl dH>O veya TE tamponu bir mikrosantrifiij tiipiinde
birlestirildi ve olugan karigimlar agaroz jel iizerinde olusturulan her bir
kuyucuga ayr1 ayrn yiiklenerek 100 voltluk elektrik alanda, fragment
agirliklar1 belli olan bir gahit DNA ile yiiriitiilldiiler. Yiiriitme
neticesinde, plazmid DNA'larinin var olup olmadiklar1 ve varsa
molekiiliir agirliklan tespit edildi.
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2.2.8. izolatlarin Total Hiicre Protein Profilinin
Cikarilmasi

2.2.8.1. Total Hiicre Proteinlerinin izolasyonu

Izolatlarin ihtiva ettikleri proteinlerin profilini ¢ikarmak icin, her
izolattan 10 mililitrelik gece Kkiiltiirleri hazirlandi. Hiicreler, 14.000
rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Cokelek, 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) ve
%10 sukkarozdan olusan TS'de ¢oziildii. Karisim, -194°C'de 1 dakika
bekletildikten sonra oda sicakligina alindi ve bu iglem iki kez tekrarlandi.
Oda sicaklifinda ¢oziindiikten sonra hacminin 1/20'si kadar 10 mg/ml'lik
lizozim ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 35 dakika buz iizerinde
bekletildikten sonra, 30 dakika, 16.000 x g'de santrifiij edildi. Protein
oziitiinii ihtiva eden sivi kisim, -20°C'de kullanilincaya kadar muhafaza
edildi.

2.2.8.2. Protein Konsantrasyonunun Tayini

Protein konsantrasyonu, Bradford metodu (102) ile tayin edildi.
Protein konsantrasyonu, spektrofotometrik olarak 595 nm dalga boyunda
alinan degerlere gore hesaplandi. Once, spektrofotometre coomassie
brilliant mavisi-G250 (CBB-250) ve 0,15 M'ik NaCl'den olusan ¢ozelti
(kor) ile sifirlandi. Numuneler Sl¢iim i¢in hazirlandiktan sonra iyice
kanigtinnldi ve 2-60 dakikalik zaman aralifinda spektrofotometrede
arasinda degerleri okundu. Standart konsantrasyon egrisi, farkli miktarda
BSA iceren numunelerin Olgiilmesiyle elde edildi. Konsantrasyonu
bilinmeyen numunelerin konsantrasyonu, konsantrasyonu bilinenlerin
verdigi absorbans degerinin, standart egrisi iizerine cakigtirilmasi ile
bulundu. Bulunan bu degerlerden faydalanilarak numunelerdeki protein
konsantrasyonlar1 hesaplandi.

2.2.8.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Miktarlar1 tayin edilmig olan 5 adet izolatin (5, 11, 21, 24 ve 38
nolu izolatlar) protein oziitlerinden uygun miktarlarda (50 mg) alindi.
Bu oziitlere esit miktarda 2X muamele tamponu (0.15 M Tris-HCI pH
6.8, %4 SDS, %20 Gliserol, %6 B-merkaptoetanol) ilave edildikten
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sonra, niimuneler 65°C'de 90 sémiye bekletildi. Laemmli (103) tarafindan
tanimlanan %12'lik sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jeline (SDS-
PAGE) yiiklendi ve 0.75 mm kalinligindaki her bir jel i¢in 15 mA akim
uygulanarak ayirma iglemi gerceklestirildi.

Yiiriitme iglemi tamamlandiktan sonra, jel coomassie brilliant
mavisi (%0.125 coomassie brilliant mavisi R-250, %50 metanol, %10
asetik asit) boyasi ile 2-4 saat boyandi. Yikama-I (%50 metanol, %10
asetik asit) soliisyonunda 1 saat bekletildikten sonra, Yikama-II (%7 asetik
asit, %5 metanol) soliisyonuna aktarildi. En iyi jeller secilerek iki selofan
yaprak arasina alind1 ve 80°C'de, 2 saat, vakumlu jel kurutucuda
kurutularak daimi olarak saklanabilecek hale getirildi.

2.2.9. Cesitli Antibiyotiklerin Izolatlar Uzerindeki
Etkilerinin Belirlenmesi

Calismada Bauer-Kirby tarafindan kullanilan Miiller Hilton agar
(MHA) ve Miiller Hilton broth (MHB) besiyeri "National Committiee for
Clinical Laboratory (NCCLS)" tarafindan antibakteriyal c¢aligmalar icin
standart olarak kabul edilen test kullamildi (104). Agar difiizyon yontemi
uygulandi. Gece Kkiiltiirleri ODgoo=0.1'e kadar biiyiitiildii ve bunlardan
triptik soy agar ihtiva eden petrilere swapla ekim yapildi. Bir petriye 5
tane olacak sekilde antibiyotik emdirilmis hazir diskler (ampisilin-10 mg,
aztreonama-30 mg, gentamisin-10 mg, kloramfenikol-30 mg, oksasilin-5
mg, penisilin G-10 mg, streptomisin-10 mg, siilfamethoksa-25 mg,
tetrasiklin-30 mg, tobramisin-10 mg) yerlestirildi ve 30°C'de 24 saat
inkiibasyondan sonra inhibisyon caplarn olgiilerek hassaslik/direnclilik
degerleri tespit edildi (105).



