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Cig Sutte Pseudomonas aeruginosa Sayilmasi i¢in Yontem
Modifikasyonlari Uzerine Calismalar’

Aylin Sen?, A. Kadir Halkman®

Giris

Pseudomonas cinsi bakteriler, Psedomonadaceae familyasi igcerisinde yer alirlar. Bu
bakterilerin gogu dogada toprak ve sularda yogun olarak bulunur. Bazi turleri insan,
hayvan ve bitki patojenidir. Son derece 6nemli olan bu cinsin tirlerinin bazilar
oksidaz pozitif, bazilari oksidaz negatiftir. Glikozu oksidasyon yoluyla pargalayan
fakat fermantasyon yapmayan bakterilerdir. Tlrlerin tamami katalaz pozitif, Gram
negatif, aerobik, polar flagellasiyla hareket edebilen c¢ubuk sekilli bakterilerdir.
Pseudomonas 'lari gidalar i¢cin énemli kilan pek c¢ok o&zellik vardir. Bazi tarleri
proteolitik ve lipolitik aktivite gostermektedir. Aerobik olmalari nedeniyle gidalarin
yuzeyinde hizla gelisebilmeleri sonucu okside urtinler ve mukoz madde olustururlar.
Kendi gelismeleri icin gerekli gelisme faktorleri ve vitaminleri sentezleme
yetenegdindedirler. Psikrofil, mezofil veya psikrotrof turleri vardir.

Ozellikle sogukta saklanan sit, et, yumurta ve deniz Urlnlerinin birinci derecede
bozulma etmenidirler. Isi ve radyasyonla kolaylikla inhibe olabilmektedirler. Oksijen
olmadigi zaman ve 42 °C'nin Uzerinde Ureyemezler. Kurumaya direnclilikleri zayiftir.
Bazi gidalar Uzerinde Pseudomonas fluoresans yesilimsi, Pseudomonas nigrificans
siyah diger turleri ise kahverengi pigment olustururlar (1, 2, 3).

Bu cinsin Uyeleri birgok antibiyotie karsi direncli olduklarindan ve ancak birkag
bakterinin tolere edebildigi kosullarda canliliklarini strdurebilmeleri nedeni ile klinik
acgidan énemlidirler (4).

Degisik kaynaklar, sute karisan Pseudomonas 'larin sutte hizla ¢ogalip, cesitli
fermantasyonlara, parcalanmalara neden oldugunu ve bu faaliyetler sonucunda
sutin renginde kokusunda, yapi ve kivaminda bir¢ok degisiklikler oldugunu
gostermektedir. Sutte Pseudomonas 'lar sutun tazeligini bozdugu gibi bazen de gesitli
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Ozellikle firsatgi patojen olarak bilinen
Pseudomonas aeruginosa sutun ¢ok fazla tuketildigi 0-3 yas grubu c¢ocuklarda sut
kaplarinin temizligine dikkat edilmediginde bulasarak hastaliklara ve salginlara yol
acmaktadir.
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Pseudomonas 'larin turleri olduk¢a fazla oldugu igin gorunumlerine, pigment
olusturup olusturmamalarina ve metabolizmalarina gére siniflandirmalari yapilmistir.
RNA/DNA hibridizasyon deneylerine gore, bu iki nikleik asidin gosterdigi uyumlara
bakarak, bu bakteriler I, I, II, IV, V rRNA gruplarina ayrilmiglardir. Pseudomonas
aeruginosa rRNA grup | 'e dahil olmustur (5).

Pseudomonas aeruginosa 'nin Ozellikleri
Tarihgesi

P. aeruginosa, 1850'de Sedillot tarafindan cerrahi yara pansumanlarinda mavi renk
degisikligi yapan bir ajan olarak tanimlanmistir. ilk olarak Bacillus pyocyaneus ve
daha sonra Pseudomonas pyocyanea olarak adlandiriimigtir. Piyosiyanin izolasyonu
Lucke tarafindan 1862'de yapilmistir. Ancak bu organizma, Gessard'in klasik
calismalari ile 1882'de saf kultir halinde izole edilmistir. 1897'de Hitschman ve
Kreibich, 1917'de Frenkel ve 1925'de Osler patojen bir bakteri oldugunu
tanimlamiglardir. 1926 yilinda California Universitesi'ndeki Dooren de Jong,
Pseudomonas turlerini, gesitli organik bilegiklerin karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanimina dayanan fenotipik 0&zelliklerin goére siniflandirmislardir.  1966'da
Buchanon, Holt ve Lessel Pseudomonas turlerini fenotipik Ozelliklerine gore
siniflamiglardir. Daha sonra DNA hibridizasyon c¢alismalari baglamistir. 1973 yilinda
Palleroni ve arkadaglari, nukleik asit hibridizasyon c¢aligsmalarini genisleterek
Pseudomonas 'lari rRNA homolojilerine gbére 5 gruba ayirmislardir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda bu cinsin siniflandiriimasi yeniden duzenlenmistir (6).

