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OZET

TEZ BASLIGI: Marmara Denizi ve Karadeniz’ den Izole Edilen Bakterilerin

Saflastirilmasi ve Tanimlanmasi
YAZAR: Mine GUL-SEKER

Bu doktora tez ¢aligmasi kapsaminda 6rnekleme bolgeleri olarak, sehir ve ev
desarji almayan Istanbul Bogazi’'nin Marmara cikis1 (M) ile Karadeniz’in
ozelliklerini tam olarak temsil eden ve Istanbul Bogazi’nin Karadeniz ¢ikisindan (K)
birer ve Izmit Korfezi’ nde (K) ig, orta ve dis korfezi temsil eden ii¢ farkl1 istasyon
toplamda bes istasyon belirlenmistir. Deniz suyu ornekleri, Marmara Denizi ve
Karadeniz istasyonlarindan birer defa, Izmit Korfezi istasyonlarindan ise mevsimsel

farkliliklar gozetilerek farkli zamanlarda dort defa alinmistir

Marmara Denizi, Karadeniz ve Izmit Kérfezi’ ni temsil eden istasyonlardan
alman deniz suyu &rneklerinden siras1 ile 132 adet (M), 90 adet (K), 82 adet (IK 1),
119 adet (IK 2), 129 adet (iK 3), 146 adet (IK 4) olmak iizere toplam 698 adet izolat
elde edilmistir. Bu izolatlarin kolonilerine ait 6zellikler (koloni goriiniimii, rengi,
kenari, ytliksekligi, yiizeyi vb.), Gram boyama ve katalaz testleri yapilmistir. Toplam
698 adet bakteri izolatinin i¢inden, farkli koloni morfolojisi gosteren 6rneklerden 46
adet izolat se¢ilmistir. Bu izolatlarin saf olarak elde edilme basamaginda izolat sayis1
53 adete ulasmistir. Cizgi ekimlerle saf olarak elde edilen bu izolatlar temel

mikrobiyolojik tanimlama testleri yapilmstir.

Secilmis izolatlar, VITEK 2 Kompakt otomatik tanimlama sistemi ile
Sphingomonas paucimobilis, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter haemolyticus,
Bacillus cereus / Bacillus thuringiensis, Brucella melitensis, Brevundimonas
diminuta / vesicularis, Brevibacillus laterosporus olarak birbirinden farkli 7 saf tiir

seklinde tanimlanmus, 11 izolat tanimlanamamustir.

izolatlarin goklu agir metal direngliligi, minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIC) degerleri belirlenerek tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar ile ¢oklu agir
metal ve antibiyotik direncliligi, izolatlarin ekstraseliiler enzim iiretim yetenekleri

arasindaki iliski incelenmistir. Mevcut c¢aligmanin sonuclari, secilmis izolatlarin



cogunun Cu™, Cd™ ve Cr"’ a 6zel direnglilikleri ile metal direncliligi indikatdrleri
olarak tanmimlanabilecek Acinetobacter ve Bacillus cinslerine ait oldugunu
gostermistir. Agir Metal direngli izolatlarin ¢ogunun ayni zamanda en az 2
antibiyotige dayanikli oldugu ve agir metal-antibiyotik arasindaki ¢ifte direnglilik,
Cd™ ve Cu™ metalleri ve kloramfenikol ve ampisilin antibiyotikleri arasida %100

olarak tespit edilmistir.

Secilmis 53 izolat 16S rDNA dizi analizi yontemi ve BLASTN programi
kullanilarak NCBI veri bankasinda kayith tiirlerin 16S rDNA dizileri ile
karsilagtirillmistir. Bu sonuglara gore se¢ilmis izolatlar i¢cinde Acinetobacter sp. ve
Bacillus sp. oldukga baskin cinsler olarak ortaya ¢ikmistir. BLASTN sonucu Vitek 2
Kompakt otomatik tanimlama sitemi sonuglart ile genus seviyesinde identik, tiir

seviyesinde ise benzer bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Marmara Denizi, [zmit Koérfezi, Izolasyon,

Identifikasyon, Vitek otomatik tanimlama sistemi, 16S rDNA



vi

SUMMARY

TITLE OF THE THESIS: Isolation and Identification of the Bacteria from the

Marmara Sea and Black Sea
AUTHOR:Mine GUL-SEKER

In the frame work of the Ph D thesis, sample collection sites were determined
as Marmara Sea entrance (M) where there was no urban or house discharge, and
Black Sea entrance (B), from Bosphorus which represents the full characteristics of
Black Sea, and internal, middle and external regions of Izmit Bay (IB). Sea of
Marmara and Black Sea samples were collected once while, Izmit Bay samples were

collected four times, at different periods depending on seasonal changes.

A total of 698 culturable marine bacteria isolates have been obtained from
these collection sites: 132 isolates (M), 90 isolates (B), 82 isolates (IB 1), 119
isolates (IB 2), 129 isolates (IB 3), 146 isolates (IB 4).

The isolates of all purified 698 marine bacteria were initially characterized
phenotypically by means of a combination of phenotypic tests including colonial
apperance, cell morphology, Gram and spore staining, oxidase and catalase
production. Following initial characterization, 46 out of 698 original isolates were
preselected for further investigations especially to their ability to produce liquit
deposition. 46 out of 698 marine isolates were purified by streaking plate methods. In
this stage totally 53 isolates were purified. For these isolates conventional
microbiological tests were performed. According to basic microbiological test
results, manual identification stage has been carried out with using Bergey’s Manual

of Systematic Bacteriology reference book.

Selected isolates also identified at the species-level by using VITEK 2
Compact Automatic Identification System. According to the results, the samples
have been determined as Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus / Bacillus
thuringiensis, Acinetobacter haemolyticus, Spingomonas paucimobilis, Brucella
melitensis, Brevundimonas diminuta / vesicularis and Brevibacillus laterosporus.

Other 11 bacteria species were not identified.
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Muliple heavy metal tolerance of the isolates were determined according to
minimal inhibition concentration (MIC) values. Moreover, presence of possible
interaction between multiple heavy metal and antibiotic resistance and extracellular
enzyme production ability of the isolates were also examined result of this study
revealed that majority of the Cu™, Cd™ Cr” resistant selected isolates were
belonging to Acinetobacter sp. and Bacillus sp. genera which could be identified as
indicators of heavy metal tolerance. In addition, majority of the metal resistant
isolates were found to be resistant to at least 2 antibiotics and double resistance
between heavy metal (Cd™ and Cu+2) and antibiotic (chloramphenicol and

ampicillin) resistance was determined as 100%.

Molecular characterization of the selected 53 isolates was also carried out by
using 16S rDNA analysis and the obtained sequences compared with the sequence of
the species sequence of the exist in the database of NCBI by using BLASTN
program. According to the results Acinetobacter sp. and Bacillus sp. were appeared
to be highly dominant genera among the selected isolates. In the genus level
BLASTN results were found to be identical with the Vitek 2 Compact Automatic

Identification System results while they were similar in the species level.

Key Words: Sea of Marmara, Izmit Bay, isolation, identification, VITEK Automatic
Identification System, 16S rDNA
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1.GIRIS

Okyanus ve deniz sular1 yeryliziiniin yarisindan fazlasini kaplamakta, diinya
iklimi iizerindeki etkilerinin yan1 sira ¢ok zengin bir hayvan, bitki ve
mikroorganizma toplulugunu barindirmaktadir. Deniz sulari, tuz oranlar1 derinlik ve
cografyaya gore degismekle birlikte, litrede yaklasik 35 g tuz igerir. Yiiksek tuzluluk
genelde buharlagsma ve su degisiminin bol oldugu kiyilarda ve sularin si1g
kesimlerinde goriiliir (Rodrigez-Valera, 1988). Bu doktora tezi kapsaminda ¢alisma
alan1 olarak secilen Marmara Denizi ise, Tiirkiye’nin kuzey dogusunda 40° 41°- 40°
47" kuzey enlemleri ve 29° 21°-29° 57" dogu boylamlar1 arasinda yer alir. Sularinin
ozelligi bakimindan, Akdeniz ile Karadeniz arasinda bir gec¢is Ozelligi gosterir.
Karadeniz’den gelen iist akint1 nedeniyle ylizeyde % 0,23 tuz oranina, Akdeniz’den
gelen alt akintinin etkisiyle derinlerde, 6zellikle Canakkale Bogaz1 yakinlarinda %
036 civarinda tuz oranina sahiptir (www.geotics.com). Besiktepe ve arkadaslari
1997 yilinda, Marmara Denizi’'nin hidrografisi ve dolasimi {izerine yaptiklari
arastirmalarinda, uzun dénemli 6l¢limlere dayanan tuzluluk ortalamalarinin, farkl
akimlar ve su hareketliliginden dolay1 mevsimsel olarak degistigini belirtmektedirler.
Bu c¢alismanin sonuclarina gore kis aylarinda Marmara Denizi i¢in bildirilen tuz
degerleri % 0,20-0,24 arasinda degismektedir. Ancak yaz aylarinda Ege Denizi'nden
gelen sularin bir boliimii doguya dogru farkli bir yol izleyerek, havzanin giliney
kisminm1 etkilediginden, Marmara Denizi’'nin giiney kesimlerinde yaz aylarinda
tuzluluk oranlarmin arttigi bildirilmistir (Besiktepe ve ark., 2000). Bu degisken

tuzlulugun deniz mikroflorasi tizerine etkili oldugu diistiniilmektedir.

1.1. Deniz Mikrobiyolojisinin Gelisimi

Biyolojinin diger alt bilimlerine goére gen¢ bir bilim dali olan Deniz
Mikrobiyolojisi, 19.Yilizyilin sonlarinda gelismeye baglamistir. 1855-1890 yillar
arasinda “Challenger Seyahatleri” gibi okyanus kesifleri, agik denizlerdeki
mikrobiyolojik ¢alismalar igin kaynak saglamustir. ilk calismalar, deniz sularinda
yasayan patojen mikroorganizmalar, 151k yayan (liiminesans) bakteriler ve azot
dongiisii lizerinde gerceklestirilmistir. Daha sonraki c¢aligsmalar ise, bioliiminesans

yapan bakterilerin beslenmeleri, ¢esitli deniz canlilari ile olan simbiyotik iligkileri ve



151k liretme mekanizmalari iizerine yogunlasarak, bu canlilarin fizyolojileri iizerine
pek cok yayin yapilmasina neden olmustur
(http://www.19thcenturyscience.org/HMSC/HMSC-INDEX/index-linked.htm).

1950’1i yillarda Galathea Seyahati, deniz ve psikrofilik bakteriler yoniinden ilk kritik
kesifler arasinda yerini almustir. Hidrostatik basing lizerine yapilan calismalar,
denizlerin mikrobiyolojik yonden kesfine onciiliik etmistir. Zorunlu psikrofiliklerin
kesfi, oligotrofik kosullar altinda mikrobiyal aktivitelerin aciklanmasina olanak
saglayan, “bolluk ya da kithk” ve “aghik ya da hayatta kalma” gibi ¢ok Onemli

kavramlarin gelisimine onciiliik etmistir (Bruun ve ark., 1956).

1960 sonlarinda arastirmacilar, deniz mikroorganizmalarini tanimlayici
calismalar ve bu canlilarin dagilimi lizerine odaklanmis olup, glinlimiizde deniz
mikrobiyojisi, global deniz bilimlerinin ayrilmaz bir parcasini olusturmaktadir. 1975
-1986 doneminde biyofilm, deniz beslenme zincirinde bakterilerin rolii, denizlerin
mikroorganizma ekolojisi, psikrofilik bakteriler, kitlik aninda hayatta kalma kavramu,
mikroorganizmalardan olugan biyokiitlesi (biomas) ve deniz verimliligi gibi konular
tizerine kapsamli makaleler yazilmistir. Bu donemde ana gelismeler; hali¢ ve tuzlu
bataklik ekosistemlerinin arastirilmasi, 6zellikle metanogenezis gibi siilfat, nitrat ve
demir indirgeme siireclerinin incelenmesi yoluyla, organik maddelerin anaerobik
mineralizasyonu konusunda ger¢eklesmistir. Deniz bakterilerini tanimlamada, rtDNA
dizi analizi gibi tekniklerin kullanimi, deniz bakterilerinin 6zellikle de Vibrionaceae
grubundaki bakterilerin siniflandirilmasi tizerine 6nemli katkilar saglamistir (Meyers,

2000).

1975 yilinda John McNeill Sieburth, elektron mikroskobu yardimi ile
gozlemledigi deniz bakterilerinin resimlerini Micobial Seascapes adli kitabinda
yaymmlamistir. Bu detayli mikrograflar deniz mikroorganizmalarinda dogal

morfolojik yapiy1 ve bilinmeyen pek ¢ok 6zelligi ortaya ¢ikarmistir (DeLong, 2001).

Gilinlimiizde aragtirmalar, deniz bakterilerinin jeokimyasal rolleri gozetilerek,
mikrobiyolojik dagilimdan, populasyon yogunluguna degin varan bir cesitlilik
kazanmig, mineral dongili, enerji akisi ve bakteriyel biyokiitleyi de kapsayacak
sekilde yon degistirmistir. Son yillarda deniz mikrobiyolojisi ile ilgili temel konular;

denizlerde yasayan patojen mikroorganizmalarin, hayatta kalma mekanizmalari,



deniz ekosisteminde yasayan bu sistemin dogal pargasi olan bakterilerinin varliginin
irdelenmesi, deniz bakterilerinin izolasyonu, dagilimi ve bulunma sikliklari, ana
mikrobiyolojik smiflarin belirlenmesi, temel dongii siiregleri, numaralandirma
yontemi ve metodolojisi, bakterilerin ayristirict rolleri, mikrobiyal dongii, gesitli
siireclerde deniz bakterilerinin aktiviteleri ve rolleri, derin deniz mikrobiyolojisinde
kesifler ve termal yariklarda yasam ile tiim ekosistem ¢aligmalari, olarak
siralanmakta, molekiiler temelli yontemlerin kullanimi yapilan c¢aligmalara 6nemli

katkilar saglamaktadir (Meyers, 2000).

Chandramohan 1995’de yayimladigi makalesinde, Hint Denizi’nde 1976-1985
yillar1 arasinda yapilan arastirmalarda, deniz canlilar1 lizerinde hastalik olusturan
Salmonella irimu, S .panama, S. lexington ve Vibrio parahaemolyticus tiirlerinin
izole edildigini bildirmektedir. Sonraki yillarda aymi denizde yapilan diger
arastirmalarda  Desulfovibrio desulfuricans, D. salexigens, D. sapovorons,
Desulfotomaculum orientis, D. acetoxidans, Desulfosarcina variabilis, ve
Desulfococcu smultivarons gibi siilfat indirgeyen bakteri tiirlerinin, Vibrio harvei, V.
fischeri ve Photobacterium leiognathi, P. phosphoreum gibi 151k yayan bakteri
tirlerinin ve ayrica deniz kaynakli Streptomyces tiirlerinin izolasyon ve

tanimlamalarinin yapildigini rapor etmistir (Chandramohan, 1995).

Hutchesson ve arkadaglart 1999° da, Meksika korfezinde yaptiklari
arastirmalarinda, Gram negatif deniz bakterilerini, tuzluluk oranlart % 3,4 ile % 3.9
arasinda degisen bir bolgeden izole ettiklerini ve yogunlukla Vibrio aligonilictus ve

V. metschenikovii tiirlerini tanimladiklarini bildirmislerdir (Hutchesson ve ark.,1999).

Pujalte ve arkadaslar1 1999°da Akdeniz’ de aerobik ve fakiiltatif anaerobik
heterotrofik bakteriler lizerine yapilan arastirmalarda, Vibrio splendidus, V. harveyi,
V. pelagus, V. mediterranei ve V. vulnificus tirlerinin yani sira Pseudoalteromonas

luteoviolacea ve Protobacteria tiirlerinin izolasyon ve tamimlamalar1 yapilmistir

(Pujalte ve ark., 1999).