3. BULGULAR

Calismada fuel oil bulagmig bir depolama sahasindan alinan toprak
orneklerindeki Pseudomonas cinsine ait bakteriyal izolatlar belirlendi.
Bunlar arasinda polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)'lar:
parcalayanlar tespit edildi. Belirlenen izolatlarin morfolojik, boyama,
fizyolojik, biyokimyasal, molekiiler ve kemotaksonomik o&zellikleri
aydinlatildi.

3.1. Alinan Toprak Orneklerinin Kantitatif Analizi

Yayma ekim sonucu, sayim icin gerekli koloni sayisi 25-250
arasinda bulunan petriler dikkate alinarak, koloni sayim yontemine gore
hesaplamalar yapildi. Hesaplama sonunda her 6rnegin 1 ml'lik
siispansiyonunda kuru toprakta 7.7 x 103, yar1 kuru toprakta 1.9 x 105,
camurlu toprakta 3.2 x 104 ve kontrolde 6.5 x 103 bakteri bulundugu
tespit edildi. Bir bagka deyisli, g basina kuru toprakta 3.08 x 104, yar
kuru toprakta 7.6 x 105 ve ¢camurlu toprakta 1.28 x 105 ayrica, kontrolde
de 2.6 x 104 bakteri oldugu tespit edildi.

Farkli izolatlarin belirlenmesi i¢in yapilan caligmada Oncelikle
izolatlarin renklerine gore ayirim yapildi. Daha sonra koloni
morfolojileri ¢iplak g6z ve binokiilerle incelendi. Caligmalar sonununda
ornekleme noktalarinda toplam 45 farkli bakteriyal izolat oldugu
belirlendi.

Toplam 45 farkl: izolatin 5 tanesinin (izolasyon sirasina gore 5, 11,
21, 24 ve 38 nolu izolatlarin) gram-negatif olmalari, Pseudomonas
izolasyon agarda biiyiimeleri, katalaz enzimi iiretmeleri, hareketli
olmalar1 ve pigment iiretmeleri gibi &6zelliklerinden dolayr Pseudomonas
cinsine dahil oldugu belirlendi. Izolatlarin bahsedilen karakter 6zellikleri
ilerideki cizelgelerde diger ozelliklerle birlikte verilecektir.
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3.2. Pseudomonas Cinsine Ait Olan izolatlarin Bazi
Karakterlerinin Tayini

3.2.1. Morfolojik Karakterler

Izolatlarin ¢esitli morfolojik ozellikleri Cizelge 1'de
gosterilmektedir. izolatlarin ayinminda kullanilan pigment olugturma
ozelliklerinde, 5 nolu izolatin beyaz, 11, 21 ve 24 nolu izolatlarin
kahverengiye yakin, bazi pasajlarda da yesilimsi ve 38 nolu izolatin da
kahverengi pigment olusturduklan tespit edildi. Izolatlarin hepsinin
fenazin ve piyoverdin pigment olugsumunda UV altinda yesil pigment
tirettikleri gézlendi. Koloni gekli olarak 5 nolu izolatin yuvarlak ve
yiiksek digerlerinin sacakli ve ¢ok dagimik bir koloni yapisina sahip
olduklar tespit edildi. Pseudomonas cinsi 6zellikleri olan Gram boyama,
hiicre sekilleri ve hareket 6zellikleri izolatlarin hepsinde sirayla G-, basil
ve hareketli olarak belirlendi. Izolatlarin cesitli morfolojik 6zellikleri
Cizelge 1'de, gram reaksiyonlan ise Sekil 1'de gosterilmektedir.

Cizelge 1. Pseudomonas izolatlarinin ¢esitli morfolojik

ozellikleri
Izolat no 5 11 21 24 38
Ornegin kaynag |kuru gamur amur kuru amur
toprak toprak
TSA'daki rengi beyaz kahverengi | kahverengi | kahverengi | kahverengi
ve yesil ve yesil ve yesil
Pigment olugumu
fenazin  (nor./UV) |krem/yesil | kahve/yesil | sar/yesil | san/yesil | sarvyesil
piyoverdin (nor./UV) | krem/yesil | kahve/yesil | sari/yesil | sar/yesil sar/yesil
PDA (nor./UV) | beyaz/yesil | beyaz/yesil | beyaz/yesil | beyaz/yesil | beyaz/yesil
Koloni sekli yuvarlak | coksagakh | goksagakli | ok sagakli | sagakls
Gram boyasi - . - - -
Hiicre sekli basil basil basil basil basil
Hijcre boyut'(um) 0.9 - 2.5 0.7 - 1.7 0.7 - 2.1 0.7 - 2-6 0.8 - 1.6
Hareket + + + + +
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Sekil 1. Pseudonomas cinsine ait izolatlarin Gram boyamalar.
Rakamlar: izolat numaralari, Bilyiitme: 10 x 100
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3.2.2. Fizyolojik Karakterler

Pseudomonas cinsine dahil olan izolatlarin c¢esitli fizyolojik
karaterleri Cizelge 2'de gosterilmektedir. Izolatlarin 4 tanesinin (11,
21, 24 ve 38 numarali izolatlar) mineral salt besiyeri (MSM)'de ¢ok az
veya az biiyiidiigii ancak, fenantren piiskiirtiildiigii zaman ise izolatlarin
hepsinin normal olarak biiyiidiigii belirlendi. Fenantren
puiskiirtiildiigiinde biiyiiyen 11, 21, 24 ve 38 numarali izolatlarin nokta
inokiilasyonlarinin etrafinda geffaf bolge olusturduklar: tespit edildi
(Sekil 2). Bu durum, olusan bu geffaf bolgedeki fenantrenin bakteriler
tarafindan parcalandigini g6stermektedir. Izolatlarin 5'inin de
Pseudomonas cinsi 6zelliklerinden olan, PIA'da biiyiidiikleri ve sadece 21
numaralr izolatin bilyiime faktdrii ihtiyact oldugu tespit edildi.
Izolatlann sicaklik (4 - 41°C'lerde biiyiimeleri) ve pH biiyiime sirlari
ve optimum biiyiime sicaklik ve pH'lar1 da Cizelge 2'de belirtilmektir.
Ayrica, izolatlarin biiyiiyebildigi en yiiksek tuz (NaCl) konsantrasyonlari
da 5 ve 38 numarali izolatlar icin %4 ve 11, 21 ve 24 numaral izolatlar
icin %3 olarak belirlendi.

