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Pseudomonas Tiirlerinin Gidalardan izolasyon ve
Tanimlanmasinda Kullanilan Besiyerleri

Dilek Keskin'  Sanver Ekmekgi®

Pseudomonas ’larin gidalarda bozunmalara sebep olmasi ve patojen turlerinin
bulunmasindan dolay! ¢abuk sonuglandirilabilen ve kolay uygulanabilecek izolasyon
ve sayim yontemlerinin tam olarak ortaya konulamamasi ve yetersiz olmasindan
dolayl ¢ok sayida kurulus ve King ve arkadaslarn tarafindan Pseudomonas 'larin
izolasyon ve tanilanmasi gesitli yonleriyle arastiriimakta izolasyon ve sayima yonelik
arastirmalara agirlk verilmektedir. Fluoresans veren Pseudomonas’larin izolasyonu
ile ilgili calismalarda genellikle King ve arkadaslari tarafindan hazirlanan King B
ortami kullaniimaktadir. Bu ortamda piyoverdin olusumu belirginlesir ve UV 15131
altinda yayilan pigment olusumu ile karakterize edilir. King B ortamina penisillin G,
novobiosin ve siklohegzimid ilavesiyle olusan yari segici kati ortamlar Sands ve
arkadaglan tarafindan onerilmistir. Bu antibiotikler fluoresans veren Pseudomonas
‘larin gelisimini engellemezler (1).

Meat ve Adams 1977°de, ALCV (Asetamid Laktoz Kristal Viole), MGV (Malasit Green
Vankomisin) ve diamid iceren Difco Heart infiizyon agar ve CETCH (Cetrimid-
Cephaloridin) ortamlarinin hangisinin segici oldugunu arastirdilar ve sonug olarak
ALCV, MGV ve CETCH ortamlarinin her doérdininde de, asilanan 12 saf
Pseudomonas spp kultirand tavuklardan geri almada esit dlguide basarili oldugunu
saptamiglardir. Difco Heart inflizyon agari ise mayalarin gelisimini desteklemesi ve
pigment olusturmayan Pseudomonas sp kolonilerini inhibe etmesinden dolayi en az
basarili olarak belirlenmistir. Meat ve Adams, 1977 yilinda Difco Heart infusion
agara, segici ajan olarak cephaloridine , fucidin ve cetrimide ilavesiyle gelistirdikleri
yeni ortamda 25 °C’de 48 saat inklbasyon sonunda Pseudomonas sp’ler petrilerde
2-5 mm c¢apinda pigmentli ve pigmentsiz koloniler olusturmustur . Bu ortam hem
pigmentli hem de pigmentsiz Pseudomonas sp kolonilerinin sayimina olanak
saglamistir. Arastiricilar CFC ortaminin ¢esitli tipteki gidalardan Pseudomonas sp
sayiminda kullanilabilecegini isaret etmislerdir (1).

Pseudomonas sp 'yi S. liquefaciens ve mayalardan ayirmada ve onaylamada oksidaz
testinin yeterli oldugunu Szita ve arkadaslari savunmuslardir. Macaristan’da
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sogutulmus tanklardan toplanan ¢ig sut oOrneklerinde Pseudomonas turleri
arastinlmistir . Bu calismada Pseudomonas turlerinin Z broth, Nitrofurantoin broth ve
Cetrimide besiyerlerindeki Ureme durumlari degerlendirilmisti. Z broth ve
Nitrofurantoin broth’da P. aeruginosa ’'nin Uredigi, P.putrefaciens, P.putida ve
P.cepacia , P.acidovorans, P.testosteroni , P. maltophilia ve P. diminuta’nin Ureme
gOstermedigi saptanmistir (2). Pseudomonas aeruginosa 'nin izolasyonu igin ayni
arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismada Z agar ve Z broth gelistiriimistir ve bu
ortamlarda engelleyici bir madde ilave etmemisler ve bu ortamlarda bulunan
asetamidin, nitrojen ve karbon kaynaklari sayesinde asetik asit ve amonyaga
metabolize oldugunu saptanmiglardir. Z broth’un segiciligini test etmek igin
Staphylococcus, Enterobacteriaceae, Bacillus ve Pseudomonas gruplarina ait saf
kalturlerin inokule edildigi bu ortam farkli sayilarda ki Pseudomonas aeruginosa ile
inokiile edilen iki siit érnegi ile karsilastiriimistir. Birinci 6rnek 10°/ml Pseudomonas
aeruginosa, ikinci 6rnek ise10°/ml Pseudomonas aeruginosa icermekteydi. ikinci
ornekle yapilan test sonucuna goére Z agar ve Cetrimide agar arasinda énemli bir
mikrobiyolojik ayirim bulunmazken birinci 6rnekte ornekde ise Z agarin énemli bir
ayricalik gosterdigi bulunmustur. Z broth ve Nitrofurantoin broth birlikte
kiyaslandiginda ise iki ortaminda Pseudomonas aeruginosa’nin gelisimine izin
verdigi gorulmastir. Diger Pseudomonas sp.lerin ise gelisemedigi saptanmistir (3).