1.2.Yeni Biyoaktif Metabolit ve Enzim Kaynaklar1 Olarak

Deniz Mikroorganizmalari

Denizden elde edilen dogal iirlinler son 50 yildir tiim diinyada kimyacilar ve
biyologlarin ilgisini ¢ekmektedir. Deniz mikroorganizmalarindan elde edilmis deniz
kaynakli 16000 {iriin literatiirlerde yer almigtir. Bunlara ek olarak bu iirtinleri konu
alan biyolojik aktivite caligmalar1 ve sentez mekanizmalar tizerine de yaklasik 9000

yayimin varligindan s6z edilmektedir (Bhakuni ve Rawat, 2005).

Denizlerden izole edilen mikroorganizmalarin {irettigi biyoaktif metabolitler
icinde en yaygin bilinenleri toksinler, antibiyotikler ve ¢esitli ila¢ ajanlar1 oldugu
ifade edilmektedir. Bu maddelerin izolatlardan saf olarak elde edilme basamaklarini
takiben {retildikleri sivi besiyerlerinden ayristirilmalart ve dogru yontemlerle
(6zlitleme, kismi saflastirma gibi) tanimlanmalarinin gerektigi bildirilmektedir.
Bunun sonucunda tanimlanan metabolitin in vivo da zararsiz oldugunun test edilmesi
bir zorunluluktur. Ayrica bulunan aktif metabolitin tayin edilmesi uzun bir siireci

kapsamakta ve giiclii maddi destek gerektirmektedir (Lanchini ve Lorenzetti, 1993).

Biyolojik olarak aktif enzimler yasayan herhangi bir mikroorganizmadan
Oziitlenebilir. Enzimlerin yiizlercesi belki daha fazlasi, endiistriyel olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin yarisindan ¢ogu mikrofungus ve mayalardan, iicte
birinden fazlasi bakterilerden kalan kisim ise hayvan (%8) ve bitki (%4)
kaynaklarindan elde edilmektedir. Enzimlerin ¢ok biiyiik bir kismimnin kimyasal
analizlerde ve klinik olarak tami amag¢li kullanim alanlari vardir. Giinlimiizde
mikrobiyal olmayan (hayvansal ve bitkisel) kaynaklar ihtiyacin bir kismini
saglamakla beraber, enzim kaynagi olarak bakteriler, bitki ve hayvanlara tercih
edilirler. Cilinkii mikrobiyal kaynakli enzimlerin genel olarak elde edilmeleri daha
ucuzdur. Urettikleri enzim miktarlari tahmin ve kontrol edilebilmekte, kararli yapilari
kolaylikla diizenlenebilmektedir. Ustelik bitki ve hayvan dokular1 bakterilere gore
potansiyel olarak daha zararli materyalleri igermektedir. Bunlarin arasinda, bitkilerin
icerdigi fenolik bilesenler ve hayvanlarin igerdigi endojen enzim inhibitdrleri,
proteazlar gibi bilesenler sayilabilir

(http://www.lsbu.ac.uk/biology/enztech/sources.html).



Deniz mikroorganizmalart ¢ok genis bir enzimatik aktiviteye ve yeni
enzimlerle ¢esitli biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize etme yetenegine sahip oldugu
bildirilmektedir (Chandesekaran, 1997). Bunlarin arasinda, aerobik bakterilerin
amilazlar, deoksiriboniikleazlar, lipazlar, proteazlar gibi enzimleri {iretebilme vb
Ozellikleri literatiirde bildirilmistir (Rheinheimer, 1992). Bu enzimler {izerine yapilan
yayinlara ragmen, bunlarin potansiyel endiistriyel uygulamalarina dair bilgilere ¢cok
az rastlanir. Deniz bakterileri arasinda bazi tiirlerin, aljinat liyazlari, kitinazlar,
glukonazlari, sicakliga dayanikli baz1 enzimleri, glutaminazlar ve DNA polimerazlar
bol miktarda iirettigi bilinmektedir (Rheinheimer, 1992, Austin 1992; Renu ve
Chandasekaran 1992 a,b). Tiim bunlara ek olarak, yeni restriksiyon enzimleri, yiizey
aktif maddelerin organik olarak sentezinde, steroit ila¢ ve bilesenlerin yapisini
degitirecek, besinlerdeki toksik maddelerin  detoksifikasyonunda, sentetik
bilesenlerin ve kirleticilerin yikilmasinda kullanilabilecek, biyotransformasyon
enzimlerini iiretme kabiliyetindeki tiirleri de i¢erdigi bildirilmektedir. Tuz toleransina
sahip enzimler, deri islemesinde kullanilan asidofilik ve 6zellikle atik su aritiminda
kullanilan olduk¢a alkalin enzimlerin deniz bakterilerinde varligida literatiirde
bildirilmistir (Chandrasekaran, 1997). Ayrica deniz bakterilerinin {irettigi enzimleri
tercih edilir hale getiren bazi Ozellikleri (tuza dayaniklik, yiiksek sicakliklarda
kararlilik  vbg) oldugu ve bu Ozellikleri ile PCR (Polymerase Chain
Reaction=Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli molekiiler biyolojik yontemlerde
kullanilabilecek yeni enzimler i¢in (polimerazlar, ligazlar vbg) 6nemli birer kaynak
olduklar1 bildirilmektedir (http://www.marine-genomics-

europe.org/index2.php?rub=a&pid=23& aid=342).

1.3. Kazanilmis Agir Metal ve Antibiyotik Direncliligi ile
flgili Calismalar

Tez ¢aligmas1 kapsaminda oOrnekleme bolgesini konu edinen yaylar
incelendiginde, son yillarda yapilan yayinlarda Marmara Denizi ve civarinda
endiistiirilesme ve yerlesim bdlgelerinin artist ile 6zellikle metal kontaminasyonunun
bu bolgelerde arttigina isaret etmektedir (Topguoglu ve ark., 2002; Pekey ve ark.
2004; Pekey, 2006 a,b). Bununla beraber tez kapsaminda 6rnek alim noktalarinin

bulundugu izmit Kérfezi ise, diger 6rnek alim noktalarin1 da kapsayan Istanbul



Bogazi’ na yakin bir bolgede konumlanmis giderek kalabaliklasan insan
populasyonundan [yaklasik 2 milyon kisi ikamet etmektedir. (Yasar ve ark., 2001)]
ve endiistiirilesmeden [yaklasik 300 biiyiik sanayi kurulusu bulunmaktadir. (Pekey ve
ark., 2004)] oldukga etkilenen yar1 kapali bir korfezdir. Ek olarak 6zellikle agir gemi
tagimaciligl (Okay ve ark., 2001), {ilke ihtiyacinin yaklasik %30’ unu karsilayan bir
petrol rafinerisi korfezin kuzeybati bolgesinde konumlanmistir (Pekey ve ark., 2004).
Diger 6rnekleme noktalarini kapsayan Marmara Denizi ve Karadeniz ise 6zellikle
metal agirlikli veya diger kirleticilerin nehirler vasitasiyla tagidigi kirleticiler ile
endistliriyel olmayan tarimsal, hastane ve sehir atiklarinin dogrudan salinimi yolu
ile, ayn1 zamanda deniz tasimacilig1 ile [Bogazdan yaklasik yilda 6000 gemi gecis
yapmaktadir. (Giiven ve ark., 2004)] ve yabanci gemiler tarafindan sorumsuzca
birakilan variller i¢inde safra atiklar1 (Topguoglu ve ark., 1990) veya biiylik
tankerlerin karistig1 6nemli deniz kazalar1 nedeniyle salinan petrol ile kirletilmektedir

(Tagdemir, 2002; Topguoglu ve ark., 2002).

Son yillarda veteriner, tip, tarim ve akuakiiltiir (balik ¢iftligi tiretimi vbg.)
alaninda giderek artan seviyede antibiyotik kullanimina ragmen, bunlarin
kullanimindan sonra ne kadarinin dogaya dondiigiine dair ¢ok az sey bilinmektedir
(Halling-Serensen ve ark., 1998; Backhaus ve Grimme, 1999, Hirsch ve ark., 1999).
Artan antibiyotik kullanimi, bakteriler iizerinde etkin bir se¢ilimin gostergesidir
(Schwartz ve ark., 2003). Bakterilerin ¢ogu kendilerine kars1 kullanilan
antibiyotikleri etkisiz kilacak ¢esitli ve ¢ok etkili direng mekanizmalar1 gelistirmistir
(Mudryk, 2005). Bu mekanizmalara 6rnek olarak; hiicre igine antibiyotigin geg¢isinin
indirgenmesi ya da antibiyotigin hiicre digina veya i¢ine tasinmasindaki degisiklikler,
hedef molekiillerin hiicresel degisiklikleri, etkisiz antibiyotik veya modifiye olmus
enzim iiretimi sayilabilir (Hermansson ve ark., 1987). iste bu nedenle deniz
bakterilerinin de bu degisimlerden etkilenmesi ve bu kadar yogun antibiyotik
kullanimina bagli olarak direng gelistirmis tiirlere sahip olmast miimkiin
goriinmektedir. Bu nedenle mevcut izolatlarin antibiyotik duyarlilik testlerinin

yapilmasi gerekli gortildii.

Litetiirde adi gegen kontaminasyon etkenlerinin, bu alanda yasayan deniz
bakterilerinde baz1 adaptasyonlara neden oldugu ve bu adaptasyonun bir sonucu

olarak da oOzellikle agir metal direngliligine neden olabilecegi diisiiniilmektedir.



Deniz bakterilerinde agir metallere karsi adaptasyon ve insanlarda hastaliga neden
olan etkenlerde (patojenler) antibiyotik direngliliginin ortaya ¢ikisinin kiiresel bir
olguya sebep oldugu bildirilmistir (Akinbowale ve ark., 2007). Bu durum antibiyotik
direncliligi ile de iligkili olabilen agir metal direnglilik genlerini {lizerinde tasiyan

plazmitlerin yayilmasi ile iligkilendirilmektedir (Bezverbnaya ve ark., 2005).

Bugiine kadar kirlilik seviyesini tespit etmek amaciyla gergeklestirilen
calismalarin ¢gogunda, indikator olarak baliklar, omurgasizlar, algler, ¢esitli beslenme
seviyelerinden veya sedimentten (Demirel ve Kulege, 2004; Karbassi ve ark., 2008;
Zheng ve ark., 2008) gelen tiirlerin kombinasyonlarindan faydalanilmistir (Chandy,
1999; Fidan ve ark., 2008; Firat ve ark., 2008). Bu bolgedeki 6zellikle kimyasal
kirliligi ortaya ¢ikarmak igin, izmit Korfezi, Marmara Denizi ve Karadeniz’ den
alinan deniz suyu orneklerinde de bu calismalarin yapildig1 goériilmektedir (Tolun ve
ark., 2001; Topcuoglu ve ark., 2002; Pekey ve ark., 2004; Pekey 2006a,b). Bununla
beraber 0zglin habitat sartlarina adapte olma yetenekleri nedeniyle,
mikroorganizmalarin toksisitenin hizli bir sekilde taranmasinin i¢in en iyi
indikatdrlerden biri oldugu agiktir (Dutka ve Bitton, 1986; Liu ve ark., 1989; Stauber
ve Florence, 1989; Nair ve ark., 1992). Bundan dolay1 kisa siirede toksisite tayini
deneylerinde bakteri, maya, mantar, tek hiicreliler ve alglerin kullanimi giderek
gelismektedir. Fakat, ilging bir sekilde bu tezin arastirma konusunu olusturan 6rnek
alma sahasinda denizden yapilan izolasyonlarin konu edildigi calismalara sinirl

sayida rastlanmaktadir (Aslan-Y1lmaz ve ark., 2004).
1.4. 16S rDNA Dizilendirme Yontemi ile ilgili Calismalar

Molekiiler biyolojik yontemler ile siniflandirma genlere ve onlarin {iriinlerine
dayandirildig: i¢in tiirler arasinda dogru baglantilar1 kurmay1 saglamaktadir.(Klein,
1996). Bakterilerin smiflandirilmasinds  giintimiizde yedi farkli yaklasgim

getirilebilmektedir. Bunlar;

1- DNA homolojisi ve DNA’ nin % G+C igerigi

2- 23S, 16S ve 5S rRNA dizi benzerligi,

3- Oligonukleotitlerin kataloglanmasi,

4-Morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerin ana noktasini olusturan toplam ¢oziinebilir

proteinlerin sayisal siniflveirimina yonelik analizler,



5- Hiicre duvar analizleri,
6- Serolojik profiller,

7- Hiicresel yag asitlerinin profilleridir.

Geleneksel smiflandirma yontemleri ile 6zellikle 1980°li yillardan sonra
gelistirilen Molekiiler Biyoloji temelli tekniklerin beraber kullanilmasi, bakteriyel
simiflandirmanin - hizlh  bir gsekilde gelisimine ve yeni siniflarin, mevcut

mikroorganizma gruplarina eklenmesine yol agmistir (Akgelik, 2000).
1.4.1. Ribozomal RNA (rRNA)

Canlilar diinyasin1 prokaryotlar ve Okaryotlar diye ikiye ayirmak nesillerin
ortak ¢izgisinden gelen cesitli ilkel dallanmalarin gizli kalmasi gibi bir problemi
beraberinde getirir. Ciinkii canlilar1 prokaryot ve dkaryot gibi iki ana gruba ayirmak
temel bir filogenetik ayirim degildir. Kuskusuz ki farkliliklar1 dokiimante edebilecek
sinirsiz molekiiler detay bulunmaktadir. Ancak giiniimiize kadar canlilarin bu iki
temel tipte smiflandirma bi¢imi ile sinirlandirilmast ciddi bir yanilgidir. Agik bir
sekilde bilinmektedir ki dkaryotlar prokaryotlara gore cok daha karmagsik ve farkli

yollarla diizenlenirler (Woese ve Fox, 1977).

Canlilar arasindaki filogenetik akrabaliklar karsilastirilamayacak ozellikler
tizerinden kurulamaz (Sneath ve Sokal, 1973). Bunun igin karsilastirilabilir
yapilardaki farkliliklarin, Slgiilebilir bir temele oturmasi gerekir. Bu baglamda bir
organizmanin genomu onun evrimsel tarihini kaydeden giiclii bir veri olarak elimizde
bulunmaktadir (Zuckerkendl ve Pauling, 1965). Iste bu yiizden molekiiler dizilerin
karsilagtirmali analizi, canlilar arasindaki filogenetik akrabaliklari tayin etmek i¢in

giiclii bir yaklasim oldugu literatiirde ifade edilmistir (Fitch ve Margoliash, 1967).

Son elli yillik dilimde genis canli sistemlerinin tiim halkalarini 6rten akrabalik
derecelerini bulmak i¢in, bazi1 boliimleri sabit olan ancak tiirler arasindaki
farkliliklar1 ortaya koyabilecek degisken bolgeleri igeren 6zel bir molekiile ihtiyag
duyulmustur. Hazir bir sekilde tanimli proteinlerin higbiri bu ihtiyaca uygun
olmadig1 da ifade edilmektedir. Tiim bunlar goz 6niinde bulunduruldugunda rRNA
bu ihtiyaca cevap verebilecek anahtar bir molekiil olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
rRNA dizi tanimlamalarina bagl filogenetik analizler var olan canli sistemlerin 3 ana

koldan farklilastigin1 ortaya koymustur. Bunlar sirasi ile Obakteriler (Eubacteria-tiim



bakterileri icerir), Arkealar (Archea-metanojenik bakterileri icerir) ve Okaryotlar

(Eucaryotes-sitoplazmik bilesenleri olan bir ya da ¢ok hiicreliler) dir (Woese ve Fox,

1977).