Cizelge 2. Pseudomonas izolatlarimin cesitli fizyolojik 6zellikleri

Izolat no 5 11 21 24 38
MSM'de biiyiime + cok az cokaz az az
Fenantren'de biiyiime + + + + +
Seffaf bolge olusumu - + + + +
PI1A'da biiyiime + + + + +
Biiyiime fak. ihtiyaci - - + - -
4°C'de biiyiime + + - * -
41°C'de biiyiime - + + + -
Optimum bilyiime (°C) | 35-37 37 34 30-34 37
pH buyume Siniri 5-10 5-11 5-10 5-10 5-9
Optlmum buyume pH‘l 7-7.5 7.5 7.5 7-8 7.5
Mak. NaCl sinin (%) 4 3 3 3
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P. aeruginosa

Sekil 2. Izolatlarin fenantren parcalama 6zellikleri. Rakamlar

izolat numaralari, Ok: fenantrenin parcalanmig oldugu
bolge
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3.2.3. Biyokimyasal Karakterler

Belirlenen izolatlara ait baz1 biyokimyasal karakterler Cizelge 3'te
gosterilmektedir. Bu karakterlerden katalaz ve oksidaz enzimi iiretimi
Pseudomonas cinsi 6zelliklerindendir. Izolatlarin hepsinin katalaz ve
oksidaz pozitif oldugu tespit edildi. Yine tiim izolatlarin nisasta
parcalamalari, metil kirmizis1 ve Vogus-Proskauer testlerinin negatif ve
arjinin hidrolizi, sitrat ve eskulin kullanimi ve iireaz iiretimi pozitif
olarak belirlendi. Tween 80, jelatin ve indol testlerinde 11, 21 ve 24
numarali, nitrat rediiktaz testinde ise 11, 21, 24 ve 38 numarali
izolatlarin pozitif sonuglar verdikleri tespit edildi. Ayrica, izolatlarin
cesitli karbohidratlardan asit iiretip iiretmedikleri de Cizelge 3'te
gOsterilmektedir.

Cizelge 3. Pseudomonas izolatlarinin bazi biyokimyasal

karakterleri

Izolat no 5 11 21 24 38
Katalaz iiretimi + i + + +
Oksidaz iiretimi + + + * +
Tween 80 hidrolizi - 5 + + -
Arjinin hidrolizi + + + M +
Jelatin hidrolizi - + + + -
Sitrat kullanma + + + + +
Nisasta parcalama - - - - -
Indol iiretimi - + + + -
Nitrat rediiktaz iire. - + + + +
Ureaz iiretimi + + + + +
Metil kirmizisi testi - - - - -
Vogus-Proskauer test . - - - -
Eskulini kullanma + + + + +
Karbohidrattan asit .

D-Glukoz + + + + +

Sukroz - - - - -

L-Arabinoz + - .- - -

D-Ksiloz - biiyiimedi { bilyiimedi | bilylimedi | biiyiimedi

D-Mannoz + - - - -




3.3. Izolatlarin Polisiklik Aromatik Hidrokarbon
Parcalayanlarinin Belirlenmesi

Izolatlarin polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 pargalayip
parcalamadiklarini test etmek icin yapilan calismada 11, 21, 24 ve 38
numarall izolatlarin MSM'de nokta inokiilasyonlarin etrafinda seffaf
bolgeler olusturduklar1 belirlendi (Bkz. Sekil 2). Bu bolgeler, petriye
piisktrtiilen fenantrenin (asetonda ¢oziinmiis ve %1'lik konsantrasyonda)
nokta inokiilasyonlarin etrafinda parcalanmasiyla olusur. Yani bakteri bu
bolgedeki fenantreni parcalamigs ve diger bolgelere gore seffaf
goriilmesini saglamistir. Bundan dolayr 11, 21, 24 ve 38 numarali
izolatlarin PAH'lar1 pargaladiklari tespit edilmistir. P. aeruginosa
fenantren parcalamayan bir bakteri olup, negatif sonu¢ gdsterer.

3.4. Izolatlarin Plazmid Icerikleri
Bakterilerden izole edilen plazmidlerin %0.7'lik agaroz jelde

yiiriitilmeleri sonucunda 11 ve 21 numarali izolatlarda 2.7 kb
biiyiikliigiinde birer plazmid oldugu tespit edildi (Sekil 3).