Avustralya’ da yapilan pastorize ve ¢ig sutlerle yapilan ¢alismada Penicillin agar 30
°C ‘de 48 saat ve Brom cresol purple — chalk milk agarda 7 °C'de 10 giin
inkiibasyon metotlari kullaniimigtir. Penicillin agar tipik Pseudomonas sp kolonilerinin
secilmesini saglarken, Brom cresol purple — chalk milk agar proteolitik kolonilerin
secilmesini saglamistir (4).

izlanda’da cesitli siit Griinleriyle yapilan ¢alismada ise Yeastrel milk agar'da 6 °C’'de 7
gun inkibasyon sonunda psikrofil bakteri izolasyonu gergeklestirilmistir (5).

Kristiansen 1983 yilinda ¢ig sutlerle yaptigi ¢alismada Pseudomonas CN ( Cetrimid,
Nalidiksik asit ) ve Pseudomonas CFC (Cephaloridin Fucidin,Cetrimid) besiyerini
kullanmistir. Cig sit 6rneklerine bu besiyerlerinde 25-30 °C’'de 24 saat inkiibasyon
uygulamistir. Pseudomonas CN ve Pseudomonas CFC besiyerinde P.aeruginosa, P.
putida, P. fluorescens, P. cepacia 'nin ureme gosterdigi saptanmigtir (6).

Brown ve Lowbury 1965 yilinda yaptigi ¢alismada King B ortamina %0,03 cetrimide
ilave ederek modifiye bir ortam hazirlamistir (CTA2) ve bu ortami %0,03 cetrimide
iceren Lemco base ortami (CTA1) ile kiyaslamistir. CTA1'de ortaminda piyosiyanin
dretiminin daha iyi oldugu bulunmustur (7).

Russel (1997) yilinda yaptigi c¢alismada, tavuk karkaslarinda P. fluorescens
sayiminda Brain heart infision broth kullanmistir. Segiciligini artirmak i¢in ml'ye 25u
gr irgasan ilave etmistir. Bu metodun taze tavuklarda bozunmaya neden olan
bakterileri saptamada hizli ve yararli bir metot oldugunu belirtmistir. Ayrica potansiyel
hayvansal gidalarin raf 6mruni belirlemede de bu ortam kullanilabilmektedir (8).

Mickova ve arkadaslari (1989) tarafindan bir yil boyunca toplanan 203 ¢ig sut ve 50
pastorize sut orneginde Pseudomonas'larin izolasyonunda Kristal viole tetrazolium
agar, Malasit green ihtiva eden pepton broth, Pseudomonas F agar ve Cetrimide
agar kullanilimigtir (9).
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Cizelge 1. Pseudomonas aeruginosa

izolasyonunda ¢ogunlukla kullanilan ortamlar

(10)

Ortamin adi Mekanizmasi Etkili Maddeler Hassaslik / Ozgunlik

Asetamid NH,4 salinimi ile asetamidin | Asetamid Hatali sonugclar olabilir.
deaminasyonu Yalnizca dogrulayici test

olarak kullanilir.

Asparajin Buyumeyi destekleyici Asparajin Yalnizca eleme testi
olarak asparajin kullanimi

Setrimid Kuaterner amonyum

(Pseudosel)

deterjanlari tarafindan
diger tirler inhibe edilir.

Flo agar Fosfatlar tarafindan Ortamda higbir madde | Dusuk spesifiklik, zayif
fluoresans’in artirilmasi yok. 42 °C’de ink. eleme testi

King A (Tech) Segici degil, hassaslik var,
O6zgunlik var

King B Segici degil, hassaslik var,
6zgunluk yok

Mac Conkey Secici degil, hassaslik

agar supheli, fluoresans’a karsi

6zgln

Malasit Green
Broth

Boya tarafindan diger
spesieslerin inhibisyonu

Malasit Green

Dusuk 6zgunlik, zayif
eleme testi

MPA ortami Segicilik supheli, hassasiyet
yok, 6zgunlik var

MPA-c agar Kuvvetli segici, hassaslik
yok, 6zgunlik var

m-PA Lizin deaminasyonu,sitrat | Oteki cinsler igin Fermentatiflerden dolayi

ve ksilozun kullanimi antibiotikler hatali negatifler olabilir.

m-PA -B Hatali pozitifler olabilir.

m-PA -C Dusuk hassaslik ve

m-PA -D 0zgiinlik

m-PA —E

Fagar Kazeinin kullanimi Ortamda hi¢bir madde | Dusuk hassaslik

yok. 42 °C’de ink.
P agar Mg™" ve gliserol pigment | Ortamda higbir madde | Diisiik hassaslik
olusumunu kuvvetlendirir | yok. 42 °C'de ink.