Siiflandirmada bakteri kaynakli RNA’dan bilgi elde etmek i¢in, ya RNA
niikleotit dizilerinin ya da dizi homolojilerinin belirlenmesi  yontemleri
kullanilmaktadir. Prokaryotik canlilar 70S ribozomlara sahiptirler ve bu ribozomlar
30S ve 508’ lik alt birimlerden olusur. 50S biiyiik altbirimi bugiin bilinen 34 farkl
proteinden (L proteinleri= Large proteins) ve bunlara ek olarak 5S ve 23S rRNA’ dan
olugmustur. 30S kii¢iik alt birimi ise 21 farkli ribozomal protein (S Proteinleri=Small
proteins) ve 16S rRNA’ dan meydana gelmistir. 16S rRNA, yaklasik 1500
ribonukleotitten olusur. Bu tek zincirli TRNA molekiilii, ¢ift zincirli uzun ara
zincirleri ile karmasik bir yapiya sahiptir. 16S rRNA, mRNA’ nin, protein sentezi
siirecinde islevseldir. Uzerinde mRNA’ daki Shine-Dalgarno dizisinin karsilig1 olan
anti - Shine Dalgarno dizisini bulundurur. Bu dizi mRNA’ nin ribozom {izerinde
konumlanmasina izin verir. rRNA’lar islevsel olarak korunmus, evrensel dagilim
gosteren ve genis filogenetik farkliliklara karsin dizileri iyi korunmus ¢ok eski
molekiillerdir. Bu 6zelliklerinden dolay1 rRNA’lar, prokaryotlar arasindaki evrimsel
iliskiyi ortaya koymak konusunda essiz molekiillerdir ve bakteri evriminin
miikemmel bir kronometresi olarak kabul edilmektedirler. Ayrica rRNA genleri, dizi
siralamas1 ve tanimlanmalar1 konusunda kolaylikla ulasilabilen genis bir veritabanina
(Ribosomal Database Project) sahiptir

(http://wwjw.micromemanalytical.com/molbiol/comp3.htm).

“Revers Transkriptaz” enzimi sayesinde 16S rRNA dizilerinden rDNA
dizilerinin elde edilmesi ve bu dizilerin homolojisi sonucu bakteriler arasindaki
filogenetik iligkinin saptanmast miimkiin olabilmektedir. Cogu biiylik filogenetik
grubun 16S rRNA’lar1 oligoniikleotit imzasit (oligonucleotid signature) olarak
isimlendirilen bir ya da daha fazla tanimlayicit niikleotit dizisine sahiptirler.
Oligoniikleotit imza dizileri, 6zel bir filogenetik grubun ¢ogu ya da tiim iiyelerinde
bulunan 6zgiin dizilerdir. Bu diziler arasindaki benzerlik daima filogenetik iligkilere
isaret eder. Bununla beraber, iki organizma arasindaki goreceli evrimsel baga isaret

eden aslinda onlarin dizileri arasindaki benzerligin derecesidir. rDNA ¢alismalarinin
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yaninda rDNA kataloglar1 hazirlanmis ve zengin 16S rDNA Kkiitiiphaneleri
olusturulmustur. (http://prion.bchs.uh.edu).

Klein tarafindan Mikrobiyoloji (1996) kitabinda; 6-20 nukleotitlik
oligonukleotit dizileri ile, farkli bakterilerden gelen rRNA parcalarinin iligkili
dizilerinin karsilastirilmasi ile benzerlik katsayilarinin (S,;, degeri) bilgisayarda
hesaplanabildigi bildirilmektedir. Eger iki organizmanin 16S rRNA’ larindan gelen
tim T, ribonukleaz kesim iiriinleri, dizi diizeyinde 6zdes ise, S,» degeri 1.0° dir. S,
degeri evrimsel siirecin bir dl¢iisiinii de verir. Uzun siire once diger bakterilerden
farklilagarak ayrilmig bir grup bakteri, ¢ok genis bir S,; degeri gosterecektir. Ciinkii
son zamanlarda ayrilan diger bakteri grubuna farklilasmak icin ¢ok daha fazla
zamana sahip olmustur. S, degerlerini hesaplayan bilgisayar programi bu
benzerlikler ve farkliliklar1 bir dallanma grafigi (dendogram) ile 6zetler. Ancak bu
uygulama RNA parcalarindan ziyade, dizilendirilmesi tamamlanmis rRNA

molekiilleri i¢in miimkiindiir (Klein, 1996).

Morris ve arkadaslari, 2000°de, Gram pozitif deniz bakterileri {izerine
yaptiklar1 arastirmalarinda, bu bakterilerden izole ettikleri, genomik DNA’y1 kalip
olarak kullanmislar ve 16S rDNA bolgesini PCR ile ¢ogaltmislardir. PCR {irtinlerini,
Lac Z geni i¢ine klonladiklar1 plazmitler, konak Eschericia coli’ye aktarilmis ve
plazmiti i¢ine alan transformanlar1 se¢mek tizere, X-gal/ampisilin iceren LB besiyeri
kullanilmigtir. Beyaz koloniler olusturan klonlar secilmis ve bu klonlardan izole
edilen plazmit DNA’larinin  dizi analizleri yapilmistir. Elde edilen diziler
GenBank’in BLAST arama programinda analiz edilmistir. Dizilerin karsilastirildig
calisma sonucunda, izole edilen bakteriler, Bacillus sp, Bacillus thermoaerophilus, y

Protobacterium sp. olarak tanimlanmistir (Morris ve ark., 2000).

Pukall ve arkadaglari, 1999’da, Akdeniz’den topladiklart Alteromonas
macleodii tiriiniin 16S rDNA’s1 {izerine yaptiklar1 calismalarinda genomik DNA nin
izolasyonunun ardindan 16S rDNA’y1 27f ve 1527r evrensel primerlerini kullanarak
PCR ile ¢ogaltmis ve PCR iirlinlerini, Prep-A-Gene kiti kullanarak saflastirmislardir.
PCR friinleri, “pGEM T (Easy) Vector System II” (Promega) kullanilarak
klonlanmistir. Bu klonlardan elde edilen plazmitler iizerine yerlestirilen DNA
pargalari, M13(-21) ve M13r primerlerinin kullanimiyla yeniden ¢ogaltilmistir. Elde

edilen klonlar iizerinden 16 S rDNA genini 530r veya 357r evrensel primerleri
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kullanilarak kismi olarak c¢ogaltilmistir. Transformanlardan DNA izolasyonu
yapilmis ve kismi ya da tam 16S rDNA dizi analizleri, “7Taq Dye Deoxy Terminator
Sequencing Kit” (Applied Biosystems) kullanilarak otomatik DNA dizilendirme
cihazi ile gergeklestirilmistir (Pukall ve ark., 1999).

Mergaert ve arkadaslari, 2001°de, kutup bolgelerindeki denizlerden
topladiklar1 fakiiltatif oligotrofik bakterilerin 16S rDNA dizileri ile tanimlanmalari
konulu arastirmalarinda, 23 soydan genomik DNA izolasyonunun ardindan, 16S
rDNA genlerini termal dongii cihazi ile cogaltmislardir. Bu ¢aligmada bazi evrensel
primer dizileri kullanilmistir. Termal dongii cihazi tarafindan ¢ogaltilan PCR iirtinleri
“QIAquick PCR Purification” kiti (Qiagen) ile saflastirilmistir. Dizi analizleri,
“Biosystem 377 DNA sequencer” ile ger¢eklestirilmis ve “BigDyeTerminator Cycle
Sequencing Ready Reaction” kiti kullanilmistir. Diziler arasindaki benzerlikler
“Auto Assembler 1.4.0” programi kullanilarak bulunmustur. En yakin iligkili diziler
FASTA programi kullanilarak belirlenmistir. Filogenetik analizler ise GeneCompar

2.1 bilgisayar paket programi ile yapilmistir (Mergaert ve ark., 2001).

Dennis ve Sidie 2001°de, denizden izole ettikleri Gram pozitif bakterilerin
genomik DNA’larini “Qiagen Genomic Tipa” sistemini kullanarak oziitlemigler ve
16S ribozomal DNA’nin 600 baz ¢iftlik son derece ¢esitlilik gdsteren bir bolgesi icin
secici primerler kullanmiglardir. Olusturduklart DNA pargalarinin  dizilerini
belirlemisler ve bilinen Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin ilgili dizileri ile
goreceli genetik iligkiyi bulmak i¢in dizi homolojilerini BLAST programi ile
aragtirmiglardir. Sonug¢ olarak bu soylarin pek ¢ogu i¢in (2001 yili igin) veri
tabanlarinda herhangi bir homolog diziye rastlamadiklarini bildirmislerdir (Dennis ve

Sidie 2001).

Kwon ve arkadaglari, 2002’de, biyofilm formundaki deniz bakterileri {izerine
yaptiklar1 aragtirmalarinda se¢ilmis soylarin genomik DNA’larini “Wizard Genomic
DNA purification Kit” kullanarak saflagtirmislardir. Uygun primerler diizenleyerek,
genomik DNA kalibindan 16S rDNA’nin ¢ogaltilmasinda kullanmislardir. PCR
tiriinlerini “Wizard PCR Preps DNA Purification Kit” kullanarak saflastirmislardir.
16S rDNA dizilerinin yaklasik 1000 bazlik bolgelerini, “ABI Prism BigDye
Terminator Cycle sequencing Ready Reaction kit” kullanarak tanimlamiglardir. Bir

sonraki adimda, ayn1 primerleri dizi tayini i¢in kullanmiglardir. 16S rDNA dizilerinin
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analizlerini, RDP2 den SIMILARITY RANK ve BLAST programlarin1 kullanarak
gerceklestirmiglerdir. Bolgesel rDNA dizileri RPD’den gelen 16S rDNA verileri ile
karsilagtirtlmigtir.  PHYLIP (3,57 versiyonu) programint dizilerin analizinde
kullanmiglardir. Dizi benzerliklerini bulmak tizere gelistirilmis DNADIST
programini kullanarak benzerlikler bulmuslar ve filogenetik agacin olusturulmasinda
FITCH programinit kullanmislardir. Bu calismanin sonuglarmin AY 159882 ile
AY159889 arasindaki ulagim numaralar1 ile GenBank’ta erisilebilir konumda

oldugunu bildirmislerdir (Kwon ve ark., 2002).
1.4.2. Evrensel Primer ve PCR ProtoKolii ile Tlgili Calismalar

Kullanilacak evrensel primerlerin dizayn edilmesi konusunda asagidaki

literatiir bilgisinden faydalanilmistir.

Vanbroekhoven ve arkadaslari, 2004’ deki ¢alismalarinda Acinetobacter sp.
tiirlerini genotipik olarak tanimlamak i¢in hem bu tiire 6zgiil primerlerden ve hem de
evrensel primerlerden yararlanmiglardir. Acinetobacter sp. igin tiire 6zgiil primer
olarak Eschericia coli’ deki pozisyonuna goére numaralandirilmis Ac436F (57 —
TTTAAGCGAGGAGGAGG - 3’) ve Ac 676R (5> — ATTCTACCATCCTCTCCC -
3’) primerlerini kullanmislardir. Diger bir primer ¢esidi olarak genel 16S rRNA
evrensel primerlerini 27F (5° — AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’) ve 1492R (5°
— TACGGYTACCTTGTTACGACTT - 3’) kullanmislardir. Yuvalanmis (Nested)
PCR uygulamasi ile hedef 16S rDNA boélgesi elde edilmis ve tanimlama yapilmistir
(Vanbroekhoven ve ark., 2004).

Giiney Kore’ de yapilan bir arastirma kapsaminda izole edilen Sphingomonas
sp.'!  nin  genotipik  tanimlanmast  evrensel primerler (16SF, 5 -
GAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3 ve 16SR, 5 —
AGAAAGGAGGTGATCCAGCC - 3’) kullanilarak gerceklestirilmistir. Termal
Dongii Cihazi, 16S rDNA bolgesini ¢ogaltmak {iizere 7aqg DNA polimeraz
kullanilarak, 94 °C’ ta 5 dk ilk denatiirasyon i¢in; 94 °C’ ta 1 dk denatiirasyon; 55 °C’
ta 1 dk baglanma; 72 °C’ ta 1dk uzama i¢in (toplam 30 dongii) ve 72 °C’ ta 5 dk son

uzama i¢in programlanmistir. PCR iiriinlerini saflastirmak tizere QUIAEX 1I jel

oziitleme kiti (Qiagen, Hilden, Germany) ve kullanilmistir. 16S rDNA bdlgesi
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Applied Biosystems 373A Dizilendirme Cihaz1 (Perkin-Elmer, Boston,
Massachusetts, U.S.A) ile dizilendirilmistir (Seo ve ark., 2004).

Cesitli kaynaklardan izole edilen Sphingomonas sp. morfolojik ve fizyolojik
Ozelliklerinin belirlendigi ilk tetstlerin ardindan 16S rDNA bolgesi Eschericia coli 9-
31 pozisyonu ile iliskili 9F 5° — GAGTTTGATCATGGCTCAGATTG — 3’ ile
Eschericia  coli  1460-1480  pozisyonu ile iligkili  1480R 5° —
TTCCTTGTTACGACTTCACCC - 3’ primerleri kullanilarak Termal Dongii Cihazi
eliyle cogaltilmistir. Termal Déngii Cihaz1 98°C’ ta baslangi¢ denatiirasyonu i¢in, 5
dk; 94 °C’ ta 1 dk denatiirasyon; 55 °C’ ta 1 dk baglanma; 72 °C’ ta 2 dk uzama icin
(toplam 30 dongii) ve 72 °C’ ta 7 dk son uzama i¢in programlanmistir. Elde edilen
PCR firtinleri, dizilendirilerek tiir seviyesinde tanimlama yapilmistir (Zhu ve ark.,

2007).

Park ve arkadaglari, 2008 yilindaki arastirmalarinda mikroalglerden izole
ettikleri ~ Brevundimonas  sp.’leri  tamimlamak  lizere 27F (5° -
AGAGTTTGAT(A/C)TGGCTCAG C - 3) ve 1492R (&’ -
TACGG(C/T)TACCTTGTTACGACTT - 3’) 16S  evrensel primerleri
kullanmiglardir. PCR iirlinleri %]1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve jelden geri
kazanilmasi i¢in saflagtirma kiti (Bio-Rad, Hercules, CA,USA) kullanmiglardir (Park
ve ark., 2008).