2.7kb

Sekil 3. Izolatlarin plazmid iceriklerinin %0.7'lik agaroz jeldeki
goriintiileri. Rakamlar: izolat numaralari, S: molekiiler
agirliklan bilinen standart DNA fragmentleri

3.5. Izolatlarin Toplam Protein Profilleri

Elde edilen 3 izolattan ve kontrol olarak kullanilan Pseudomonas
aeroginosa (ATCC27853)'dan izole edilen ¢oziinebilir proteinler, her
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kuyuya 50 pg olacak sekilde, %12'lik SDS-PAGE jele yiiklendi. 15
mA'lik elektrik akiminda yiiriitiilen proteinlerin olusturmus olduklar
bantlar Sekil 4'te gosterilmektedir. Jelde elde edilen bantlarin
birbirlerine benzerliklerinin ortaya ¢ikarilmasi icin her izolattaki diger
izolata benzer bantlar sayildi ve izolatin goriilen tiim bant sayisina
oranlanarak bulundu. Bu islem sonucunda 11 ve 21 numarali izolatlarin,
bantlardan da anlasildigr gibi %91'lik benzerlik gosterdigi tespit edildi.
Yine 11 nolu izolat ile 24 nolu izolat arasinda da %80'lik bir benzerlik
oldugu bulundu. 24 ve 38 numarali izolatlar arasinda %60'a varan bir
benzerlik oldugu tespit edildi. 5 numarali izolatin 11 numarali izolata
%50, 38 numarali izolata da %45 benzerlik gosterdigi belirlendi. 11 ve
21 numarali izolatlarin Pseudomonas aeroginosa'yva benzerliginin %30,
24 nolu izolatin %60, 5 nolu izolatin %50 ve 38 nolu izolatin %65 benzer
oldugu tespit edildi.

11 21 5 24 38 P.a. S

-66.000

F <45.000
-36.000

-29.000

-«24.000
-=20.000

Sekil 4. Izolatlarin toplam protein profillerinin %12'lik SDS-
Poliakrilamid jel elektroforeziyle belirlenmesi.
Rakamlar: izolat numaralari, P.a.; Pseudomonas
aeruginosa'yl, S: molekiil agirliklart bilinen stantart
proteinler



42

3.6. Antibiyotik Duyarlihg:

[zolatlar iizerine cesitli antibiyotiklerin etkileri, olusan inhibisyon
bolgelerinin ¢aplan olgiilerek tespit edildi. Inhibisyon bolgesi cap
uzunluklarr standart tablolardan karsilistirilarak izolatlarin
antibiyotiklere karst direncli veya duyarli olduklar: belirlendi. Caligma
sonunda izolatlarin hepsinin ampisilin, oksasilin ve penisilin G'ye karsi
direncli oldugu tespit edildi. Buna ilave olarak, 5 ve 38 numarali
izolatlarin kloramfenikol, tetrasiklin ve siilfametoksa'ya, 11 ve 21
numarals izolatlarin sulfametoksa'ya ve 24 nolu izolatin da aztreonama'ya
kars1 direncli oldugu tespit edildi (Sekil 3).

Sekil Sa. Cesitli antibiyotiklerin izolatlar iizerindeki etkileri. 3:
izolat numaralari, AM: ampisilin, ATM:
aztreonama, CN: gentamisin, C: kloramfenikol,

OX: oksasilin, P: penisilin G, S: streptomisin, SXT:
siilfametoksa, TE: tetrasiklin, TOB: tobramisin
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Sekil 5b. Cesitli antibiyotiklerin izolatlar iizerindeki etkileri. 11
ve 21: izolat numaralari, AM: ampisilin, ATM:
aztreonama, CN: gentamisin, C: kloramfenikol,

OX: oksasilin, P: penisilin G, S: streptomisin, SXT:
siilfametoksa, TE: tetrasiklin, TOB: tobramisin



Sekil Sc. Cesitli antibiyotiklerin izolatlar iizerindeki etkileri.
24 ve 38: izolat numaralari, AM: ampisilin, ATM:
aztreonama, CN: gentamisin, C: kloramfenikol,
OX: oksasilin, P: penisilin G, S: streptomisin, SXT:
siilfametoksa, TE: tetrasiklin, TOB: tobramisin



4. TARTISMA

Cevre sorunu diinyanin pek ¢ok yerinde ozellikle son 20 yilda
giincel hayata girmis, acil ¢oziim bekleyen biiyiik bir problemdir. Hizli
sanayilesme ve endiistriyel gelismeyle birlikte, petrol ve petrol tiirevi
olan polisiksik aromatik hidrokarbon (PAH)'larin ¢evreye bulagmalari,
yent ve ¢ok tehlikeli bir ¢cevre sorununu ortaya ¢ikarmigtir. Bu c¢evre
sorununun ¢dziimii ¢evresel dengenin yeniden saglanmasi i¢in temel sarti
olusturmaktadir.

Bu caligmada oncelikle fuel oil bulagmis ortamlardaki bakteri
sayilari, 6rneklerin 6zelliklerine gore belirlendi. Bakteri sayisinin en
fazla yari kuru toprakta, en az ise fuel oil bulagmis ancak, kurumus
ortamda oldugu tespit edildi.