Pseudomonas NH," tretimiyle setrimidin | Asetamid Asetamid benzeri

CN agar deaminasyonu Nalidiksik asit

Pseudomonas Batin Pseudomonas spp

izolasyon agar 'lere segici, hassasiyet var,
O0zglnlak var

C-390 agar P. aeruginosa olmayanlar | C-390, Dusuk hassasiyet gosteren

antimikrobiyaller inhibe
eder.

antimikrobiyal

tipik kolonilerin goésterimine
gerek var.

Skim milk agar

Proteinlerin

Ortamda higbir madde

Dusuk hassaslik ve

deaminasyonu yok. 42 °C’de ink Ozgunluk
Standart M-PA, Sit Agar, Ortamda hi¢bir madde | Disik hassaslik ve
Metotlar Asparagine broth, yok. 42 °C’de ink ozgunluk

Asetamit broth
Warburton P. aeruginosa olmayanlari | Antimikrobiyal karigim Batundyle galigmalarda test
ortami antimikrobiyaller inhibe edilmedi.

eder.
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Macaristan’da sogutulmus tanklardan toplanan ¢ig sut orneklerinde Pseudomonas
tarleri arastinimistir. Bu galismada Pseudomonas turlerinin Z broth, Nitrofurantoin
broth ve Cetrimide besiyerlerinde ki ireme durumlari degerlendirilmistir. Z broth ve
Nitrofurantoin broth’da P. aeruginosa 'nin Uredigi, P. putrefaciens, P. putida ve P.
cepacia , P. acidovorans, P. testosteroni, P. maltophilia ve P. diminuta 'nin Ureme
goOstermedigi saptanmistir (2).

Bharath ve arkadaglari (2002) P. aeruginosa 'nin sulardan izolasyonunda ve
sayiminda MacConkey agar kullanmislardir (11).

Jayasekara ve arkadaslan (1998) yaptiklari c¢alismada Pseudomonas ve ilgili
bakterilerin populasyonunu arastirmada PCA ve R2A agar, Pseudomonas agar base
(PS), cetrimidli Pseudomonas agar base (PSS) ve King B ortami kullanmislardir.
PCA ve R2A agar Pseudomonas ve ilgili bakterilerin buyumesine fazlasiyla izin
verirken, PSS agarda cogunlukla Pseudomonas 'larin sayilabildigi bulunmustur.
Sayim sonuglari diger ortamlarla kiyaslandiginda PSS agar da daha az bakteri
sayllabildigi géraimustir (12).

P. aeruginosa klorlamadan zarar gérmektedir. Bu nedenle ylizme havuzu sularindan
P. aeruginosa izolasyonunda ABGP (Arginin Brilliant Green Glukoz Pepton) sivi besi
yeri geligtiriimistir. Bu ortamda arginin bulunmaktadir ve P. aeruginosa 'nin etkisiyle
ortamin rengi gri yegilden mavi menekseye donusmektedir. Ortamda indikator boya
olarak bromtimol mavisi ve kresol kirmizisi kullaniimistir. Bu yéntemde ya membran
filtrasyon teknigi veya direkt sivi zenginlestirme yéntemi kullaniimistir. 37 °C’de 48
saat inklbasyon ortamin rengindeki degisimi gérmek icin yeterli oldugu saptanmistir.
Daha uzun surelerde inkibasyonun yanlis sonuca goturduagu gorulmustar (13 ).

Pseudomonas ’larin tur ayriminda pigment ozellikleri dnemli bir yer tutmaktadir.
Pseudomonas turleri arasindaki pigment farkhliklarini belirlemek amaciyla King A
(Pseudomonas Agar F) ve Cetrimide Agar Base kullanilmaktadir. Yapilan
arastirmalarda ayrica Pseudomonas 'larin adlandiriimasinda 4 °C ve 41 °C’lerde
Yeast Exract besiyerinde ureme 6zelligi, sukroz’dan levan olusumu, nigasta ve jelatin
hidrolizi gibi bazi biokimyasal testlerden de yararlaniimaktadir (14). Ayrica bu testlere
ilave olarak (O/F) Glukoz Oksidasyon Fermantasyon oksidaz, katalaz, SIM
besiyerinde hareketlilik 4 °C ve 41 °C’lerde Yeast Exract besiyerinde Greme 6zelligi,
sukroz’dan levan olugumu, glukonat oksidasyonu, nitrat reduksiyonu ve
denitrifikasyonu, karbonhidrat fermentasyon testleri, nisasta ve jelatin hidrolizi gibi
bazi biyokimyasal testlerden de yararlaniimaktadir (5).
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