Da Silva ve arkadaglari, 2006, hastane kaynakli Brevundimonas dimunata’
nin tanimlanmasinda Obakteriyel evrensel primerler PA (5’-
AGAGTTTGAT(A/C)TGGCTCAG C - 3%) ve PD (5 -
GTATTACCGCGGCTGCTG - 3°) kullanilmustir. Izolatlardan genomik DNA
izolasyonu DNA izolasyon kiti (QIAampMini kit, Qiagen GmbH, Hilden Germany)
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen genomik DNA ve 6bakteriyel evrensel primerler
kullanilarak Termal Doéngli Cihazi’ nda hedef 16S rDNA bolgesi c¢ogaltilmistir.
Cihaz; 95 °C’ ta 15 dk baslangis sicaklig icin, 95 °C’ ta 40 sn denatiirasyon, 58 °C’
ta 1 dk baglanma; 72 °C’ ta 1 dk uzama i¢in (toplam 32 dongii) ve 72 °C’ ta 10 dk
son uzama basamagi i¢in programlanmistir. PCR iirlinlerini jelden geri kazanmak
tizere ise kit (QIAquick Gel Extraction Kit / Qiagen / Hilden-Germany) kullanilmistir
(Da Silva ve ark., 2000).
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Chen ve Tsen, 2002 Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis tiirlerinin
otamatik tanimlama sistemleri ve molekiiler biyolojik yontemlerle ayirt edilmesinde
karsilagilan giicliikleri tartistiklar1 ¢alismalarinda bu iki tiir i¢in kromozomal genler
tizerindeki gryB genleri ve 16Sr RNA izerindeki degisken V1 bolgesinin ayirt edici
bir faktér olarak faydali olabilecegini Onermislerdir. Cilinklii eger Bacillus
thuringiensis kendisi i¢in 6nemli bir ayirt edici faktdr olan cry genlerini igeren
plazmitlerini kaybetmisse Bacillus cereus’tan ayirt edilmesinin giic oldugunu
vurgulamiglardir. Bu amacla BcF (5 — GGATTAAGAGCTTGCTCTTAT - 3°) ve
BtF (5’- GATTGAGAGCTTGCTCTCAA - 3°) ile her iki ileri (forward) primer i¢in
evrensel 16S iki ters (revers) primer (5’- AAGCCCTATCTCTAGGGTTT - 37)
kullamilirken  gyrB ~ gen  dizisi  i¢in  tasarlanmig  BCI (C

ATTGGTGACACCGATCAAACA - 3%) / BC2r (5°-
TCATACGTATGGATGTTATTC - 3%) ve BT1 (5°-
ATCGGTGATACAGATAAGACT — 3%) / BT2r (5°-

CCTTCATACGTATGAATATTATTT - 3’) primerlerinin kullanildigi rapor
edilmistir (Chen ve Tsen, 2002).

Ki ve arkadaslari, 2009 denizlerden izole edilen Bacillus sp.’ lerin 16S rDNA
dizileri ve rpoB gen dizilerinin karsilastirilmasit yolu ile tlir seviyesinde
tanimlanmalarint konu alan caligmalarinda, farklt 16S rRNA evrensel primer
kombinasyonlar1 ile rpoB genlerine 0zgiill primerler kullanmiglardir. Bu primer
kombinasyonlar1 27F- 1492R, 27F — 1389R ve 519F- 1492R olarak bildirilmektedir.
27t (5>~ AGA GTTTGATCMTGGCTCAG - 3°); S5SI19F (8 -
CAGCMGCCGCGGTAATAC —37); 1389R (5’ - TGACGGGCGGTGTGTACAAG
- 3%); 1492R (5* - GGTTACCTTGTTACGT - 3’) dir. Termal Dongii Cihazi; 95 °C’
ta 3 dk baslangi¢ denatiirasyonu i¢in, 95 °C’ ta 20 sn denastiirasyon, 55 °C’ ta 30 sn
baglanma, 72 °C’ ta 1,5 dk uzama i¢in (toplam 35 dongii) ve 72 °C’ ta 5 dk final
uzamasti i¢in programlanmistir. Her bir PCR {iriinii 2 pl olarak %1’ lik agaroz jelde
(1X TAE buffer da hazirlanmis) yiiriitiilmistir. PCR {rtinleri UV 11k altinda
goriintiilenmis ve jelden iirtinler PCR saflagtirma kiti (PCR prufication Mini Kit /

Watson Biotechnologies Inc., China) ile geri kazanilmistir (Ki ve ark., 2009).
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1.5. Tezin Amaci

Bu caligma uluslararasi1 diizeyde oldukg¢a kabul goren bir ¢aligma alani olan
Deniz Mikrobiyolojisi’ ni kendine konu olarak se¢mistir. Buralardan izole edilen ve
tanimlanan bakteriler yukaridaki literatliir bilgisinde verildigi {iizere sasirtici
Ozellikleri ile 6ne cikmaktadir. Gerek hastalik yapici ve gerekse endiistriyel ve
farmokolojik 6neme sahip tiim tiirler calisilan denizlerin mikrobiyolojik florasi
lizerine tanimlayici bilgiyi sunmasi yeni bilimsel arastirmalarin  kapisini
aralamaktadir. Literatiirde deniz mikrobiyolojisi iizerine yer alan pek ¢ok kaynakta
biyolojik O6neme sahip tiirlerin tanimlanmalarinin endiistiliriyel, farmakolojik ve
ekonomik katkilar1 da vurgulanmaktadir. Calismamizda Istanbul Bogazi Marmara
Denizi ve Karadeniz girisi ile Izmit Kérfezi mikrobiyolojik zenginlikleri irdelenmek
istenmistir. Ulkemiz denizlerinden izole edilen tiirler arasinda endiistiiriyel olarak
onemli olan tiirlerin izolasyon ve tanimlanmalarinin farkli yontemler ile yapilmus,
ornekleme bolgelerinden elde edilen bakteri izolatlarinin farkli yontemler (klasik
mikrobiyolojik, otomatik tanimlama sistemi ve 16S rDNA dizi analizi yOntemi)
eliyle tamimlayarak bu sistemlerin  veritabanlarinin  birbirlerine  gorece
karsilastirilmas1  hedeflenmistir. Boylece yerli bilimsel c¢alismalara katkinin
saglanmasi, elde edilecek olasi farkli ve 6zgiin tlirlerin aragtirmacilarimizin ilgilerine

sunulmas1 amaglanmugtir.

Ayrica elde edilen tiirlerin ¢esitli agir metal ve antibiyotiklere olan direncliligi,
hiicre dis1 enzim {retimleri {lizerine bu ikilinin etkileri gibi 6zel yetenekleri de
sorgulanarak, elde edilen verilerin mevcut c¢evreden nasil etkilendiginin ortaya

¢ikarilmasi da hedeflenmistir.

(Calisma kapsaminda Enstitiimiiz ve Biyoloji Boliimii imkanlar1 gdzetilerek
elde var olan cihaz ve sarf malzemesinin kullanilmasina oncelik verilmis ve bu
nedenle 698 bakteri izolatindan sadece 53 tanesi bu ¢alismada tamamlanmistir. Bu
sekilde daha kapsamli aragtirmalar i¢in bir model olusturulmasi ve mevcut

caligmanin aragtirma potansiyellerinin ortaya konmasi planlanmigtir.
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2. GEREC ve YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Kimyasal Maddeler

Ksilol (Reidel-de Haén-16446), Mineral yag (Sigma M 8410), Pepton (Merck,
1.07214.9), Demir fosfat FePO4 4H,O (Fluka, 44963), Agar (Merck, 101614),
Kazaminoasit (N-Z Amin-Sigma, C7290), Coziilebilir Nisasta(Fluka-85643),
Sodyum Piruvat (Merck,106619), Dipotasyumfosfat (K, HPO*- Applichem, A1042),
Magnezyum Siilfat 7H,O (Merck, 1.05886), Sodyum Kloriir (Merck -1.06404),
Sodyum Hidroksit (Merck,1.06462), EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit -
Sigma-077K0132), Etidyum Bromiir (Sigma-E7637), 2-propanol (isopropiyonik asiti
Reidel —de Haén, 24137), Alkol (tenik etil alkol-Prolab), Trizma-Base (Sigma,
T6066), D-Glukoz (Reidel —de Haén ,16301), D-Sukroz (Merck, 1.07651), D-
Fruktoz (Reidel-de Haén, 15760), D-Sellobiyoz (Fluka, 22150), D-Arabinoz
(Fluka,10850), D-Ksiloz, (Fluka, 95730), D-Mannoz (Fluka, 63582), D-Galaktoz
(Fluka, 48260), D-Trehaloz (Fluka, 90208), D-Sorbitol (Fluka, 90207), D-Mannitol
(Himedia, RM 570), Triptik Soy Agar (Merck, 105458), Triptik Soy Sivi Besiyeri
(Merck-104459), Yagsiz Siit Tozu (Skim Milk, Applichem, A0839), Nutrient Jelatin
(Nutrient Gelatin-Himedia, M 60), Nutrient Agar (Merck, 1.05450), Nutrient Broth
(Merck, 1.05443), Simmon’s Sitrat Agar (Himediai M 099), Maya Oziitii (Yeast
Extract—- Merck 1.03753), MR-VP Besiyeri (Himedia, M 070), Agar (Merck,
1.01614), Triple Sugar Iron Agarm (Merck, 1.03915), Tris Aminometan (Merck,
108387), Karboksi Metil Seliiloz (Alfa easer, A.18105), Gliserol tuributirat (Merck,
1.01958), Rhodamin-B (Applichem, C.I. 45170), Kongo Kirmizis1 (Merck, 1.01340),
Metil Kirmizis1 (Merck, 1.06076), Sudan Siyahi (Fluka, 86015), Safranin (Himedia,
RM 11315), Aseton (Merck, 1.00013), Dekarboksilaz Temel Besiyeri (Decaboxylase
Broth Base — Bacton Dickenson, 211430), L-arginin (fluka, 11009), L-Lizin
(Himedia, RM 3028), Fenol Kirmizis1 Temel Sivi Besiyeri (Phenol REd Broth Base,
Merck, 1.10987), Gliserol (Merck, 1.04092), Immersiyon yagi (Immersion oil,
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Merck, 1.04699), Kovac’s ayiract (Kovac’s Indole Reagent, Merck, 1.09293), Gram
Boyama Seti (Merck, 111885), N, N, N’, N’- Tetra metil —p- fenilen daimin (Sigma,
T7394), CH;COOH (Merck 100056), a- naftol (Fluka 70442), Cinko Tozu (Fluka
93027), Agaroz (Lonza 500002), Brom timol mavisi (Merck 3026), Lizozim (Sigma
L7651)

2.1.2. Cihaz ve Diger Malzemeler

Vakum pompali membran filtre diizenegi (Sartorius, Berlin, Germany),
Standart Su Ornekleme Cihazi [standard water sampler device (Hidro-Bios,
Germany)], Kiiresel pozisyon belirleme sistemi [Global Positioning System (GPS)], -
20 (Regal, Tiirkiye) ve -80 Derin Dondurucu (Heraeus, Denamark), +4 °C buzdolabi
(Regal, Tiirkiye), Calkalalayici (Infors Ht, Germany), Steril Kabin (Haeraus-Lamim
Air, Denmark), VITEK 2 Kompakt otomatik tanimlama sistemi (bioMérieux Inc.,
I’Etiole, France), Yogunluk 6lgme cihazi (Densicheck), Mac Farland 6l¢iim cihazi
(Bacton Dickenson, USA), ELISA Okuyucu (ELISA Reader - ELx 800 Bio-Tek
Instruments Inc., USA), Sogutmali Mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfuge®
22R Refrigerated Microcentrifuge, Fullerton-USA), Mikrosantrifiij (Heraeus
Sepatech Biofuge 15 R Microcentrifuge), Vorteks ( IKA-TTS 2 Yellow Line
Wilmington-USA), Liyafilizator sistemi (JOUAN CRC 1010, RCT90, Alcatel
/Pascal/2005 ), UV spektrofotometre (Shimadzu 3600 UV-VIS-NIR Spec., Japan),
Termal Dongili Cihazi (MJ Research, PT-20, USA), Jel Tanki (Mini Sub Cell CT,
Bio-Rad, USA) ve Gii¢ Kaynagi (GIBCO-BRL ST606T, USA), Jel Goriintiilleme
Sistemi  (Kabint+ fotograflama sistemi-Vilber Lourmat, Germany, Ekran- Sony,
Yazic1 Sony, Japan ), Etiiv (Binder, USA), Mikroskop (XZS 107 BN, Indonesia),
Otoklav (Hirayama Hiclave, Japan), Hassas Terazi (BL210S, BL3100, Sartorius,
Germany), Buz makinasi (Brema, Italy), +4 °C soguk oda, +30 °C sicak oda, 0,45 pm
por capl filtreler (Sartorius-seliiloz nitrat filtre/1380-50-ACN), 0,22 um por ¢apl
filtre (Chromafil CA-20/25 S Art-Nr./Cat. No:728024).
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2.2. Yontem

2.2.1. Cozeltiler

a- naftol (Barrit’> s reagent A): 5 gr alfa naftol 100 ml etanolde ¢oziilerek

hazirlandi.

% 40 (w/v)’ hk KOH (Barrit’s reagent B): 40 gr NaOH o6nce 7 ml dH,O’ da
¢oziildii. Daha sonra 0,3 gr kreatin eklendi ve tizeri 100ml dH,O’ ya tamamlanarak

¢oziildil.

1M NaCl: 58,44 g/l olacak sekilde tartildi. 1000 ml dH20O’da ¢6ziilerek hazirlandi.

5N CH;COOH: 14, 33 ml CH3COOH 50 ml dH,O’ya tamamlanarak hazirlandi.

Agaroz Jel: %0.8 w/v tartildi 1X TAE tamponunda mikrodalga firinda eritildi. 50
°C’ a kadar soguyunca EtBr (0,001 g/1) ilave edildikten sonra jel tepsisine dokiilerek,

jel tarag yerlestirilip donmasi saglandi.
Lizozim:10 mg/ul olacak sekilde tartildi steril dH,O’ da eritilerek hazirlandi.
EtBr: 10 g/100 ml olacak sekilde tartildi steril dH,O’ da eritilerek hazirland.

0,5 M EDTA (pH 8.0): 73,06 g EDTA (Etilendiamidin tetraasetik asit) tartildi. 300
ml steril dH,O’ da ¢oziildii. pH’ s1 8.0” a 10 M NaOH ile ayarlandi. 500 ml’ ye steril
dH,O’ 1a tamamlanda.

50 mM EDTA (pH 8.0): 2,922 g Na,EDTA (Etilendiamidin tetraasetik asit) tartildi.
Yaklasik 150 ml steril bidistile dH,O’ da ¢oziildii. pH 8.0’e 10 M NaOH (~50 ml)

ayarlandi ve 200 ml’ye tamamlandi.

10 M NaOH: 400 ml dH,O i¢inde 200 g NaOH (Sodyum hidroksit) dikkatlice

¢oziildii , 500 ml’ye tamamlandi.
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50X TAE (pH 8.0) tamponu: 121 g tris base tartildi. 28,55 ml glasiyel asetik asit;
50 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) 300 ml steril dH,O’ da ¢oziildii pH’s1 8.0 a ayarlandi

ve 500 ml’ ye tamamlandi.

10X TAE (pH 8.0) tamponu: 100 ml 50X TAE tamponundan alind1 {izerine 900 ml
steril dH,O eklenerek 10X’ e seyreltildi.

1X TAE (pH 8.0) tamponu: 100 ml 10X TAE tamponundan 100 ml alindi ve 900
ml steril dH,O eklenerek 1X’ e seyreltildi.

IM Tris-HCL (pH 8.0): 24,228 g Tris tartildi. 200 ml steril dH,O eklenerek
¢ozildi. pH’ si HCL ile 8.0’ a ayarlandi.

TE Buffer (pH 8.0): 100 ml steril dH,O’ ye 2 ml Tris-HCL (pH 8.0)’den ve 500 ul
EDTA (pH 8.0)’ dan eklendi. pH’ s1 8.0’ a ayarland1. Uzeri 200ml’ ye tamamlandh.