Morfolojik Ozellikleri

Uzunluklari ¢ok degisik olmakla beraber Pseudomonas aeruginosa 1,5-3 pm
genigliginde, bazen ikili bazen de kisa zincirler halinde gorulen sporsuz, kapsulsuz,
cubuk seklinde aerob bakteridir. Cogu kez bir uglarinda bir, nadiren iki-U¢ adet kirpigi
vardir ve ¢ok hareketlidirler. Kolay boyanirlar ve Gram negatiftirler. Uzun sure
beklemis kulttrlerinde ve antiseptik maddelerin bulundugu ortamlarda kisa veya ¢ok
uzun deforme sekilleri, hareketsiz ve pigmentsiz olanlari, R (rough) tipinde
ureyenlerin bulundugu bildirilmigtir (5, 7, 8).

Kiiltiirel ve Biyokimyasal Ozellikleri

Pseudomonas aeruginosa uygun besiyerinde optimum 30-37 °C'lerde ve hafif alkali
ortamlarda geligir. 41 °C'de Ureyebilme yetenegi P. aeruginosa igin dnemli bir 6zellik
olup arka arkaya 3 pasajda 42 °C'de Ureyebilmesi P. fluorescens 'den ayirt edici bir
Ozelligidir. Aerob olmakla beraber denitrifikasyon Ozelliginde oldugundan anaerob
ureyen turlerine de rastlanabilir. Sivi besiyerinde ylzeyde zar yapmak Uzere yodun
ve homojen bir Ureme gOsterirler ve zarin hemen altinda mavi yesil pigmenti ayirt
edilir. Uzun suUre beklemis kultir ortamlari zamanla alkali duruma geldiginden
bakteriler litik fermentlerle erir ve sivi besiyerini berraklastirir. Peptonlu suda ayni
sekilde urerler.



P. aeruginosa kati besiyerlerinde 3 tip koloni olugtururlar. Tip 1 koloni, 2-3 mm
¢apinda yuvarlak, mat yuzeyli, ortasi kabarik, yassi, beyaz renkli karsidan bakilinca
fluoresans 0Ozelligi olan ve besiyerinin her tarafina yayilmis olan yesil-mavi
pigmentleri géze ¢arpan kolonilerdir. Bu tip koloniler genellikle klinik érneklerden izole
edilir. Cogunlukla dogal kaynaklardan izole edilen tip 2 koloni, daha kiguk, kabarik,
konveks ve duzensiz koliform kolonilerine benzeyen kolonilerdir. Tip 3 koloniler ise
Pseudomonas aeruginosa 'nin bazi suslarinin hicre disi alginat salgilamasi
nedeniyle mukoid gorinumde bakterinin olusturdugu R kolonilelerdir. Kulturlerde
triptofan 2-aminoasetofenon Uretimine baglh olarak karakteristik bir meyve kokusu
vardir ve petri kutusunun kapagi acgildiginda uzum kokusu veya trimetilamin kokusu
seklinde hissedilir (6, 7, 9, 10).

P. aeruginosa 'nin bazi biyokimyasal 6zellikleri soyledir;

= Kanli agarda hemoliz yaparlar. Kanli agarda Ureyen Klinik izolatlar siklikla beta
hemolitiktirler.

= Jelatin ve koagule plazmay: eriterek pargalarlar.

= Glikozu oksidatif yolla pargalayip asit yaparlar (glukonat yapar). Laktoz ve
sakkarozu kullanamazlar.

= Oksidaz pozitif olmalari ile Enterobacteriaceae familyasi Uyelerinden ayrilirlar.
= Asetamini deamine ederek amonyak olustururlar.

= Nigastaya etki etmezler.

= Katalaz ve sitrat reksiyonlari pozitiftir.

= L-arjinin dihidrolaz olustururken, lisin dekarboksilaz ve ornitin dekarboksilaz
olusturmazlar.

= indol ve H.S olusturmazlar.

= Metil kirmizisi ve Voges-Proskauer negatiftir.

= Nitrati nitrite redukte ederler.

= Tetrazolium tuzlarini ve seleniti redukte ederler.
= KCN'ye direnglidirler.

» Pseudomonas aeruginosa P. fluorescens 'den ayri olarak metilen mavisini ve
prontosilin rengini giderir (4, 5, 8, 9, 10).