Su, geligmis organizmalarda oldugu gibi bakterilerin de yasamlarini
devam ettirmeleri icin gerekli sartlardan birini olusturmaktadir.
Bakterilerin besin almalarina ve bir yerden bir yere siiriilklenmelerine
yardim eder ve enzimatik reaksiyonlarin gerceklesmesi i¢in uygun
ortamlar1 olustururken, bakteriler icin gerekli iyon ve mineral
maddelerin alinmasint da gerceklestirir. Bunlara ilave olarak bakterilerin
cogalma hizlarina da katkida bulunur. Ayrica, bakteriler kuru ve
hipertonik ortamlarda su kaybederek plazmolize ugrarlar. Bu durumun
 devami bunlarin kisa bir siire sonra Sliimlerine sebep olur. Ihtiyag
duyulan su ve nem mevcut oldugundan, yar kuru topraktaki bakteri
sayisinn fazla olmast mevcut bilgilerle uyum i¢inde olan bir durumdur.
Su miktan ¢ok fazla olunca, 6zellikle fuel oil ile birlestigi zaman oldukca
yogun bir bal¢ik olugturur. Bu da anaerobik bir ortamin olugmasina
sebep olur. Boyle ortamlarda daha ¢ok bu 6zel duruma uyum saglamig ve
anaerobik veya fakiiltatif aerobik bakteriler yasarlar. Bu durum da
cesitlilik az oldugu icin bakteri sayisimn diigmesine sebep olur. Su
miktarinin ¢ok az olmasi nedeniyle kuru ortamdaki bakteri sayisinin az
olmasi da normal bir durumdur. Caligma sonunda, ¢ok az olsa da ortaya
¢ikan kuru topraklar (fuel oil bulagmis ve kontrol) arasindaki bakteri
sayis1 farki ise fuel oil bulagmig ortama uyum saglamis ilave tiirlerden
ileri geldigi diisiiniilmektedir.



Her bakteri kendine has renk ve koloni morfolojisine sahiptir.
Once renklerine daha sonra da koloni morfolojilerine bakilarak
(binokiiler mikroskop altinda) ayrim yapildi. Triptik soy agarda biiyiiyen
izolatlarin bu koloni 6zelliklerinden yararlanilarak yapilan ayrimda,
kontrol de dahil olmak iizere dort noktadan alinan orneklerde toplam 45
farkl1 izolat oldugu belirlendi.

Belirlenen toplam izolatlardan PAH'larin bulastigi ortamlarda
bulunan ve bu bilesikleri parcalayabilen (106) bakteriler arasinda oldugu
bilinen Pseudomonas cinsine dahil olan izolatlar "Bergey's Menual of
Systematic Bacteriology"de (107) belirtilen ¢zelliklerden yararlanilarak
belirlendi. Bilindigi gibi katalaz testi Pseudonomas'lar i¢in devamli
pozitiftir. Ayrica, bu cinse iiyeleri aerobik sartlarda yasarlar, flagella ile
hareket ederler ve bazilar1 da pigment iiretirler. Genellikle oksidaz
pozitiftirler. Bunlara ilave olarak Pseudomonas izolasyon agarda
biiyiimeleri de izolatlarin bu cins girmelerint saglayan ozelliklerden
biridir. Pseudomonas cinsine girdigi belirlenen 5 izolat (5, 11, 21, 24 ve
38 numaral: izolatlar)'in ¢esitli morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
karakterleri de "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology" ve cesitli
laboratuar kitaplarindaki yontemlere gore yapildi (98, 107).

Cesitli PAH'larin bakteriler tarafindan parcalanmalarinin
biyokimyasal ve genetik olarak gerceklestigi bilinmektedir (11-15).
Izolatlarin PAH'lar1 parcalama testleri Joshi ve Walia (99) ve Kiyohara
ve arkadaglar1 (100) tarafindan kullanilan yontemlerin birlestirilmesiyle
gerceklestirildi. Fenantren parcalama calismasinda 30°C'de 2 giin
inkiibasyon sonunda 11, 21, 24 ve 38 numarali izolatlarin ekim
yapildiklart nokta inokiilasyonlari etrafinda seffaf bolgeler olusturdukiar
tespit edildi. Joshi ve Walia (99), bakterileri 30°C'de biiyiittiikten sonra
lizerlerine fenantren piiskiirtmiis ve inkiibasyona devam etmistir. Bu
inkiibasyon sonunda kolonilerin etrafinda bizim c¢aligmamizda
buldugumuz seffaf bolgeleri gormiiglerdir. Kiyohara ve arkadaglarn
(100)'nin yaptig1 caligmada ise inokiilasyon yapildiktan hemen sonra
Petrilere fenantren piiskiirtiilmiis ve inkiibasyondan sonra kolonilerin
etrafinda parlak bolgeler olustugu tespit edilmigtir. Caligma sonunda,
kismen farkli stratejiler takip edilse bile, diger benzer caligmalarin
destekledigi gibi 11, 21, 24 ve 38 numarali izolatlarin fenantreni
parcaladi$ tespit edildi.
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Plazmidler, bakterilerde bulunan ve genomlarina dahil olmayan
yuvarlak genetik elementlerdir. Pseudomonas'larda bulunan
plazmidlerde kodlanmis enzimatik sistemler, bir¢ok nadir bilesigi
parcalama kapasitesine sahiptir (17-19). Pseudomonas cinsine giren
izolatlarin plazmid iceriklerinin aragtirilma ¢aligmasi sonucunda 11 ve 21
numaral: izolatlarda 2.7 kbp biiyiikliigiinde birer plazmid oldugu tespit
edildi. Bu izolatlardaki PAH parcalama o6zelligi "plazmid curing"
yapilarak test edilmigtir. Ancak, bu deney bagariyla sonuglanmamis
olmasina ragmen bu 6zelligin plazmidden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Diger fenantren pargalayip da plazmide rastlanmayan izolatlar hakkindaki
diiglincemiz ise varolabilecek bir plazmidin zamanla genome entegre
olmus olabilecegidir.