2.2.1.1. Besiyerleri
Triptik Soy Agar: 40 g/l tartildi. 121°C” ta 18 dk otoklavlandi.
Triptik Soy Sivi Besiyeri: 40 g/l tartildi. 121°C’ ta 18 dk otoklavlandi.

R2A Agar Besiyeri: 0, 5g/1, pepton; 0,5 g/l maya 6ziitii; 0,5 g/l kazaminoasit; 0,5 g/l
¢oOziilebilir nisasta; 0,5 g/l glukoz; 15 g/l agar, 0,3 g/l sodyum piruvat, 0,3 g/l
K,;HPO4, 0,05 g/l MgSO4 7H,0 olacak sekilde tartildi. 121°C’ ta 15 dk otoklavlandi

R2A Siv1 Besiyeri: 0, 5g/1, pepton; 0,5 g/l maya 0ziitii; 0,5 g/l kazaminoasit; 0,5 g/l
¢oziilebilir nisasta; 0,5 g/l glukoz; 0,3 g/l sodyum piruvat, 0,3 g/l K;HPOy4, 0,05 g/
MgSO4 7H,0 olacak sekilde tartildi. 121°C’ ta 18 dk otoklavlandi.

Lauria Agar: 10 g/l nutrient s1v1 besiyeri; 5 g/l maya 6ziitii, 8 g/l NaCl; 15 g/l agar
olacak sekilde tartildi. 121°C’ ta 18 dk otoklavlandi.

Luria Siv1 Besiyeri: 10 g/l nutrient siv1 besiyeri; 5 g/l maya o6ziitii, 8 g/l NaCl; 0,52
g/l Tris-Base olacak sekilde tartildi. 121°C’ ta 18 dk otoklavlandi.



20

ZoBell Agar: 0, 5 g/l pepton; 1 g/l maya oziitii; 0,01 g/l FePO4#4H,0, 15 g/l agar
olacak sekilde tartildi. 121°C’ ta 18 dk otoklavlandi.

ZoBell Siv1 Besiyeri: 0, 5 g/l pepton; 1 g/l maya 6ziitli; 0,01 g/l FePO44H,0 olacak
sekilde tartildi. 121°C” ta 18 dk otoklavlandi.

indol Hareketlilik Test Agar Besiyeri (Indol Motility Test Agar): 30 g/l, pepton;
3 g/l, dana ekstrakti; 3g/l, agar; 0,025 g/l, Na, S,03. SH,O olacak sekilde tartildi.
Sicak su banyosunda eritildi ve tiiplere boliinerek 121°C’ ta 15 dk otoklavlandiktan

sonra sogumaya birakildu.

Gliserol Maya Oziitii: 15 g/l, pepton; 3 g/l, maya ekstrat;; 10ml/l gliserol, 15 g/l
agar olacak sekilde tartildi. 121°C” ta 15 dk otoklavland.

Siit Tozlu Agar (Skim Milk Agar): 5 g/l, kazaminoasit; 2,5 g/l, maya ekstrakti; 1
g/l, glukoz; 15 g/l, agar; olacak sekilde hazirlandi. 121°C’ ta 15 dk otoklavlandi. 50-
55 °C’ asogutularak +110 °C’ta 15 dk otoklavlanarak hazirlanmis, siit tozu

sollisyonundan 5gr/100ml eklenmistir.

Miiller-Hinton Agar Besiyeri: 21 g/l; Miiller Hinton sivi besiyeri; 15 g/, agar
olacak sekilde hazirlandi. 121°C’ ta 15 dk otoklavlanarak Petri kaplarina dokiildii.

Miiller-Hinton Sivi Besiyeri: 21 g/l; Miiller Hinton sivi besiyeri olacak sekilde
hazirland1. 121°C’ ta 15 dk otoklavlandi.

Uc Sekerli Demirli (TSI =Triple Sugar Iron) Agar: 65 g/l tartilarak su banyosunda
eritildikten sonra tiiplere boliindii ve 121 °C’ ta 15 dk otoklavlandiktan sonra steril

cam tiiplere boliindii. Soguma asamasinda yatik agar olarak hazirlandu.

Metil Kirmizisi-Voges Preskauer Besiyeri (MR-VP Besiyeri): 17 g/l tartildi.
Tiiplere 5° er ml dagitildi. 121 °C’ ta 15 dk otoklavlandi.

Simon Sitrat Agar (Simmon’s Citrate Agar): Besiyerinden 24,28 g/l tartildi.

Baslangic pH’ s1 6,9’ ayarlandiktan sonra, distile su ilave edildi ve 1sitilarak
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kaynayincaya kadar eritildi. Tiplere 5’er ml boliinerek ve 121 °C’ ta 15 dk

otoklavlandi. Sonrasinda yatik olarak katilasmalar1 saglandi.

Fenol Kirmzis1 Sivi besiyeri (Phenol Red Broth): 5g/l tartilarak hazirlandi ve
121°C’ ta 15 dk otoklavlandi. igine test edilecek 0,2 um filtreden gegirilerek steril
edilmis her bir seker ¢ozeltisinden (Glukoz, fruktoz, galaktoz vbg), %5 w/w olacak

sekilde ilave edilerek farkli seker besiyerleri hazirlandi.

O/F besiyeri (Atlas, 1997’ ye gore): Glukoz 10 g/l, NaCL 5 g/1, agar ve kazein 2 g/l,
K,HPO4 0,3 g/1, brom timol mavisi 0,08 g/l tartilarak hazirlandi. Baslangic pH’s1 7,1
e ayarlandiktan sonra iyice eritilerek tiiplere 5’ er ml olarak dagitildiktan sonra

121°C’ ta 15 dk otoklavlandi ve dik olarak donmalar1 saglandi.

Dekarboksilaz Temel Besiyeri (Decarboxylase Broth Base): 10,52 g/l
tartilarak121°C’ ta 10 dk otoklavlandi (HiMedia onerisi).

Nitrath Sivi Besiyeri (Nitrate Broth): 9 g/l tartilarak hazirlandi. 5> er ml olarak
tiiplere dagitildi. Tiiplerin i¢cine Durham tiipleri ters konumda icinde hava kabarcigi

kalmamasina dikkat edilerek yerlestirildi. 121°C’ ta 15 dk otoklavlandi.
Kanh agar: Ticari firmadan (Ekbag, Pendik) hazir olarak satin alind.

Nutrient Jelatin Besiyeri: Bu besiyeri 128 g/l tartildi, eritildi ve tiiplere 5’ er ml
olacak sekilde dagitildi. 121 °C’ ta 15 dk otoklavlandiktan sonra tiipler dik konumda

tutularak donmalar1 saglandu.
Nutrient Agar: 35 g/l tartilarak 121 °C’ ta 15 dk otoklavland.

%1 (w/v) Coziilebilir Nisastalh Nutrient Agar Besiyeri: Nutrient agar besiyerine
%1 w/v coziilebilir nisasta ve izolatlarin kendilerine ait izolasyon deniz suyu

oranlarinda deniz suyu katilarak hazirlandi. 121 °C’ ta 15 dk otoklavland.

%1 (w/v) Gliserol Tributirath Nutrient Agar Besiyeri: Nutrient Agar besiyerine

%]1w/v gliserol tuributirat ve izolatlarin kendilerine ait izolasyon deniz suyu
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oranlarinda deniz suyu ilave edilerek hazirlandi besiyerleri 121°C’ ta 15 dk

otoklavlandi.

0,001 (w/v) Rodamin B’ li ve % 2,5 (v/v) Zeytinyagh Nutrient Agar Besiyeri:
Nutrient Agar besiyeri in B ve izolatlarin kendilerine ait izolasyon deniz suyu
oranlarinda deniz suyu ilave edilerek hazirlandi ve 121 °C’ ta 15 dk otoklavlandiktan
sonra 60 °C’ a sogutuldu. Soguyan Nutrient Agar besiyerlerine, 0,001 w/v oraninda
olacak sekilde 0,2 pm por capl filtre ile steril edilmis Rodamin B soliisyonu ve
substrat olarak da ayni yontemle steril edilmis %2,5 (w/v) oraninda steril zeytinyagi
ilave edildi. lyice karistirilarak homojenize edilen besiyerleri Petri kaplarina béliindii

ve katilagmalar1 saglandi.

%1 (v/v) Siit Tozlu Nutrient Agar Besiyeri: izolatlarin izole edildikleri deniz suyu
oranlarinda hazirlandi. 121°C’ ta 15 dk otoklavlandi ve 60 °C’ a sogumasini takiben
iclerine %10 (w/v) oraninda Siit Tozu (Skim Milk) Soliisyonu (110 °C’ ta 10 dk

otoklavlanarak steril edilmistir) ilave edildi.

%1 (w/v) Karboksimetilseliilozlu Nutrient Agar Besiyeri izolasyon agamasindaki
oranlarda deniz suyu oranlari ile hazirlandi ve iglerine substrat olarak %1 (w/v)
oraninda karboksimetilseliiloz ilave edildi. 121°C” ta 15 dk otoklavlandiktan sonra

izolat sayis1 kadar Petri kaplarina boliindii
2.2.1.2. Boyalar

Malasit Yesili: % 5 (w/v) hazirlandi, dinlendirildikten sonra filtre kagidi ile

stiziilerek kullanima hazir hale getirildi.

Nigrosin: %1 (w/v) toz nigrosin distile su i¢inde 30 dk kaynatildi, soguduktan sonra
kaba filtre ile siiziildii ve %40’lik Formaldehit ¢6zeltisinden koruyucu olarak 0,5 ml

ilave edildi. Boya bir gece dinlendirildikten sonra kullanildi.

Kongo Kirmizisi: %1 (w/v) Toz Kongo kirmizisi dH,O’ da ¢dziilerek hazirlandi.

pH’ s1 5,2’ ye ayarlandi.
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Safranin: %0,5 (w/v) toz safranin tartildi, dH,O’ da ¢6ziilerek hazirlandi.

Sudan Siyah1 Boyas1 0,3 g boya 75 ml %95 etil alkol igerisinde iyice ¢oziildiikten

sonra 25 ml distile su ilave edilerek hazirlandi

Metil Kirmizisi: 0,1 gr metil kirmizis1 250 ml %95’ lik etanolde ¢dziildii. Uzerine

250 ml dH,O ilave edildi.
2.2.1.3. Ayrraglar

Hidrojen peroksit (H,O0,- %3): %37’ lik H,O,’ den 2,7 ml alind1 dH,0 ile 100mlI’

ye tamamlandi.

N’-N’-N’-N’- tetrametil p-fenildiamin: 0.1 gr ayirac tartilarak 1 ml distile suda

¢oOziilerek hazirlandi her kullanimda taze olarak kullanildi.
Alfa-naftol: 0,5 g/l alfa-naftol (%95 v/v) etil alkolde ¢oziilerek kullanima hazirlandi.

Siilfanilik Asit (Reagent A): Siilfanilik asit 5 N CH;COOH (Bkz., 2.2.1) 8g/l
coziilerek hazirlandi (Fluka Test Kiti prospektiisii).

N,N-Dimetil-1-naftilamin (Reagent B): N, N-Dimetil-1-naftilamin 5 N CH;COOH’
te 6 g/l ¢oziilerek hazirland1 (Fluka Test Kiti prospektiisii).

Kovac’s Ayiraci: Hazir olarak temin edildi.
2.2.1.4. Kitler, Evrensel Primerler ve PCR Sarf Malzemeleri
Nitrat Indirgeme Test Kiti (Nitrate Reduction Test Kiti - Fluka)

DNA izolasyon Kiti: (Promega Wizard® genomic DNA Purification Kit / Madison-
USA): Niiklei lizis soliisyonu, RNaz soliisyonu, Protein Coktiirme soliisyonu ve
DNA sulandirma soliisyonundan olusan bir kittir. Herhangi bir sulandirma

yapilmadan kullanici 6nerilerinde tarif edilen is akisina uygun olarak kullanildi.
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27F YM (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAGA-3’/IDT-60179285 / 160481368 -
USA) : Tasarlandiktan sonra toz halinde ticari firmadan temin edildi. Santrifiij
cihazinda kisa siireli ¢evrilerek ¢oktiiriildii. Uriine ait firma tarafindan belirlenen OD

degeri konsantrasyon degerleri kullanilarak

X = MW/10 X= Sulandirma katsayis1
(OD).(33) MW=Primerin molekiil agirlig1
OD=260 nm dalga boyunda UV spektrofotometrede primerin
verdigi absorbans degeri

(Kaynak:  http://www.tracyk.12.ca.us/thsadvbio(pdfs/primer-design-dilutionb.pdf-
2009)

formiilii geregince sulandirma katsayist hesaplandi ve 1000/X esitliginden elde
edilen deger ile 100 mM ana stok primer elde etmek iizere, sulandirma icin

kullanilacak TE tamponunun (pH 8.0) miktar1 belirlendi.
Bu formiile gore ileri (F) primerin sulandirma katsayist hesaplandi.

X=6461.2/10 =3,06 1000/ 3,06=326,8 ul TE tamponu (Bkz 2.2.1.1)
(6,4). 33 ile sulandirildi.

Her kullanimdan 6nce santrifiijde kisa stireli ¢evrildikten sonra sarf edilecek miktar
kadar 10 mM konsantrasyonda sulandirildi, karistirldi ve yine kisa siireli
santrifiijlemeyi takiben kullanildi. Stok primer -20 °C’ ta derin dondurucuda

saklandi.

1491IR  YM (5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’/IDT—60179285 /
160481369 - USA): Ileri primer gibi tasarlandiktan sonra toz halinde temin edildi,
santrifiijle kisa siire ¢evrilerek ¢oktiiriildii ve yukaridaki formiil kullanilarak 100 mM

ana stok primer elde etmek iizere sulandirma miktar1 hesaplanda.

Her kullanimdan 6nce santrifiijde kisa siireli ¢evrildikten sonra sarf edilecek miktar
kadar 10 mM konsantrasyonlarda sulandirildi ve yine kisa siireli santrifiijlemeyi

takiben kullanildi. Stok primer -20 °C’ ta derin dondurucuda saklandi.
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Taq polimeraz (Go Taq® Flexi DNA Polymerase - Promega M8305-Madison-
USA): Ticari firmadan kendi 6zel tamponu i¢inde Su/ul konsantrasyonda satin
alindi. Bu enzim ile beraber PCR i¢in kullanilacak yardimci kimyasallar da beraberce

satin alindi. Bunlar MgCl, solusyonu (25 mM), PCR tamponu ( 5X)’ dur

Enzim, her kullanimdan 6nce sogutmali santriftijde kisa siireli ¢evrilerek kullanildi.

Stok Taq polimeraz -20 °C’ ta derin dondurucuda saklandi.

dNTP karisimi (Promega U1515-Madison-USA): dATP, dCTP, dGTP, dTTP
iceren bu karisimin toplam konsantrasyonu 40mM (pH 7,5) olarak satin alindi. Her
kullanimda sulandirmadan dogrudan kullanildi ve santrifiijde kisa siireli ¢oktlirmeyi
takiben PCR reaksiyon karigimina final konsantrasyonu 200 uM/50 ul olacak sekilde
ayarlanarak eklendi. Stok dNTP karigimi -20 °C’ ta derin dondurucuda saklandi.

1Kilobazhik DNA belirteci (1 Kb DNA Ladder / Promega G5711- Madison-
USA): 250-10000 baz ciftlik boyutlar arasinda ¢ift sarmal DNA parg¢alarindan olusan
bir DNA boyut belirtecidir. Ticari firmadan kendi tamponu i¢inde, beraberinde 6X
jelde yiirlitme boyasi ile satin alindi. Elektroforez tankinda jele yiikleme yapilirken
Sul belirtec+1ul boya (6X) ile karistirilarak hazirlandi. Jele 6 ul olarak yiiklendi. 1
Kb DNA belirteci -20 °C’ ta derin dondurucuda saklandi.