Codu Pseudomonas suslari kultir ortaminda pigment dretirler. Pigment olusumu
kultar kosullarina baghdir. Mutasyonla bu 6zellik kaybolur ya da ayni anda birgok
pigment olusumu gorulebilir. Bu pigmentler oksijensiz ortamda olusmazlar, oda
sicakliginda daha iyi olugurlar (6, 7).

Fluoresan pigmentler, fluoresans 6zellik tagiyan Pseudomonas 'larin (P. aeruginosa,
P. putida, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. syringae, P. cichori, P. flavescens)
karakteristigidir. Bu pigmentler sideroforlardir ve kultir ortaminda dusuk demir
konsantrasyonlarinda bol miktarda Uretilirler. King B kdltir ortami, fluoresan
pigmentlerin Uretimini uyarmakta kullanilir. Flouressein, kloroformda ¢ozunmeyen
ancak suda ¢ozinen sarimsi renkte bir fluoresan pigmentidir. Bu pigmentin
gorulebilmesi icin bazen UV is1da ihtiyag duyulur. King B besiyerinde klinik izolatlarin
%70Q'i bu pigmenti olusturur. Fluoresan bir pigment olan piyoverdin, referans bir
Pseudomonas susundan (PAO1) izole edilmigtir (6, 10).



Piyosiyanin, mavi bir fenazin tdrevidir. P. aeruginosa igin karakteristiktir.
Asidifikasyonla rengi 6nce sariya sonra da kirmiziya donebilir, alkali ortamlarda ise
renksizlesebilir. Suda ve kloroformda erir. Sivi besiyerlerinden yapilmis bakteri
kllturlerine esit miktarda kloroform eklenir ve calkalanirsa bu pigment besiyerinin
icinde ¢dkmus halde bulunan kloroform igerisinde kristalize olarak koyu mavi renkte
gozlenir. Piyosiyanin uretimi King A besiyeri kullanilarak arttirilabilir. 37 °C'de 5 gln
inkibe edilen P. aeruginosa suslarinin %80'i piyosiyonin olusturur. Oda sicakhiginda
3-4 gun birakilarak agar kultirlerinde pigmentasyonda artig gozlenir (6, 10).

Piyorubin, bazi P. aeruginosa suslari tarafinda Uretilen parlak kirmizi renkte,
kloroformda ¢6zinmeyen ancak suda ¢6ztinen bir fenazin pigmentidir. DusUk oksijen
konsantrasyonunda geri donusimsuz olarak rengini yitirir. Piyorubin klinik izolatlarin
%?2'sinde Uretilir (6, 10).

Piyomelanin, P. aeruginosa tarafindan duretilen kahverengi, siyah renkte sik
gozlenmeyen bir pigmenttir (6).

Besiyerinde Ozellikle piyosiyanin  ve flouressein pigmentlerinin  olusumu
Pseudomonas aeruginosa 'nin tanisi yéonunden oldukga énemli bir 6zelliktir (9).

Pseudomonas aeruginosa suglari bakteriyosinler Uretir ve bunlar ayni tlrin diger
suslarini oldurtcu etkiye sahiptirler. P. aeruginosa bakteriosinleri pyosin adini alir.
Brandy'in (1967) yaptigi siniflandirmaya gore P. aeruginosa 'nin bakteriyosinleri S ve
R tipindedir. S tipi sekilsiz gorunumlu ve proteolitik enzimlere duyarh, R tipi faj
kompenentleri yapisinda ve proteolize duyarl degildir. Bakteriosin tiplendiriimesinde,
duyarl indikator suslara karsi bilinmeyen bir organizmanin ekstraktl ya da bilinen
bakteriosinlere karsi bilinmeyen susun duyarhligi denenir.

Pseudomonas aeruginosa 'larda birgok litik fajlar identifiye edilmistir ve bu fajlarin
morfolojik ¢esitliligi en azindan diger bakteri cinslerindeki kadar onemlidir. Ayni O
grup P. aeruginosa suglari arasinda ayrim yapmak igin faj tiplendirme teknigi
kullanilir. Faj tiplendirmesinde test susu uUzerine bilinen faj suspansiyonlari
damlatilarak inkiibasyondan sonra lizis saptanir.

Pseudomonas aeruginosa 'nin 17 somatik (O) ve 6 flagella (H) antijeni vardir. O
antijeni 1stya dayanikl, flagella ve fimbria antijenleri 1siya dayaniksizdir. Fosfatazlar,
proteazlar ve fosfolipazlar da antijen olarak rol oynarlar (9).