Cato ve arkadaglari (108), yaptiklari calismada aralarinda %40
oraninda DNA-DNA homolojisi olan aymi Clostridium tiirlerini suglarinin
protein profili ac¢isindan ¢ok bariz farkliliklara sahip oldugunu ve bu
nedenle bunlarin farkli tiirler olabilecegini onerdiler. Cato ve
arkadaslan, 70 adet Clostridium tiiriiniin suglari arasinda suda ¢oziinebilir
proteinlerinin elektroforetik olarak kargilastirilmasini esas alan bir
aragtirma sonucunda %80 DNA-DNA homolojisi gosteren suslarin ayni
protein bantlarina sahip olduklarimi gostermuglerdir (108). Aralarinda
%70 DNA-DNA homolojisi olan suglarin protein bantlarinda ise ¢ok
kiiciik farkliliklarin oldugu ortaya c¢ikarilirken, farklitiirlerin ise
birbirinden farkli protein bantlarina sahip olduklar: belirlenmigtir (108).
Bu caligmalara benzer bir gekilde yaptifimiz protein profillerinin
karsilastirilmasi c¢aligmasi sonucunda 5 izolatin da P. aeruginosa'ya
benzerlik gosterdigi tespit edildi. Izolatlardan 5 ve 38 numarali olanlarin
ayn birer tiir, 11, 21 ve 24 numarali olanlarin da 5 ve 38 numaralilardan
farkli ancak, birbirleri arasinda da ya ayni tiir ya da birbirlerinin sugu
olabilecegi diisiiniilmektedir. Elde edilen protein profili sonuglarn
fizyolojik ve biyokimyasal sonuglar destekler niteliktedir.

Izolatlar iizerinde cesitli antibiyotiklerin etkilerinin arastirilmasi
icin agar difiizyon metodu kullanildi (104). Bilindigi gibi
Pseudomonas'larin karbenisillin, kloramfenikol, gentamisin, kanamisin,
streptomisin, tetrasiklin, tobramisin ve sulfonamid gibi antibiyotiklere
direnclilikleri, ihtiva ettikleri plazmidlerden kaynaklanir (107).
Antibiyotikler bakteri, fungus ve aktinomisetler gibi cesitli
mikroorganizma tiirleri tarafindan sentezlenen ve mikroorganizmalarin



biiyiimelerini durduran veya onlar 6ldiiren maddelerdir. Bunlar,
mikroorganizmalarin farkli kisimlarini ve degisik sekillerde etkilerler.
Ampisilin, oksasilin ve penisilin G, bakterilerin hiicre ceperleri iizerinde
etkili olan ve B-laktam halkalari ihtiva eden antibiyotiklerdir. Duvar
yapismi bozarak bakterilerin 6liimiine sebep olurlar. Bu antibiyotiklere
diren¢lilik  PB-laktamaz enzimi (6zellikle gram-olumsuz basiller)
iiretilerek saglanir. Bu enzim penisilin grubu ve sefalosporinlerin
yapilarindaki f-laktam halkasini hidroliz eder ve bdylece, antibiyotigi
etkisiz hale getirir. Pseudomonas'lardaki B-laktamlara direnglilik ise hem
B-laktamaz tretimi hem de porin proteinlerindeki degisiklikler sayesinde
olmaktadir (109). Bu 6zelliklerinden dolayi, izolatlarin hepsi ampisilin,
oksasilin ve penisilin G'ye direnclidir. Kloramfenikole direnclilik,
kloramfenikol asetil transferaz enzimi iiretiminde meydana gelir. Enzim,
kloramfenikoliin hidroksil grubunu asetiller ve antimikrobiyal 6zelligini
bozar. Tetrasikline direnclilik, hiicre icine giren tetrasiklinin aktif
transport yoluyla bakteri disina c¢ikarilmasiyla gerceklesir.
Siilfametoksazol gibi bazi antibiyotiklerin hedefi bakteriyal enzimlerdir.
Direngli plazmidler biyokimyasal aktiviteleri farkli enzimler meydana
getirirler. Ozellikle tetrasiklin ve kloramfenikole direnclilik yukarida da
belirtildig1 gibi plazmidlerden kaynaklamir. Cesitli antibiyotiklere
duyarlilik calismalariyle, PAH bulagmig bir ortamdaki Pseudomonas
tirlerinin kullanilan antibiyotiklere direncli olup olmadiklarinin
belirlenmesine katkida bulundu.

Calisma sonunda elde edilen tiim verilerin degerlendirilerek
belirlenen izolatlarin tahmini tiir ve alttiir yorumlann da goyledir:
[zolatlarin 2 tanesinin (11 ve 21) morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerinin ve protein profillerinin birbirine ¢ok yakin olmasi
nedeniyle ayni tiir veya biribirinin susu ve 24 nolu izolatin da bunlara
yakinligindan dolayi yine bunlarin bir susu olabilecegi
diigiiniilmektedir. Buna ilave olarak 5 ve 38 numarali izolatlarin ise
hem birbirlerinden hem de diger izolatlardan farklr birer tiir olduklar
tespit edilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi ve kurulan iligkiler
dogrultusunda 5 numarali izolatin muhtemelen Pseudomonas
carboxydoflava veya sugu, 11, 21 ve 24 nolu izolatlarin Pseudomonas
pseudoflava veya suglar ve 38 nolu izolatinda Pseudomonas doudoroffii
veya susu olabilecegi tahmin edilmektedir.



5. SONUCLAR

1. Alinan toprak Orneklerinin bakteri sayilari, kuru toprakta
3.08 x 10* bakteri / g, yari kuru toprakta 7.6 x 105 bakteri / g, camurlu
toprakta 1.28 x 105 bakteri / g ve kontrolde 2.6 x 10* bakteri / g olarak
bulundu.