100 Baz ciftlik DNA belirteci (100bp DNA Ladder / Promega G2101- Madison-
USA): 100-1500 baz ciftlik boyutlar arasinda ¢ift sarmal DNA pargalarindan olusan
bir DNA boyut belirtecidir. Ticari firmadan kendi tamponu ig¢inde, beraberinde 6X
jelde yiiriitme boyasi ile satin alindi. Elektroforez tankinda jele yiikleme yapilirken 5
ul belirteg+1pul boya (6X) ile karigtirilarak hazirlandi. Jele 6 pl olarak yiiklendi. 1 Kb
DNA belirteci -20 °C’ ta derin dondurucuda saklandi.
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2.2.2. Deniz Suyu Orneklerinin Alinmasi

Bu c¢alismada izolasyon amaci ile kullanilan Marmara Denizi ve Karadeniz
deniz suyu ornekleri, Istanbul Universitesi Deniz Bilimleri ve Isletmeciligi
Enstitiisii’ne ait R/V Arar Gemisi personeli tarafindan alindi. izmit Korfezi deniz
suyu ornekleri ise Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Cevre Miihendisligi Boliimii’
nlin ylrittigli “Integrated Modelling of Nutrients in Selected River Basins of
Turkey” (Karpuzcu ve ark., 2008) isimli Tirk-Alman ikili aragtirma projesi
kapsaminda ti¢ farkli istasyondan 2006 - 2007 doneminde mevsimsel dort drnekleme
olacak sekilde alindi. Ornekleme istasyonlarinin kiiresel konumu, kiiresel pozisyon
belirleme sistemi [Global Positioning System (GPS)] yardimu ile tespit edildi. Deniz
suyu drnekleri, Istanbul Bogazi Marmara Denizi girisinde (M) (derinlik:10 m, 20 m,
100 m, 40° 50" kuzey enlemi ve 28° 56" dogu boylami1) ve Karadeniz girisinde (K)
(derinlik: 30 m, 40 m ve 44 m, 41° 15" kuzey enlemi ve 29° 14" dogu boylami) 3
farkl1 derinlikten, Izmit Kérfezi (IK) deniz suyu drnekleri ise i¢ korfez (derinlik: 22
m, 40° 44" kuzey enlemi ve 29° 54" dogu boylami), orta korfez (derinlik: 35 m, 40°
44" kuzey enlemi ve 29° 43" dogu boylami) ve dis korfez (derinlik: 44 m, 40° 44’
kuzey enlemi ve 28° 26" dogu boylami) bolgesinden 3 farkli istasyondan standart su
ornekleme cihazi [standard water sampler device (Hidro-Bios, Germany)] ile alindi

(Sekil 2.1).

Karadeniz

Marmara Denizi

Trmit Kirferi . I o l‘ i

Sekil 2.1. Deniz suyu 6rneklerinin alindig1 istasyonlarin dagilimi.
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Alinan deniz suyu Ornekleri hizli bir sekilde laboratuvarlara ulastirilarak

izolasyon agamasina alindi.

Ornekleme bélgesi olarak secilen istasyonlarin sehir ve ev desarji almayan
bolgeler olmasia dikkat edildi. Buna ek olarak 6zellikle Istanbul Bogazi’ndan alian
orneklerin Marmara Denizi’ nin ve Karadeniz’in genel 6zelliklerini tam olarak temsil

etmesine dikkat edilmistir.
2.2.3. Izolasyon Besiyerlerinin Secimi ve Hazirlanmasi

Doktora tez ¢alismasi kapsaminda literatiirlerde en ¢ok tercih edilen ZoBell
(Schut ve ark., 1993; Pinhassi ve ark., 1997; Pukall ve ark., 1999; Lee ve ark., 1999;
Pinhassi ve Hagstrom, 2000; Hagstrom ve ark., 2000; Troung ve ark., 2001; Lacoste
ve ark., 2001; Frette ve ark., 2004), Triptik Soy Agar (Hutcheson ve ark., 1999;
Strohecker ve Sidie, 1999) ve R2A Agar besiyerleri (Suzuki ve ark., 1997; Bernard
ve ark., 2000; Kwon ve ark., 2002; Connon ve Giovannoni, 2002) kullanildi. Lauria
Agar ise rutin mikrobiyoloji ¢aligmalarinda siklikla kullanildig i¢in tercih edildi
(Se¢ilmis besiyerlerinin igerikleri i¢in Bkz. 2.2.1.1). Bu besiyerleri; %100, %75, %50
ve %40 oranlarindaki deniz suyu (Morris ve ark. 2001; Park ve ark. 2002; Kwon ve
ark., 2002) ile ve %100 distile su ile hazirlandi. Besiyerlerinin yapiminda kullanilan
deniz sulari, 6rnekleme istasyonlarindan alindiktan sonra 0,22 um por ¢aplh filtreden
gecirilerek izolasyon besiyerlerine ilave edildi. izolasyon asamasinda toplam 20 gesit

izolasyon besiyeri kullanildi.
2.2.4. Bakteri izolasyonu ve Ekim Yéntemi

Izolasyonda kullanilacak 5 farkli istasyondan alman 100 ml’lik deniz suyu
ornekleri, agagidaki diizenekte tarif edildigi gibi her parcasi ayr1 ayr1 otoklavlanarak
steril edilmis vakum pompali membran filtre diizeneginde, 0,45 um por ¢apl filtreler
kullanilarak, yiizey sterilizasyonu yapilmis ¢eker ocakta siiziildii (Sekil 2.2. a, b, ¢).
Stizme iglemi bittiginde seliiloz nitrat filtrelerin her biri, ayn1 steril kosullarda, steril

bistiiri, pens ve Petri kaplar1 kullanilarak 20 esit pargaya boliindi (Sekil 2.2. d).
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Boliinen her bir parga steril bir diger pens yardimiyla izolasyon besiyeri i¢eren Petri

kaplarina yerlestirildi (Sekil 2.2. e, f).
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Sekil 2.2. Deniz suyu orneklerinin kati besiyerlerine ekimi, a. Vakum pompali
membran filtre diizenegi genel seklinin ¢izimi, b. Uygulama sirasinda filtre
yerlesimine ait ¢izim, c. Filtrenin alimina ait ¢izim, d. Filtrenin kabaca 20 esit
parcaya boliinmesini gosteren ¢izim, e. Filtrenin boliinmesi, f. Boliinen filtre

pargalarinin Petri kaplarina dagitimu.
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Bu islem her bir deniz suyu 6rnegi i¢in tekrarlandi. Ekim isleminin takiben tim
Petri kaplar1 +30 °C’ ta sicak odada biiylimeye birakildi. Her istasyona ait deniz suyu
Ornegi i¢in, vakum pompalt membran filtre diizeneginin ayr1 bir siizme sistemi

kullanilarak deniz suyu 6rneklerinin kontaminasyonu engellenmistir.
2.2.5. Olusan Farkh Kolonilerin izole Edilmesi

+30 °C’ ta sicak odada biiylimeye birakilan Petri kaplarinda yer alan filtre
parcalari lizerindeki izolatlar 24 saat sonunda sicak odadan alinarak incelendi (Sekil
2.3). Goriilen farkli kolonilerin sayisi, tipi, rengi kaydedildikten sonra, bu kolonilerin
saf olarak elde edilmesi i¢in, ayni oranlarda deniz suyu iceren kat1 izolasyon
besiyerlerine ¢izgi ekimler yapildi. Filtre parcalarini igeren 24 saatlik koloniler ve
cizgi ekim yapilan Petri kaplar1 tekrar 30 °C’ta olan sicak odaya kaldirildi. Bu
sekilde, gecikmis kolonilerin yakalanmasi ve bu kolonilerin de ¢izgi ekim ile saf
olarak eldesi planland1 ve uygulandi. Ek olarak kolonilerin 48 saat ve 5 giin takipleri
ve incelemeleri de yapildi. Tim bu c¢alismalar izolasyon i¢in Ozel olarak
diizenlenmis, ayr1 bir odada ve yiizey sterilizasyonu yapilmis steril kabin igerisinde
gergeklestirildi. Deneylerde ekimler, steril calisma akigina uygun sekilde, ates

yaninda ve alevde yakilmak suretiyle steril edilmis 6ze yardimi ile yapildi.

Sekil 2.3. Filtre pargasi lizerinde goriilen farkli koloniler ve antagonist madde tirettigi

diistiniilen kolonin etki zonu fotografi.
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Ekim isleminden sonra petriler +30 °C’ ta sicak odada 24 saat biiyiimeye
birakildi. izolatlarin saf olarak elde edilmesi asamasi, her bir farkli koloni tek koloni

halinde elde edilinceye kadar devam edildi.

Bir sonraki basamakta, saf olarak elde edilen izolatlar sivi besiyerine alindilar.
Bu amagla daha 6nce kullandigimiz kati izolasyon besiyerlerinin sivi formlari
hazirlandi. Hazirlanan sivi izolasyon besiyerleri 2’ser ml olarak tiiplere dagitildi ve
saf izolatlar steril kosullarda, steril 6ze yardimiyla sivi kiiltiire inokiile edildi.
Inokiilasyon asamasini takiben izolatlar +30° C’ ta sicak odada 24 saat inkiibasyona

birakildilar.

Boylece elde edilen toplam 698 adet izolatin 24 saatlik kiiltiirlerinden, %80’ lik
gliserol icinde [final konsantrasyonu %33 (v/v)], -20°C’ ta derin dondurucuda
saklanmak tizere mikrosantrifiij tiiplerine stoklar1 hazirlanarak hiicreler koruma altina

alindi.

2.2.6. izolatlarin Tammmlanmalarina Yonelik i1k Testler

Koruma altina alinmis olan saf izolatlar, temel mikrobiyolojik tanimlama
testlerinden koloni tekstiirli, gram boyama, spor boyama, katalaz, oksidaz testleri
yapildi. Bu testler i¢in yeniden uygun kati besiyerlerini ekilen bakteriler, ayni
zamanda -20 stoklarindan [%80 (v/v) gliserol i¢inden] geri kazanilmalar1 ve saf olup
olmadiklar1 agisindan da yeniden kontrol edildiler. Yapilan bu testler ile bakterilerin
koloni yapilar1 not edildi ve ilk koloni bulgular ile karsilastirildi. Gram ve spor

boyama sonuglar1 kaydedildi.
2.2.6.1. Koloni Ozelliklerinin (Tekstiirlerinin) Gézlemlenmesi
Ureme goriilen ve tekrar canlandiklart gozlemlenen izolatlarin, koloni

goriiniimii, koloni kenari, koloni ytiksekligi, koloni yiizeyi gibi morfolojik 6zellikleri

kaydedilmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Hiicre i¢i (intraseliiler) sivi bir kimyasal madde biriktirdigi diisiiniilen

koloniler.

2.2.6.2. Gram Boyama Testi (Tamer ve ark., 1989)

Bakterileri hiicre duvarlarinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore (Gram
pozitif, Gram negatif) ayirmak i¢in kullanilan bir boyama yontemidir. Gram pozitif
bakterilerin kristal viyole/iyot kompleksini tutma 6zelligine sahip kalin peptidoglikan
yapida hiicre duvarina sahiptir ve bu ags1 kat kat peptidoglikandan olusan yap1 boya
parcaciklarini tutar. Gram negatif bakterilerin hiicre duvari ise sadece ince bir
peptidoglikan katmanindan olusur ve boyalari tutamaz. Gram-negatif bakterilerde
ayni zamanda lipit yapida bir dis zar bulunur. Ilk asamada uygulanan kristal-viyole
ve iyot hiicre i¢ine alimir. Sonrasinda renksizlestirme isleminde kullanilan alkol,
Gram-pozitif hiicre duvarinin su kaybedip biiziigmesine neden olur. Bu ylizden boya
tanecikleri molekiillerin arasina sikisir. Gram negatif bakterilerdeki ince olan
peptidoglikan katman boya pargalarini tutamaz; alkol ile yikama agsamasinda dis
zardaki lipitleri ¢oziildliglinde boya dagilir, hiicrenin rengi agilir. Renk agilmasinin
ardindan birinciden farkli ikinci bir boya (safranin) uygulanir. Bu boya rengi agilmis
hiicreleri boyayarak onlarin goriiniir hale getirir. Gram pozitifler birinci boyayla
mora boyandiklart i¢in ikinci boya onlarin rengini etkilemez, ama Gram negatif
olanlar pembe-kirmizi renkte goriiniirler (Madigan ve ark., 2004; Tamer ve ark.,

1989).

Gram boyama icin izolatlarin kati izolasyon besiyerlerinde biiyiitiilmiis 24
saatlik taze kiiltlirlerinden ateste steril edilmis 6ze ile 6rnek alinarak lamlar {izerine

yayildi. Kurutulan lamlara sirasiyla; kristal viyole, liigol ve safranin boyalar
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uygulanmis 6rnekler boyama basamaklar1 arasinda distile su ile yikandi. Safranin ile
boyama asamasindan Once renksizlestirme islemi i¢in lamlar alkol ile yikandi.
Boyamay1 takiben kuruyan 6rnekler 151k mikroskobunda immersiyon yagi eklenerek
incelendi ve fotograflandi. Gram boyama sonuclarina gore kirmizi-pembe boyali

izolatlar Gram negatif, mavi-mor boyal1 6rnekler Gram pozitif olarak kay1t edildi.

2.2.6.3. Katalaz Testi (Alexander and Strete, 2001)

Katalaz, H,O;’nin su ve O;’ne parcalanmasindan sorumlu enzim olup,
mikroaerofilik ve anaerobik mikroorganizmalarda bulunmamaktadir. Aerobik
mikroorganizmalar oksijen kullanilabilir durumda bulundugu i¢in, bu organizmalar
son H; alicist olarak oksijeni kullanarak H,O, meydana getirirler. Katalaz enzimine
sahip organizmalar H,0O, parcalayarak gaz ac¢iga cikarir. Bu gaz cikisi gozle
goriilebilir ve siddetine bagh olarak (+) isareti ile degerlendirilir (Maehly ve Chance,
1954). Bu temel bilgiler 1s181nda izolatlarin 24 saatlik saf kiiltiirlerine, %3’ likk H,O,

damlatilarak katalaz enziminin varlig test edildi.

2.2.6.4. Oksidaz Testi (Alexandre ve Strete, 2001)

Bu test Sitokrom C Oksidaz enziminin varligimin arastirildigi bir testtir. Bu
sistemde, son H alicis1 olarak oksijen kullanilir ve molekiiler oksijen H,O,’ ye
indirgenir. Fakiiltatif anaerop ve Gram negatif aerobik bakterilerin ayirt edilmesinde

kullanilir. Anaeroplarda bu sistem bulunmaz (Alexandre ve Strete, 2001).