Cesitli Ajanlara Karsi Direnglilik

Pseudomonaslar isiya direngsiz bakterilerdir. 55 °C'de 1 saat ve 60 °C'de 15
dakikada éliirler. Cevre sicakligi kosullarinda sularda aylarca canli kalirlar. Ozellikle
hastane ortaminda cerrahi ve yanik servislerinde organik kalintilarin bulunmasina
bagll olarak uzun sure canh kalabilirler. Steril saf su iginde bile oda sicakliginda
ureyebilirler. Diger patojenlere gore kimyasal dezenfektanlara daha direnglidirler.
Uygun nem kosullari temin edildigi zaman c¢esitli yerlerde Ureyebilirler. Dortll
amonyum bilesiklerinde, hekzoklorofenli sabunlarda, iyotlu sollisyonlar iginde bile
ureyebilirler, hatta dortli amonyum bilesiklerini besin kaynadi olarak kullanabilirler.



Fenoller ve glutaraldehit genellikle Pseudomonas 'lara etkili olan dezenfektanlardir
(2, 6).

Pseudomonas 'lar, O0zelliklerde P. aeruginosa yaygin olarak kullanilan antimikrobiyel
etkenlerin gcoguna direnglidir. Genellikle aminoglikozitlere duyarlidirlar (11).

Pseudomonas suslarin antimikrobiyel ajanlara duyarlihgr Uzerine yapilan bir
calismada, izole edilen P. aeruginosa suslarina karsi Sceptor Pseudomonas/
Resistant MIC/ID Panelinde saptanan antibiyotik duyarliik testi sonucunda
trimeth/sulfa 1/19, aztreonan, ceftriaxone, cefazolin, ampicillin/clavulan, ampicillin,
ampicillin/sulbactam, cefotetan, tetracycline, nitrofurantoin, trimethoprim,
sulfisoxazole'e % 100 oraniyla en direngli mikrobiyal ajanlar olarak saptanmigtir.
Hassasiyet durumlari arastirilan diger mikrobiyel ajanlar ise P. aeruginosa suslarina
karst % 93,50 ile % 9,38 arasinda direngli bulunmustur. Ayrica bu g¢alismada
ciprofloxacin % 81,25, imipenem % 86,20, amikacin % 71,88, ticarcillin/clavutan %
68,85 oraniyla en etkili mikrobiyel ajanlar olarak saptanmistir. Hassasiyet durumlari
arastirilan diger mikrobiyel ajanlar ise P. aeruginosa suglarina karsi % 57,81 ile %
6,15 arasinda etkili bulunmusgtur (12).

P. aeruginosa suslarinin Sceptor Pseudomonas/Resistant MIC/ID Panelinde
saptanan bazi antibiyotiklere karsi duyarlilik durumlari Cizelge 1' de verilmistir.

Yaptigi Hastaliklar

Pseudomonas aeruginosa 'nin proteolitik enzim, letal ekzotoksin ve enterotoksin
Ozellikli hucre digi salgilarinin olmasi ve firsatgi patojen 6zelliginin bulunmasi gesitli
hastaliklarin olusmasina neden olur. Pseudomonas 'lar; idrar yolu, gbz, dis kulak,
orta kulak, yanik ve yara enfeksiyonlari, menenjit, bronsit ve bronkopneumoni,
septisemi, osteomiyelit, psddomembrandz kolit gibi hastaliklardan izole edilebilirler
(2, 4, 8).

P. aeruginosa 'nin yeni dogan cocuklarin 6lumuyle sonuglanan epidemik ishale
neden oldugu bildirilmistir. Hastane g¢evrelerinde 6zellikle immun sistemi zayiflamis
hastalarda ishale neden olarak yasami tehdit edebilir.

P. aeruginosa 'nin 1946 yilinda yapilan bir arastirmaya gore sutle alinmasi sonucu,
akut epidermik gastroenteritidise sebep oldugu bildirilmistir. Diyare, kramp, bulanti ve
kusma semptomlariyla seyreden 409 olaya gorulmustar. Semptomlarinin bebek ve
cocuklarda daha siddetli oldugu ve bebeklerde 9 6lum meydana geldidi bildirilmistir.
P. aeruginosa 'nin 10° dozunda agizdan aliminin gastroenteritidis sebebi olabilecegi
bildirilmigtir (5).

Cig Siitte Pseudomonas Aeruginosa 'nin Varligi ve Onemi

Sitte mikroorganizma kontaminasyonlari sut Uretimi sirasindaki kosullara baglidir.
Sutin sagim yapilan ciftliklerde uzun sure dusuk sicakliklarda bekletiimesi veya
sogutulmasi, isletmelere getirilen tanklarin temizligi ve sicakhgi sutun bakteriyolojik
Ozelliklerini belirler (13).