2. Orneklerin alindig1 dort ayr noktada toplam 45 farkli
bakteriyal izolat oldugu tespit edildi.

3. Elde edilen 45 bakteriyal izolatin 35 tanesinin (5, 11, 21,
24 ve 38 numarali izolatlar) Pseudomonas cinsine dahil oldugu
belirlendi.

4. Pseudomonas cinsine dahil olan izolatlarin 4 tanesinin (11, 21,
24 ve 38 numarali izolatlar) polisiklik aromatik hidrokarbonlari
parcaladig tespit edildi.

5. lIzolatlarin hem Pseudomonas cinsine dahil olanlari hem de
polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 parcalayanlarin 2 tanesinin (11 ve
21 nolu izolatlar) 2.7 kbp biiyiikligiinde birer plazmid ihtiva ettigi
belirlendi.

6. lIzolatlarin 2 tanesinin (11 ve 21 numarali izolatlar)
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal &zelliklerinin ve protein
profillerinin birbirine ¢cok yakin olmasi nedeniyle ayni tiir veya aym
tiiriin fakl iki sugu olduklan ve 24 nolu izolatin da yakinlifindan dolay:
yine bunlarin bir susu olabilecegi diisiiniilmektedir.

7. Izolatlardan 5 ve 38 numarali olanlarin ise hem birbirlerinden
hem de diger izolatlardan farkli birer tiir olduklar: tespit edilmistir.

8. lizolatlarin hepsinin ampisilin, oksasilin ve penisilin G'ye kars
direnc¢li olduklar1 buna ilave olarak, 5 ve 38 numarali izolatlarin
kloramfenikol, tetrasiklin ve siilfemetoksa'ya, 11 ve 21 numaral:
izolatlarin siilfemetoksa'ya ve 24 nolu izolatin da aztreonama'ya kargi
direncli olduklan tespit edildi.

9. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesiyle, 5 numarali
izolatin muhtemelen Pseudomonas carboxydoflava veya susu, 11, 21 ve
24 nolu izolatlarin Pseudomonas pseudoflava veya suglar1 ve 38 nolu
izolatin da Pseudomonas doudoroffii veya susu olabilecegi tahmin
edilmektedir.



6. ONERILER

Polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) ile kirlenmis ortamlardan
izole edilecek PAH pargalayan bakterilerin, hidrokarbon bulagmis
ortamlara ekilmeleri, ekosistem dengelerinin yeniden kurulmasina biiyiik
katkilar saglayacaktir.

PAH parcalayan plazmid veya gen fragmentlerinin, PAH par¢alama
ozelligi olmayan bakterilere transferi, cevrenin daha kisa siirede
temizlenmesi icin, yeni ¢evreci fenotipik karakterlere sahip suslarin
ortaya ¢cikmasina katkida bulunacaktir.
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8. EKLER

8.1. Besiyeri, Ayirac ve Boyalarin Hazirlanisi

8.1.1. Besiyerilerinin Hazirlanis

Anaerobik Agar: Anaerobik agar hazirlamak icin 20 g
tripticase, 10 g glukoz, 5 g sodyum kloriir, 15 g agar, 2 g sodyum
thioglikolate ve 1 g sodyum formaldehit sulfoksilat 1000 ml dH,O'da
coziildi, pH'1 7.2'ye ayarlandiktan sonra ve otoklavlanarak steril
edildi.

Indol Uretimi Besiyeri Indol iiretiminin test edilmesi i¢in
%1'lik triptone broth veya %]1'lik triptikase broth kullamld1 Besiyeri
hazirlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

Karbohidrat Fermentasyonu Besiyeri: Bu besiyerinin
hazirlanmasi icin ilk olarak temel besiyeri hazirlandi. Bu nedenle, 1 g
diamonyum hidrojen fosfat, 0.2 g potasyum kloriir, 0.2 g magnezyum
siilfat, 0.2 g maya ekstrakt1 ve 15 g agar 1000 ml dH,O'da ¢6ziildii,
pH'1 7.0'a ayarlanmadan 6nce %0.04 (w/v) oraninda hazirlanan
bromeresol purple solusyonundan 15 ml ilave edildi ve otoklavlanarak
steril edildi.

Fermentasyon &zelliklerine bakilacak olan sekerlerin hazirlamasi
icin %10 oranindaki karbohidrat soliisyonlart hazirland: ve Kkarisim

filtreden gecirilmek suretiyle steril edildi. Daha sonra 50°C'ye kadar
sogutulan steril temel besiyerine %0.5 olacak sekilde karbohidrat
soliisyonundan ilave edildi ve besiyerleri slant olarak kullanildi.

Nisasta Agar: Besiyerinin hazirlanmas: icin 1 g patates
nigastas1 10 ml soguk dH,O'da ¢oziildiikten sonra 100 ml niitrient
agarla karnistirildi ve otoklavlanarak steril edildi.

Nitrat Broth: Nitrat broth hazirlamak icin 5 g pepton, 3 g
sigir ekstrakti ve 1 g potasyum nitrat 1000 ml dH,O'da ¢oziiliip, pH
7.0'a ayarland: ve otoklavlanarak steril edildi.

Niitrient Agar: Niitreint agar hazirlamak icin 5 g pepton, 3 g
si18ir ekstrakt1 ve 15 g agar 1000 ml dH,O'da coziildi ve
otoklavlanarak steril edildi. Caligmada, ticari olarak satilan niitrient
agar da kullanildi.