Bu test i¢in izolatlarin ve kontrol olarak kullanilacak Eschericia coli [(-)
kontrol] ve Pseudomonas aureginosa’nin [(+) kontrol] 24 saatlik saf ve taze
kiiltiirleri kat1 izolasyon besiyerlerine yayma ekim yontemi ile ekilerek hazirlandi.
Ayirag olarak N’-N’-N’-N’- tetrametil p-fenildiamin (%1 w/v) kullanildi. Yapilan
taze ayiracin ¢alisip caligmadigini kontrol etmek {izere negatif kontrol (Eschericia
coli) ve pozitif kontrol (Pseudomonas aureginosa)’ iin 18-24 saatlik kiiltiirlerinden
steril 6ze yardimi ile 6rnek alindi ve ayira¢ emdirilerek 1slatilmus filtre kagidi tizerine
yayildi. Filtre kagidi lizerinde negatif kontroliin beyaz, pozitif kontroliin koyu mor

renk aldig1 gozlemlendi. Bu deneme temel alinarak her bir taze izolattan bir 6ze
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dolusu alinarak ayirag ile 1slatilmig filtre kagidina yayildi ve sonuglar kontrollere

gore ilk 20 sn’ de degerlendirilerek kaydedildi.

2.2.6.5. Spor Boyama (Tamer ve ark., 1989)

Bu test endosporlarin boyanmasinda kullanilmaktadir. Endosporlar normal
boyama teknikleri ile boyanmazlar. Metilen mavisi ile veya basit boyama metotlart
ile yapilan boyamalardan sonra, mikroskop altinda immersiyon objektifi ile yapilan
gozlemlerinde boyanmamis bos alanlar olarak gozlemlenmektedir. Bu boyama
yontemi i¢in Schaffer Fulton” un malasit yesili ile boyama teknigi kullanildi. Bu
teknikte malasit yesili, hiicre i¢i endosporlart yesile boyarken bazik bir boya olan
safranin hiicreleri pembeye boyayarak (Sekil 2.5) sporlart mikroskopik olarak ayirt
edici hale getirmektedir (Tamer ve ark., 1989).

Bu testin yapilist sirasinda oksidaz testi i¢in hazirlanan izolatlarin saf kiiltiirleri
kullanildi. Bu kiiltiirler oksidaz testinin ardindan +30 °C’ ta sicak odaya kaldirilarak

5 giin bekletildi. Boylece yaslanan hiicreler spor varligi yoniinden incelendiler.

Yash kiiltiirlerden steril 6ze yardimi ile 6rnek alinarak lam iizerine yayildi.
Kurutularak 6rnekler tespit edildi. Uzerine malasit yesili (%1 w/v) damlatilarak,
boyanin endosporlara niifuz etmesini saglamak iizere 1sitma tablasinda (boyanin
kurumasina miisaade etmeden) 5 dk siireyle boyandi. Boya distile su ile yikandiktan

sonra Ornekler karsit boya safranin ile 30 sn boyandi. Yikandiktan sonra kurutulan

preparatlar immersiyon objektifinde gozlenerek, degerlendirildi ve sonuglar

kaydedildi.

Sekil 2.5. Schaffer Fulton (malasit yesili ve safranin
ile yapilan boyama yontemi) ile boyanmis basiller

(A171 no’ lu 6rnek).
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2.2.7. Izolatlardan Tiir Diizeyinde Tanimlanacaklarin Secilmesi

Bu asamadan sonra 698 adet deniz bakterisi izolat1 ile ¢calismanin agir is yiikl
ve mali boyutu nedeni ile izolatlardan farkli koloni 6zellikleri gdsteren 46 tanesi

secilerek, detayli tanimlama ¢aligmalarina alindi (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Koloni 6zellikleri bakimindan dikkat c¢ekici bulunan izolatlar (ds=deniz

suyu; dH,O=distile su).

No | Izolatin ad1 | Istasyon ad1 | Izolasyon besiyeri Ozelligi

1 42/IK1 I¢ LA % 100 dH,0 Sivi liretiyor

2 43/IK1 Orta LA % 100 dH,O Sivi iiretiyor

3 45/IK1 Orta LA % 100 dH,O Sivi iiretiyor

4 46/IK1 Dis LA % 100 dH,O S1vt tiretiyor

5 65/IK1 Orta LA % 100 dH,O Hiicre i¢i birikim var

6 96/IK2 Orta ZoBell % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

7 171/IK2 Orta TSA % 100 ds S1vi iiretiyor

8 174/1K2 Dis TSA % 100 ds S1vi iiretiyor

9 181/IK2 Dis TSA % 75 ds S1vi iiretiyor

10 | 189/IK2 Dis TSA % 50 ds S1vt tiretiyor

11 | 193/IK2 Orta TSA % 40 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

12 | 235/IK3 I¢ ZoBell %100 dH,O | Hiicre i¢cinde madde tiretimi var

13 | 237/IK3 Orta ZoBell %100 dH,O | Hiicre i¢inde madde iiretimi var

14 | 257/IK3 I¢ LA %50 ds Hiicre i¢inde madde iiretimi var

15 | 301/IK3 Orta R2A %100 dH,O Hiicre i¢inde madde iiretimi var

16 | 318/IK3 I TSA % 50 ds Gagz tretimi

17 | 332/IK3 Dis TSA % 100 dH,O Hiicre i¢inde madde iiretimi var

18 | 406/IK4 Orta LA % 100 dH,0O Gaz tiretimi

19 | 421/IK4 I¢ R2A % 75 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

20 | 429/IK4 I¢ R2A % 50ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

21 | 447/IK4 Dis R2A %100 dH,O Antagonist madde iiretiyor olabilir

22 | 461/IK4 Dis TSA % 75 ds Gagz tretimi

23 | 475/IK4 Dis TSA % 40 ds Hiicre i¢cinde madde iiretimi var

24 | A27/K 40 m/1 LA % 100 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

25 | A31/K 40 m/1 LA % 75 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

26 | A36/K 40 m/1 LA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

27 | A37/K 40 m/2 LA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

28 | A39/K Dip/2 LA % 50 ds Antagonist madde tiretiyor olabilir

29 | A41/K 30 m LA % 40 ds Gaz tiretimi

30 | A73/K 40 m/1 TSA % 75 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

31 | A77/K 40 m/1 TSA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

32 | A78/K 40 m/2 TSA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

33 | A79/K Dip/1 TSA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

34 | ASO/K Dip/2 TSA % 50 ds Antagonist madde tiretiyor olabilir
Devami arka sayfada
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Cizelge 2.1” in devami

No | Izolatin ad1 | Istasyon ad1 | Izolasyon besiyeri Ozelligi

35 | A82/K 40 m/1 TSA % 40 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
36 | A106/M 100 m/1 ZoBell % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
37 | Al15/M 10 m/2 ZoBell % 100 dH,O | Hiicre i¢inde madde iiretimi var
38 | Al11&8/M 20 m/3 ZoBell % 100 dH,O | Hiicre i¢inde madde iiretimi var
39 | Al124/M 20 m/2 LA % 100 ds Hiicre i¢inde madde iiretimi var
40 | A125/M 20 m/2 LA % 100 ds Hiicre i¢inde madde iiretimi var
41 | A139/M 10 m/3 LA % 50 ds Gaz tiretimi

42 | Al154/M 20 m/1 LA % 100 dH,O Antagonist madde tiretiyor olabilir
43 | AI155/M 20 m/2 LA % 100 dH,O Antagonist madde iiretiyor olabilir
44 | A156/M 20 m/3 LA % 100 dH,O Antagonist madde iretiyor olabilir
45 | A170/M 100 m R2A % 75 ds Hiicre i¢inde madde iiretimi var
46 | A195/M 100 m/2 TSA % 100 ds Hiicre i¢inde madde iiretimi var

2.2.7.1. Tammlanmak Uzere Secilen 1Izolatlarin -20 Stoklarindan
Canlandirilmalar

Hem saf olmayan izolatlarin saf olarak elde edilmesi ve hem de uzun zamandir
stok olarak -20°C’ ta derin dondurucuda saklanan izolatlarin tekrar canlandirilmalar
amaciyla sivi izolasyon besiyerlerine inokiile edildi. Ekim islemi i¢in her bir se¢ilmis
izolatin kendine ait izolasyon besiyerinden 2’ ser ml steril tiiplere boliindii. Gliserol
icindeki stok izolatlardan %2 v/v olacak sekilde ekim yapilarak 6n kiiltiir hazirlandi.
Her bir izolat i¢in sivi besiyerinden kaynaklanabilecek herhangi bir
kontaminasyonun takip edilebilmesi amaciyla izolasyon besiyerlerinden birer adet te
kontrol tlipi hazirlandi. Ekim yapilan tiipler, +30 °C’ ta sicak odada g¢alkalayici
tizerinde 270 rpm’ de calkalanarak 24 saat biiyiimeye birakildi. 24 saat sonunda
tiiplerin bazilarinda tireme oldugu goriildii. Ayni izolasyon besiyerlerine bu tiiplerden

ikinci bir ekim yapildi ve izolatlar 24 saat daha +30 °C’ ta sicak odada tutuldular.

48. saatin sonunda bazilarinin zayif iireme gostermekle beraber, tiim izolatlarin
tiredigi gortildi. Bu izolatlar da 24 saatte iireyen diger izolatlar gibi ikinci kez kendi
izolasyon besiyerlerine ayni sartlarda inokiile edildi ve benzer inkiibasyon sartlari
korunarak 24 saat biiylimeye birakildi. Ekimleri yapilmis 24 ve 48 saatlik tim
izolatlarin 24 saatte tiredigi goriildii. Bu da elimizdeki bakterilerin -20 °C’ta uzun
stire kalmaktan etkilendiklerini géstermistir. Tiim izolatlar, esit yasta olmalar1 igin 3.

kez s1v1 besiyerine alinmis, izolatlarin saf olarak elde edilmesi asamasina gec¢ilmistir.



36

2.2.7.2. izolatlarin Saf Olarak Elde Edilmesi

Tiir diizeyinde tanimlamaya alinmadan Once, secilmis izolatlarin, saf olup
olmadiklar tekrar tekrar kontrol edildi. 24 saatlik siv1 besiyerindeki izolatlardan, 46
adet bakteri soyuna kesisen c¢izgi ekimi yapildi. Bu asamada iki sey planlandi.
Bunlardan ilki ¢izgi ekimle safligin kontrolii, ikincisi ise, 5 giin boyunca takip edilen
Petri kaplarinda 24 saatte goriilmeyen farkli kolonilerin olup olmadiginin

belirlenmesidir.

Ekim isleminin ardindan tiim Petri kaplar1 +30 °C’ ta sicak odada 24 saat
biiyiimeye birakildi. Bu asamada ekim i¢in kullanilan 24 saatlik s1v1 kiiltiirler de +30
°C’ ta sicak odaya kaldirildi ve 5 giin takip edildi. 24 saatlik biiyiime siiresini takiben
her bir izolatin koloni 6zellikleri kaydedildi. Bu agsamada tiim Petri kaplar1 yeniden
kesisen ¢izgi ekim yontemi ile kat1 besiyerlerine ekildi ve +30 °C’ ta sicak odada ilk
24 saatlik Petri kaplari ile beraber biiyiimeye birakildi. Ikinci 24 saat sonunda ilk
grup (48. saati dolduran) ve ikinci grup (24. saati dolduran) Petri kaplar1 +30 °C’ ta
sicak odadan almarak daha O©nceki koloni ozellikleri ve varsa yeni goriilen
kolonilerin 6zellikleri kaydedildi. Bu basamakta 24 saatlik ikinci grup Petri kaplari
+4 °C’ ta soguk odaya kaldirilirken, 48 saatlik Petri kaplar1 ise 5 giine kadar takip
edilmek tizere +30 °C’ ta sicak odada bekletildi. 48. saatte ve varsa 5. giin sonunda,
Petri kaplan icerisinde goriilen farkli koloniler kaydedildi ve yeni Petri kaplarina

yapilan ¢izgi ekimlerle saf olarak eldesi saglanmaya ¢aligildu.

24 saat sonunda morfolojileri ile ilgili g6zlemler kaydedilmesine paralel olarak
her bir izolata Gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri yapildi. 5. giin sonunda ise
kontrol amagli spor boyamalar1 da yapildi. Gram boyama ve spor boyama sonucu
hazirlanan preparatlarin mikroskop gozlemlerinde hala saf olarak elde edilemeyen
izolatlarin var oldugu goriildiigiinden, saf olarak elde etmek amaci ile izolatlarin
cizgi ekimlerine devam edildi. Bu asamada bazi izolatlarin koloni diizeyinde saf
goriinmesine ragmen mikroskobik ¢alismalarda saf olmadigi anlasildi. Bu 6rneklerin
ortak yasadigi diisliniildiigiinden, calisma dis1 birakilarak, saf olarak elde
edilebilenler ile calismaya devam edildi. Cizgi ekimler sonrasi tekrarlanan Gram

boyama testi ile mikroskopik olarak saf olduguna ikna olunan izolatlar sivi
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besiyerlerine ekildi. 24 saat, +30 °C’ ta sicak odada inkiibe edilmelerinin ardindan

icerisinde steril %80 (v/v) gliserol bulunan steril mikrosantrifiij tiiplerine final

konsantrasyonu %33 (v/v) olacak sekilde aktarildi ve -20 °C’ ta derin dondurucuda

koruma altina alindilar. Bu asamada tanimlanmak tizere segilen izolat sayist 53 adete

ulasti. Bu 53 izolat, dncelikle temel mikrobiyolojik tanimlama testlerine, sonra da

otamatik tanimlama sisteminde tiir diizeyinde tanimlanmaya alindi (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Temel Mikrobiyolojik testler ve otomatik tanimlama sistemi ile tiir

diizeyinde tanimlanmaya alinan izolatlarin listesi (ds=deniz suyu; dH,O=distile su).