Cizelge 1. P. aeruginosa suslarinin gesitli antibiyotiklere duyarliliklari (12).

Duyarh Direncli Orta Duyarh

Sayi ANTIBIYOTIK N Sayi % Sayi % Sayi %

1 imipenem 58 50 86,2 8 13,79 - -

2 Ciprofloxacin 64 52 81,25 12 18,75 - -

3 Amikacin 64 46 71,88 6 9,39 12 18,75
4 Ticarcilin/clavulanant 61 42 68,85 16 26,22 3 4,91
5 Topramycin 64 37 60,34 24 37,5 3 4,69
6 Ticarcillin 58 35 57,81 23 39,66 - -

7 Ceftazidime 56 31 55,36 20 35,71 5 8,93
8 Norfloxacin 6 3 50 3 50 - -

9 Gentamycin 64 31 48,43 29 45,31 4 6,25
10 [Cefoperazorne 55 26 47,58 21 38,18 8 14,54
11 | Piperacillin 58 4 6,9 54 93,1 - -
12 [Cefotaxime 65 4 6,15 34 52,3 27 41,53
13 [ Trimeth/sulfa 1/19 65 - - 65 100 - -
14 | Aztreonam 58 - - 58 100 - -
15 [Ceftriaxone 55 - - 55 100 - -
16 [ Cefalotin 36 - - 36 100 - -
17 | Cefuroxime 35 - - 35 100 - -
18 [ Amoxcillin/clavulant 35 - - 35 100 - -
19 | Ampicillin 33 - - 33 100 - -
20 | Ampicillin/sulbactam 31 - - 31 100 - -
21 [Cefotetan 25 - - 25 100 - -
22 |Tetracycline 13 - - 13 100 - -
23 [ Nitrofurantoin 6 - - 6 100 - -
24 | Trimethoprin 6 - - 6 100 - -
25 [ Sulfisoxazole 5 - - 5 100 - -
26 [ Ceftizoxime 3 - - 1 33,33 2 66,66

n: Testte kullanilan sus sayisi

Pseudomonas aeruginosa dogada toprak ve suda yaygin olarak bulunan ayni
zamanda hayvan derisi Uzerinde sikga rastlanan bir bakteri oldugundan sutin sagimi
sirasinda hijyenik kosullara dikkat edilmedigi takdirde site bulasabilmektedir.
Pseudomonas ‘'lar sut ekipmanlart ve hortum baglarinda kolonizasyon
yapabilmektedirler. iyot bazli dezenfektanlarin diisiik seviyelerde kullaniimasi gibi
durumlarda Pseudomonas 'lar yapigkan bir madde olan glyoksal Uretirler. Bu madde
sayesinde organizma, yuzeye daha iyi tutunarak ekipman ylzeylerinde kolonizasyon
olusturabilmekte ve antimikrobiyel ajanlara, fagositlere ve surfektanlara direnglerini
arttirmaktadir. Su ve hortumdan kontamine olmus Pseudomonas 'larin eliminasyonu
bakterinin diren¢ mekanizmasinin guglu olmasindan dolayi oldukg¢a zordur (14, 15).

Sogukta bekletilen sutlerde, Pseudomonas grubu bakterilerin salgiladiklari 1siya son
derece direngli esteraz (proteaz-lipaz) gibi enzimlerin varligi ve bu enzimlerin st
urinlerinde pastorizasyon sonrasi tekrar aktif hale gegmesi Urun bazinda sorunlar
yaratmaktadir.



Ornegin sut, peynir, krema ve tereyadinda trigliseritlerin parcalanmasi sonucu
acllasma meydana gelmektedir. Bu enzimler UHT sutte asitlik gelismeksizin tatli
pihtilagsma denilen enzimatik bir hataya neden olmakta ve proteinleri pargalayarak
kabin dibinde sediment olugturmaktadir (16, 17).

Tuarkiye 'de Uretilen ¢ig sutin 10-11 milyon ton/yil oldugu, bunun %18-20 kadarinin
sanayiden gectigi, UHT st dretiminin ise 500 milyon litre/yil oldugu tahmin
edilmektedir. Proteaz enzimleri UHT 'ye igsleme sirasinda stabilitelerini korumakta,
enzim miktari ve aktivitesine bagli olarak zaman icinde UHT sutte pihtilasmaya
neden olmaktadir. Proteaz enzimleri esas olarak Pseudomonas aeruginosa ve
Bacillus cereus tarafindan olusturulmaktadir. Bu enzimin kantitatif tayini Uzerinde
ciddi galigmalar yapilmakla beraber, bu konu Uzerinde henuz tatmin edici sonuglar
alinamamistir. Pseudomonas aeruginosa sayllmasina bagl olarak sutte olasi proteaz
enzim varhginin tahmini buna gore bu sutlerin UHT sute verilip verilmeyecegine karar
verilmesi ise mikrobiyolojik analizlerin en az 24 saat slrdigu dikkate alindiginda
pratik bir anlam tagsimamaktadir (4, 14, 18, 19).