Niitrient Broth: Besiyerinin hazirlanmasi icin 3 g sigir
ekstrakt1 ve 5 g pepton 1000 ml dH»O'da ¢oziildii ve pH'1t 6.8'e
ayarlandi. Otoklavda 121°C 'de 20 dakika bekletilerek steril edildi.
Ayrica, ¢caligmada ticari olarak satilan niitrient broth'ta kullanildi.
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Niitrient Jelatin: Ticari olarak satilan niitrient jelatinden 120 g
alimp, 1000 ml dH,O'da c¢oziildii, pH't 7.0'a ayarland1 ve
otoklavlanarak steril edilip, kullanildi. Ayni iglem i¢in %0.4 oraninda
gelatin ihtiva eden niitrient agar da kullanilabilir.

Sitrat ve Propionat Kullanim Besiyerileri: Besiyerilerin
hazirlanmasi i¢in 1 g trisodyum sitrat 2H,O (veya 2 g sodyum
propionat), 1.2 g magnezyum sulfat 7H»O, 0.5 g diamonyum hidrojen
fosfat, 1 g potasyum kloriir, 40 ml eser element soliisyonu, 15 g agar,
920 ml dH,O ve 20 ml %0,04'liik fenol kirmizisi soliisyonu
kanistinldi, pH" 6.8'e ayarlandi ve otoklavlanarak steril edildi.

Eser element soliisyonun hazirlama: Soliisyon, 30 mg
etilendiamintetraasetat, 200 m FeS04.7H>O, 10 mg ZnSO4, 3 mg
MnCl, 4H»0, 30 mg H3BOs, 20 mg CoCl».6H-O, 1mg CuCl,.2H-0, 2
mg NiCl,.6H,O ve 3 mg NaMo0O4.2H»O, 1000 ml dH-O'da ¢oziilerek
hazirland.

Ure Hidrolizi Besiyeri: Ure besiyeri hazirlamak i¢in 0.1 g
maya ekstrakti, 9.1 g potasyum fosfat monobazik, 9.5 g potasyum
fosfat dibazik, 0.2 g iire ve 0.001 g fenol kirmizisi kanisimina 117 ml
dH,O ilave edildi, pH'1 6.8'e ayarlandiktan sonra 0.45 um gdzenek
biiyiikliigiine sahip steril filtreden gecirilmek suretiyle steril edildi.

Voges-Proskauer Broth: Besiyeriyi hazirlamak icin 7 g
pepton, 5 g glukoz ve 5 g sodyum kloriir, 1000 ml dH-O'da ¢oziildii.
Karigimun pH'1 6.5'e ayarlandiktan sonra otoklavlanarak steril edildi.

8.1.2. Ayiraclar ve Boyalarmm Hazirlanisi

Aseton Alkol: Karigim, 250 ml %95'lik etanol ve 250 ml saf
aseton karngtinlarak hazirlandi.

Jelatin Hidrolizi Aywract Ayiracg, 1 N H,SO4 sodyum siilfat
(Na>SOy) ile doyurularak hazirland.

Iyot Cozeltisi Cozelti, 1 g iyot, 2 g potasyum iyodiir, 60 ml
%5'lik sodyum bikarbonat (NaHCOs) ve 240 ml dH-O karistirilarak
hazirland:.

Indol Ayiracr Ayirag, 5 g p-dimetilaminobenzaldehit, 75 ml
izoamil alkol ve 25 ml konsantirik hidroklorik asit (HCI) karistirilarak
hazirlandi.

Liigol Ayiracr Liigol soliisyonu mikroorganizmanin nisastay1
hidroliz edip etmediginin belirlenmesi amaciyla kullanilir. Soliisyon,
1 g iyot, 2 g potasyum iyodiir (KI), 60 ml %5'lik sodyum bikarbonat
(NaHCO3), 240 ml dH»O ile kangtirilarak hazirlandi.

Katalaz Aywracr Ayirac olarak %10'luk hidrojen peroksit
(H,0,) ¢ozeltisi kullanildi. '



Kristal Viyole Boyast Bu boya iki ayr soliisyon halinde
hazirlanip, kanistinldi. Solusyon A, 1 g kristal viyole, 10 ml etanol ve
90 ml dH,O, Solusyon B, 4 g amonyum oksalat ve 400 ml dH,0
karistirilarak hazirlandi.  Sonra her iki soliisyon birbirine
karnigtirilarak kullanildi. ,

Nitrit Ayiract Bu ayirag ortamdaki nitratin nitrite indirgenip
indirgenmediinin ortaya c¢ikarilmasi i¢in kullanildi. Iki ayr ayirag
olarak hazirlandi. Ayiraglardan birincisi 1 N hidroklorik asid
soliisyonudur. Kullanilan diger ayira¢ ise su sekilde hazirlandi.
Soliisyon A i¢in, 8 g sulfonilik asit, 5 N asetik asit, Soliisyon B i¢in ise
6 ml dimetil a-naftolamin ve 5 N asetik asit 1000 ml dH>O'da
coziildii.

Safranin: Boya, 2.5 g safranin O, 100 ml %95'lik etanol ve
500 ml dH,O karngtirilarak hazirlandi.

Voges-Proskauer Ayiracr Ayirag, %40'lik sodyum hidroksit
(NaOH) c¢ozeltisinin 3 mililitresine 0.5-1 mg keratin ilave edilerek
hazirlandi.
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