Tarkiye'nin kirsal yapisi dikkate alindiginda sutun ciftliklerden ziyade koylulerden
alindigini acikga ortaya koymaktadir. Bu asamada proteaz enzimi varligi degil ama,
bu enzimi Ureten bakteri varliginin dogru sekilde belirlenmesi bolgelere gore hangi
sutin UHT'ye verilmesi kararinda énemlidir. Bu belirleme sonunda bdlgeye ydnelik
gerekli egitim ve duzeltici-onleyici faaliyet ile UHT sutlerdeki raf dmra uzatilacaktir.

Pseudomonas Aeruginosa Sayimina Yonelik Yapilan Calismalar ve
Kullanilan Besiyerleri

Pseudomonas aeruginosa c¢esitli gida orneklerinde sayimi i¢cin GSP Agar ve
Cetrimide Agar besiyerleri 6nerilmekle beraber, sanayiden gelen veriler bu
besiyerlerinin  Pseudomonas igin selektivitesinin yeterli olmadigi ydnundedir.
Pseudomonas 'larin ve ¢i§ sutteki refakatgi floranin antibiyotik direnci ve diger
biyokimyasal 0ozellikleri dikkate alinarak, mevcut besiyerleri Uzerinde cesitli
modifikasyonlar yapilarak daha selektif besiyeri elde edebilmek icin gesitli calismalar
yapilmaktadir.

Pseudomonas 'larin gidalarda bozulmalara neden 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 tarafindan Pseudomonas 'larin izolasyon ve sayimina
yonelik arastirmalara agirlik 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
IS1g1 altinda yayilan pigment olusumu ile karakterize edilir. King B ortamina penisillin
G, novobiosin ve siklohegzimid ilavesiyle olugsan yari segici kati ortamlar Sands ve
arkadaslarn tarafindan onerilmistir. Bu antibiyotikler fluoresans veren Pseudomonas
'larin gelisimini engellememektedirler (20).

Pseudomonas F agar ve Pseudomonas P agar, King ve arkadaglari tarafindan
gelistirilen pseudomonaslarin ayriminda pigment olusumunda yararlanilan King A ve
King B besiyerlerinin modifikasyonlaridir.



Pseudomonas F agar igerisinde yer alan peptonlardaki fosfor floresens uretimini
tesvik eder. Dipotasyum fosfat besiyeri icerisindeki fosfor i¢erigini arttirir. Magnezyum
sulfat fluoresens Uretimi icin gerekli olan iyonlari saglar. Pseudomonas P agar
icerinde yer alan jelatin peptonu amino asit ve diger esensiyel azot kaynaklarini
olusturur. Jelatin pepton fosfor acisindan zayiftir. Bu da piyosiyaninin olusumunda
inhibe edici etki gdsterir. Mg*™*, K* ve SO4?iyonlari piyosiyanin Gretimini arttirir.

Mead ve Adams 1977'de, ALCV (Asetamid, laktoz, kristal viole), MGV (malasit green
vankomisin), diamid igeren heart infusion agar ve CETCH (Cetrimid, cephaloridin)
ortamlarinin hangisinin segici oldugunu arastirmiglar ve sonugta ALCV, MGV ve
CETCH ortamlarinin her tgunun de asilanan 12 saf Pseudomonas sp. kultlrinu
tavuklardan geri almada esit dlgude basarili oldugunu saptamiglardir. Heart infusion
agari ise mayalarin geligsimini desteklemesi ve pigment olusturmayan Pseudomonas
sp. kolonilerini inhibe etmesinden dolayl en az basarili olarak degerlendirilmistir.
Mead ve Adams 1977 yilinda heart infusion agara segici ajan olarak cephaloridine,
fucidin ve cetrimide ilavesiyle gelistirdikleri yeni ortamda 25 °C'de 48 saat inkibasyon
sonunda Pseudomonas sp.'ler Petri kutularinda 2-5 mm c¢apinda pigmentli ve
pigmentsiz koloniler olugsturmustur. Bu ortam hem pigmentli hem de pigmentsiz
Pseudomodas sp. kolonilerinin sayimina olanak saglamigtir.

Arastiricilar CFC ortaminin gesitli tipteki gidalardan Pseudomonas sp. sayiminda
kullanilabilecegini isaret etmislerdir (20).

Goto ve Enomoto pseudomonas bazal besiyerine 15 ug/ml nalidiksik asit ilavesiyle
ve ayni zamanda cetrimit miktarinin 200 pg’a cikarilmasiyla Pseudomonas CN
besiyerini gelistirmiglerdir ve besiyerinin performansinin arttigini géstermislerdir. Bu
besiyeri pigment olusumunu desteklerken Klebsiella, Proteus ve Providencia gibi
bakterilerin gelisimini baskilamaktadir (21).

Mead ve Adams cetrimit miktarini 10ug/ml'ye yuUkselterek pigment olusturan ve
olusturmayan tum psikrofil bakterilerin gelistigini gdstermislerdir. Besiyerinin
selektivitesini arttirmak igin ortama 50 ug/ml cephaloridine ve 10 pug/ml fucidin ilave
etmislerdir. Bu kombinasyon (pseudomonas CFC agar) pseudomonaslarin
gidalardan izolasyonunda daha spesifik bir ortam olusturmustur (21).

Stanbridge ve Board CFC besiyerinde Pseudomonas 'lari enterobakterlerden
ayirabilmek icin modifikasyon yapmislar, besiyerine %1 oraninda arjinin ve % 0,002
fenol red ilave etmiglerdir. Pseudomonaslarin arjininden amonyak olugturmasi
sonucu renk pembe olmakta ve bu sekilde koloniler ayrilabilmektedir (21).

Macaristan'da tanklardan toplanan sogutulmus c¢ig sutlerde Pseudomonas turleri
arastinimistir. Bu galismada Z broht, nitrofurantoin broth ve cetrimide besiyerlerindeki
ureme durumlari degerlendirilmistir. Z broth ve nitrofurantoin broth da P. aeruginosa
'nin dredigi, P. putrefaciens, P. putida P. cepacia, P. acidovorans, P. testosteroni, P.
maltophilia ve P. diminuta 'nin Ureme gostermedigi saptanmistir (22).

Ayni arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismada Pseudomonas aeruginosa 'nin
selektif izolasyonunu icin hem sivi (Z-broth) hem de kati (Z-agar) besiyeri
geligtiriimigtir. Calismada Z broht ile nitrofurantoin broth ve Z agar ile cetrimide agar
besiyerlerindeki Ureme durumlari karsilastiriimigtir.



Hazirlanan bu ortamlara engelleyici bir madde ilave etmemigler ve ortama katilan
asetamidin, nitrojen ve karbon kaynaklari sayesinde asetik asit ve amonyaga
metabolize oldugu saptanmistir. Asetamid Pseudomonas ''n diger turlerinden P.
cepacie, P. acidovaranc, P. putida tarafindan metabolize edilebilse de bu tlrlerin
nitrati indirgeme yetenekleri yoktur. Z broth 'un segiciligini test etmek igin
Staphylococcus, Enterobacteriaceae, Bacillus ve Pseudomonas gruplarina ait saf
kaltdrlerin inoklle edildigi bu ortam farkh sayilardaki Pseudomonas aeruginosa ile
inokule edilen iki sut ornegi ile karsilastirilmigtir. Birinci érnek 10° /ml P. aeruginosa,
ikinci 6rnek ise 10° /ml P. aeruginosa icerdigi bildirilmistir. ikinci érnekle yapilan test
sonucuna gore Z agar ve cetrimide agar arasinda onemli bir mikrobiyolojik ayrim
bulunmazken birinci érnekte Z agarin énemli bir ayricalik gosterdigi bulunmustur. Z
broth ve nitrofurantion broth birlikte kiyaslandigimda ise iki ortamin da P. aeruginosa
'nin gelisimine izin verdigi gorulmustir. Diger Pseudomonas turlerinin ise
gelisemedigi gorulmustur (22).

Kristiansen 1983 yilinda ¢ig sutlerde yaptigi calismada Pseudomonas CN (Cetrimid,
nalidiksik asit) ve Pseudomonas CFC (cephaloridin fucidin cetrimid) besiyerini
kullanmigtir. Cig sut orneklerine bu besiyerlerinde 25-30 °C'de 24 saat inkubasyon
uygulanmistir. Pseudomonas CN ve Pseudomonas CFC besiyerinde P. aeruginosa,
P. putida, P. fluorescens, P. cepecia 'nin ureme gosterdigi saptanmistir (23).

Mickova ve arkadaslari tarafinda 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
kullaniimistir (24).

P. aeruginosa klorlamadan zarar gérmektedir. Bu nedenle yizme havuzu sularinda
P. aeruginosa izolasyonunda ABGP (Arginin Brilliant Green Glukoz Pepton) sivi
besiyeri gelistiriimigtir. Bu ortamda arjinin bulunmaktadir ve P. aeruginosa 'nin
etkisiyle ortamin rengi gri yesilden mavi menekseye donugmektedir. Bu yontemde ya
membran filtrasyon teknigi ya da direkt sivi zenginlestirme yontemi kullaniimistir. 37
°C'de 48 saat inkubasyonun ortamin rengindeki degisimi gérmek icin yeterli oldugu
saptanmigtir. Daha uzun slrelerde inklibasyonun vyanlis sonuca goturdigu
gorulmastur (24).

Levin ve Cabelli Pseudomonas aeruginosa igin selektif membran fitrasyon agar olan
M-PA agar tasarlamisglardir. Besiyeri formulasyonuna kanamycin, nalidixic asit,
sulfapyridine ve cycloheximide antibiyotikleri ilave edilerek daha selektif bir besiyeri
elde edilmistir. Bu orijinal formulasyonda yer alan bilegiklerin konsantrasyonlari ya da
bilesimi degistirerek modifiye bir besiyeri olan M-Pseudomonas aeruginosa-B agar
geligtiriimigtir. Daha sonra Brodsky ve Ciebin bu besiyerinden sulfapyridine ve
cycloheximide antibiyotiklerini c¢ikartarak M-Pseudomonas aeruginosa-C agari
gelistirmiglerdir (25).

Bharath ve arkadaslari Pseudomonas aeruginosa 'nin sulardan izolasyonunda ve
sayiminda MacConkey agar kullanmiglardir (26).

Pseudomonas aeruginosa izolasyonunda g¢ogunlukla kullanilan ortamlar gizelge 2' de
verilmigtir (24).
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Cizelge 2. Pseudomonas aeruginosa izolasyonunda kullanilan ortamlar

Ortamin Adi Mekanizmasi Etkili Maddeler | Hassashk/ Ozglnlik

King A Mavi renkii Secici degil, hassaslik var,
piyosiyanin olusumu 6zgunlak var

King B Sari renkli piyoverdin Segici degil, hassaslik var,
olusumu Ozgunluk yok

Pseudomonas Kazein kullanimi, Kazein peptonu, | Dusuk hassaslik

F agar (flo agar)

fosforlar tarafindan
fluorescein Uretimi
artar.

Fosfor, MgSO,,
Gliserol

Pseudomonas
P agar (tech
agar)

Mg** ve gliserol
piyosiyanin pigment
olusumunu
kuvvetlendirir. (UV)

Jelatin peptonu
Mg++,K+,SO4++'
Gliserol

DiasuUk hassaslik

Cetrimide agar

Kuaterner amonyum

Cetiltrimethyl-

deterjanlari diger ammonium

turleri inhibe eder. Bromide
Pseudomonas Cetrimidin Cetrimide Hatali sonuglar olabilir.
CN agar deaminasyonu ile Nalidiksik asit Yalnizca dogrulayici test

NH,4 olusumu olarak kullanilir.
Pseudomonas Cetrimide
CFC agar cephaloridine

fucidin

Asetamid agar | Asetamidin Asetamid

deaminasyonu ile

NH,4 olusumu
Asparajin broth | Blylmeyi Asparajin Yalnizca eleme testi

destekleyici olarak
asparajin kullanimi

MacConkey
agar

Segici degil, hassaslik siipheli,
fluoresansa karsi 6zgln

Malasit green
broth

Boya tarafindan
diger turlerin
inhibisyonu

Malasit green

Duslk 6zgunlik, zayif eleme
testi

m- Lisin deaminasyonu, | Antibiyotikler Fermantatif
Pseudomonas | sitrat ve ksilozun -kanamycin mikroorganizmalardan dolayi
aeruginosa agar | kullanimi -cycloheximide hatali negatifler olabilir.
m-PA-B -nalidixic asit Kuvvetli secici, hassaslik ve
m-PA-C -sulfapyridine Ozgunluk yok
Pseudomonas Irgasan Butln Pseudomonas spp.'lere
izolasyon agar (triclosan) secici, 6zgunlUk ve hassasiyet
var
C-390 agar P. aeruginosa c-390 Duslk hassasiyet gbsteren
olmayanlari antimikrobiyel tipik kolonilerin gosterimine
antimikrobiyeller gerek var
inhibe eder
Skim milk agar | Proteinlerin Antimikrobiyel Dusuk hassaslik ve 6zgunlik
deaminasyonu madde yok. 42
°C'de inklb.
Warburton P. aeruginosa Antimikrobiyel Batlnayle test edilmedi
ortami olmayanlari karisim
antimikrobiyaller
inhibe eder
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