No | izolatin adi | istasyon adi izolasyon besiyeri Ozelligi

1 42/1K1-1 I¢ LA % 100 dH,0 Sivi liretiyor

2 42/IK1-2 I¢ LA % 100 dH,O S1vi iiretiyor

3 42/IK1-3 I¢ LA % 100 dH,O S1vt tiretiyor

4 43/IK1 Orta LA % 100 dH,O S1vt tiretiyor

5 45/IK1 Orta LA % 100 dH,O S1vt tiretiyor

6 46/IK1 Di1s LA % 100 dH,O S1vi iiretiyor

7 65/IK1 Orta LA % 100 dH,O Hiicre i¢i birikim var

8 96/1K2 Orta ZoBell % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
9 171/1K2 Orta TSA % 100 ds S1vt tiretiyor

10 | 181/IK2 Dis TSA % 75 ds S1vt tiretiyor

11 | 189/IK2 Di1s TSA % 50 ds S1vt tiretiyor

12 | 193/IK2-1 Orta TSA % 40 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
13 | 193/IK2-2 Orta TSA % 40 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
14 | 235/IK3 I¢ ZoBell %100 dH,O Hiicre i¢inde madde iiretimi var
15 | 237/IK3 Orta ZoBell %100 dH,O Hiicre i¢inde madde iiretimi var
16 | 257/IK3-1 I¢ LA %50 ds Hiicre i¢inde madde iiretimi var
17 | 257/IK3-2 I¢ LA %50 ds Hiicre i¢inde madde iiretimi var
18 | 301/IK3-1 Orta R2A %100 dH,O Hiicre i¢inde madde iiretimi var
19 | 301/IK3-2 Orta R2A %100 dH,O Hiicre i¢inde madde iiretimi var
20 | 318/IK3 I¢ TSA % 50 ds Gaz iiretimi

21 | 332/IK3 Dig TSA % 100 dH,O Hiicre i¢inde madde iiretimi var
22 | 406/IK4-1 Orta LA % 100 dH,O Gaz tiretimi

23 | 406/1K4-2 Orta LA % 100 dH,O Gaz tiretimi

24 | 406/1K4-3 Orta LA % 100 dH,0O Gaz tiretimi

25 | 421/IK4 I¢ R2A % 75 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
26 | 429/IK4 I¢ R2A % 50ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
27 | 447/IK4 Dis R2A %100 dH,O Antagonist madde liretiyor olabilir
28 | 461/IK4 Dig TSA % 75 ds Gaz tretimi

29 | 475/1K4-1 Dis TSA % 40 ds Hiicre icinde madde iiretimi var
30 | A27/K 40 m/1 LA % 100 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
31 | A31/K 40 m/1 LA % 75 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
32 | A36/K 40 m/1 LA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir

Devami arka sayfada
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Cizelge 2.2’ nin devam

No | izolatin adi | istasyon adi izolasyon besiyeri Ozelligi

33 | A37/K 40 m/2 LA % 50 ds Antagonist madde liretiyor olabilir
34 | A41/K 30 m LA % 40 ds Gaz tiretimi

35 | A73/K-2 40 m/1 TSA % 75 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
36 | A73/K-3 40 m/1 TSA % 75 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
37 | A77/K-1 40 m/1 TSA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
38 | A78/K-1 40 m/2 TSA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
39 | A78/K-2 40 m/2 TSA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
40 | A79/K Dip/1 TSA % 50 ds Antagonist madde liretiyor olabilir
41 | A80/K-1 Dip/2 TSA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
42 | A80/K-2 Dip/2 TSA % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
43 | A106/M-1 100 m/1 ZoBell % 50 ds Antagonist madde iiretiyor olabilir
44 | A115/M-1 10 m/2 ZoBell % 100 dH,O Hiicre i¢inde madde iiretimi var
45 | A115/M-2 10 m/2 ZoBell % 100 dH,0O Hiicre i¢inde madde iiretimi var
46 | Al118/M-1 20 m/3 ZoBell % 100 dH,O Hiicre i¢inde madde iiretimi var
47 | A118/M-2 20 m/3 ZoBell % 100 dH,O Hiicre i¢cinde madde iiretimi var
48 | Al124/M 20 m/2 LA % 100 ds Hiicre i¢inde madde iiretimi var
49 | A139/M 10 m/3 LA % 50 ds Gaz tretimi

50 | A154/M 20 m/1 LA % 100 dH,O Antagonist madde iiretiyor olabilir
51 | A155/M-1 20 m/2 LA % 100 dH,O Antagonist madde liretiyor olabilir
52 | A155/M-2 20 m/2 LA % 100 dH,O Antagonist madde liretiyor olabilir
53 | A156/M 20 m/3 LA % 100 dH,O Antagonist madde iiretiyor olabilir

2.2.8. lizolatlarmn Tiir Diizeyinde Tammmlanmasinda Morfolojik

Ozellikleri Belirlemeye Yonelik Testler

Secilmis ve saf olarak elde edilmis izolatlara Gram ve spor boyama, Katalaz ve

oksidaz testlerine ek olarak asagida detaylar1 verilmis testler yapildi.
2.2.8.1. Kapsiil Boyama (Alexander ve Strete, 2001)

Baz1 bakteriler biiylimeleri sirasinda etraflarina ¢esitli polisakkarit ve
polipeptitleri salgilarlar. Bu maddeler bakteri hiicresi etrafinda birikerek kapsiil ad1
verilen bir yap1 olustururlar. Klinik olarak onemli bazi bakteriler kapsiilii (Or;
Pnomoni etkeni-Klebsiella pneumoniae ve Streptococcus pneumoniae) kendilerini
fagositoza karst korumada kullanirlar. Bu nedenle kapsiil yapisi hastalik yapici

ozelliginde etkili bir faktor olarak kabul edilmektedir.
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Bu yontemde, kapsiiller boyamaya karsi direngli oldugu ig¢in, hiicre ve
etrafindaki zemin boyanir. Bu nedenle basit boyama ve negatif boyama birlesimi bir
yontemle boyama islemi tamamlanirken asidik boya olarak Kongo kirmizisi, nigrosin
veya ¢ini miirekkebi kullanilir. Bu boyalar bakterinin etrafindaki zemini boyarken,
bazik boyalar kristal viyole, karbolfuksin veya safranin ise bakteri hiicresini boyar

(Alexander ve Strete, 2001).

Bu test i¢in boya olarak nigrosin ve safranin kullanildi. Bu asamada
boyanacak izolatlarin taze kiiltiirleri sivi izolasyon besiyerlerine 6ze ile steril
kosullarda inokiile edildi ve 30 °C’ ta sicak odada 24 saat biiylimeye birakildi.
Kapsiil olusumunu tegvik etmek amaciyla izolatlarin taze kiiltiirlerinden Siit Tozlu
Agar’ a 6ze ile ekim yapildi. Petri kaplar1 sicak odada +30 °C’ ta biiylimeye birakildi.
Pozitif kontrol olarak Leuconostoc mesenteroides’in 24 saatlik taze kiiltiirii de

hazirlandi.

Ekimden 48 saat sonra, temiz lamlar ilizerine birer damla %10 (w/v) ’luk
nigrosin (Bkz 2.2.1.2) damlatild1 ve izolatlardan bir 6ze dolusu alind1 ve boya ile
karigtirtlarak lam iizerine yayildi (negatif boyama). Preparatlarin hava ile
kurumalarini takiben lamlar safranin damlatilarak 30 sn boyandi (basit boyama) ve
kurutuldu. Kapsiilii olusturan polisakkarit yap1 suda ¢oziiniir oldugundan safranin (30
sn) uygulamasmi takiben kurutuldu ve mikroskopta immersiyon objektifinde
gozlendi. Bakteri etrafinda boyanmadan kalan agik renkli bdlge kapsiil varligini

gosterdiginden bu 6rnekler kapsiil pozitif kabul edidi (Sekil 2.6).

Sekil 2.6. Kapsiil Boyama (negatif ) drnek resim (42 1K 1-3 no lu izolat)
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2.2.8.2. Hareketlilik Testi (Alexander ve Strete, 2001 ve Atlas, 1997)

Bu test bakterilerin hareket etmek ic¢in ilave dis uzantilar1 veya flagella
varhginin belirlenmesini saglamaktadir. Or; Escherichia coli hareketli, Leuconostoc
mesenteroides hareketsiz bakteri olarak 6rneklendirilmektedir. Hareketliligin tayini
i¢in Indol Hareketlilik Test Agar Besiyeri kullamlmaktadir. Bu besiyerleri ile indol
olusumu ve H,S olusumunun belirlenmesi de miimkiin olmaktadir. En bilinen
hareketlilik tayini besiyeri Siilfit indol Hareketlilik besiyeri olarak tarif edilmektedir
(Alexander ve Strete, 2001).

Izolatlarin hareketli olup olmadigini tayin etmek iizere Siilfit indol Hareketlilik
besiyeri mevcut olmadigi icin; Atlas, (1997)’ in “Handbook of Microbiological
Media” kitabinda onerilen Indol Hareketlilik Testi Agar besiyeri (Bkz. 2.2.1.1)
kullani1ldi. Donmus bu yar1 kat1 besiyerine, izolatlarin 24 saatlik siv1 kiiltiirlerinden
igne ile steril kosullarda ekim yapildi. Bu ekim sekli ile hareketlilik besiyerine
tizerinde siv1 kiiltiirden alinmis izolatin oldugu ignenin batirilip-¢ikarilmasi saglandi
ve bdylece dikey, tek ¢izgi halinde bir ekim hatt1 olustu. Ekim islemini takiben tiipler
+30 °C’ ta sicak odada 48 saate kadar biiylimeye birakildi. 24. saatte ve 48. saatte
tiipler kontrol edilerek igne ekim hattindan yanlara dogru uzantilar ve biiylime
belirtileri, hareketlilik var [Hareketlilik pozitif (+)], bu hatta degisiklik olmamasi
hareketlilik yok [Hareketlilik negatif (-)] olarak degerlendirildi (Sekil 2.7).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 2.7. izolatlarin on tanesinde hareketlilik testi fotografi. 1 Bos, 2 (-) ve 3 (+)
Kontrol, 4,9,10 Hareketli, 5,6,7,8 Hareketsiz
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2.2.9. lizolatlarin Tiir Diizeyinde Tammlanmasinda Fizyolojik

Ozellikleri Belirlemeye Yonelik Testler

2.2.9.1. Lipit Boyama (Tamer ve ark., 1989)

Prokaryotlarda da, 6karyotlar gibi notr lipitler (trigliseritler) depolanmaktadir.
Birgok bakteride lipit yapili Poli Hidroksi Butirat (PHB) ana depo maddesidir. PHB
cisimcikleri lipofil olduklarindan yagda ¢oziinen boyalar ile boyanmaktadirlar. Bu
boyama i¢in Sudan siyahi boyasi, ksilen ve bazik boya olarak safranin (%0,5 w/v)

(Bkz. 2.2.1.2) kullanilmistir

Secilmis izolatlarin 24 saatlik sivi kiiltiirlerinden lipit olusumunu tesvik
amaciyla, Gliserol Maya Oziitii (Bkz. 2.2.1.1) igeren besiyerine steril 6ze ile ekildi.
Ekim islemini takiben kat1 besiyerindeki izolatlar 3 giin boyunca +30 °C’ ta sicak oda

kosularinda biiytimeye birakildi. (Tamer ve ark., 1989).

Lipit boyama i¢in temiz lamlar hazirlandiktan sonra, lam {izerine steril 6ze
yardimi ile izolatlar yayild1 ve ince bir bakteri filmi hazirlandi. Kurutulan preparatlar
Sudan siyahi ile 15 dk boyandi. Bu siire sonunda kalan boya, lamlarin iizerinden
dokiildii ve boyanin iyice kurumasi beklendi. Ardindan ksilol ile yikanan preparatlar
hava ile kurumaya birakildi. Son basamakta ise (%0.5 w/v) safranin ile 30 sn boyandi
ve yikanarak kurutulduktan sonra immersiyon objektifinde incelendi. Lipit yapili
PHB cimcikleri gri-siyah, bakteri hiicreleri ise pembe-turuncu olarak gézlendi (Sekil

2.8).
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Sekil 2.8. Lipit Boyama sonucu PHB varlig1 yoniinden pozitif (A) ve negatif (B)

izolatlar i¢in 6rnek resimler
2.2.9.2. Tuz Gereksinimi ve Toleransina Gore Testler (Tamer ve arkadaslari, 1989)

Secili izolatlar %10 (w/v) tuz iceren kendi sivi izolasyon besiyerlerine
inokiile edildi ve 24 saat ve 48 saat +30 °C’ ta inkiibasyonun ardindan iireme

durumlar1 bos kontrol besiyerleri ile karsilastirilarak kaydedildi.

2.2.9.3. Antibiyotiklere Duyarhilhik Testleri [Kirby-Bauer Metotu (Alexander ve Strete,
2001)]

Bu metot, bir yorumlama standarti ile sonuglarin karsilastirmasina dayanan ve
cesitli antibiyotiklerin etkililigini tayin etmek i¢in kullanilan bir yontem olarak tarif
edilmektedir. Bu karsilagtirma test edilen bir bakterinin antibiyotige duyarh
(suceptible-S) veya direngli (resistant-R) olup olmadigini tayin etmeyi saglamaktadir.
Bu testi uygulamak i¢in Miiller-Hinton Agar besiyeri 6nerilmektedir (Himedia-Italy /
antibiyotik duyarlilik testi disk prospektiisii).

Bu asamada se¢ilmis izolatlar kat1 izolasyon besiyerlerine ekilerek 24 saatlik
taze kiiltiirleri hazirlandi. Izolatlar, Miiller-Hinton Agar (Bkz. 2.2.1.1) igeren
besiyerlerine, daha 6nceden hazirlanarak steril edilmis pamuklu ¢ubuklar (ekiivyon)
ile birbirine paralel ¢izgiler seklinde ekildi. Bdylece tiim Petri kabina izolattan alinan
ornek yayildi. Bu islem 3 farkli yonde tekrar edilerek yayma islemi tiim yiizeyde
tamamlandi. Her bir izolat i¢in yeni bir steril pamuklu ¢ubuk kullanildi. Ekim

islemini takiben secilmis 8 farkli antibiyotik diski [Gentamisin (Gm'’), Nalidiksik
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asit (Na'), Spektinomisin (Se'”), Ampisilin (A'%), Streptomisin (S'%),
Trimentoprim-Sulfamethoksazol (Cozs), Tetrasiklin (T30) ve Kloramfenikol (C3O)]
ekili yiizey iizerine steril kosullarda ve her bir Petri kab1 icin ortak bir yerlesim plani
olusturularak yerlestirildi. 24 saat, +30 °C’ ta sicak oda kosullarinda biiylimeye
birakildi. Inkiibasyonu takiben izolatlarin her birinin, disklerin etrafinda olusturdugu

zon caplar1 Olciilerek kaydedildi (Sekil 2.9).

Kontrel

Q);. disk }

Sekil 2.9. Ornek antibiyogram 45 IK 1 (A) Disk yerlesim plani (B).

Olusan zon ¢aplarina iligkin degerlendirme, her bir antibiyotik i¢in antibiyotik
disklerinin temin edildigi HiMedia firmasmin disklere ait prospektiislerde vermis
oldugu standart araliklara gore yapildi. Bu araliklara ait detayli bilgi Cizelge 2.3’ de

verilmigtir.
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Cizelge 2.3 Kullanilan antibiyotik disklerine ait zon ¢ap1 bilgi ¢izelgesi (Kaynak-
HiMedia-antibiyotik duyarlilik testi disk prospektiisii)

. Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
e e . Disk
Antibiyotik Diski icerigi R= Resistant I=Intermediate S=Susceptible
(Direncli) (Arada) (Duyarh)
10 pg
Gm" 12 mm ve 13-14 mm arast 15 mm ve daha
daha az fazla
Na¥? 30 ng lzarll:;na;e 14-18 mm arasi 19 Irganzl\; eSldaha
100
Sel® HE 13;;1?21\2’6 15-17 mm arasi 18 Irganzl\; eSldaha
Gr —enterikler 13 mm ve 17 mm ve daha
i¢in daha az 14-16 mm arasi fazlasi
?@'mklar 28 mm ve 29 mm ve daha
tgin daha az ) fazlasi
Heamophilus 18 mm ve 22 mm ve daha
10 -
A spp. 10 ng daha az 19-21 mm arasi fazlast
S. pneumoniae _ _ _
S. pneumoniae
digindaki 18 mm ve 19-25 mm arasi 26 mm ve daha
Streptokoklar daha az fazlasi
st 10 ng l(liarlrll;nalee 12-14 mm arasi 15 Hganzlzl zldaha
25 1.25/ 10 mm ve 16 mm ve daha
Co 23,75 ug daha az 11-15 mm aras: fazlasi
30 14 mm ve 19 mm ve daha
T 30 ug daha az 15-18 mm arasi fazlast
¥ 30 ug 30 mm ve 31-37 mm arast 38 mm ve daha
daha az fazlasi

Kullanilan antibiyotik disklerinin antibakteriyel etkilerini test etmek {iizere

kontrol mikroorganizmalar olarak NCCLS, 1997 (National Committee for Clinical
Laboratory Standards-USA) tarafindan Onerilen Escherichia coli ATCC 25922 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 soylarina ait degerler kullanildi. Elde edilen
sonuclarin kendi icinde degerlendirilmesine yonelik olarak c¢oklu antibiyotik
direncliliginin irdelenmesi konusunda MAR gostergesi (Multiple Antibiotic
Resistance Index) degerleri (a/b) hesaplandi. Buna gore “a” secilmis izolatlarin
direngli oldugu antibiyotik sayisini, “b” ise test edilen toplam antibiyotik sayisini
ifade etmektedir. Bir bakteri i¢in MAR gostergesi degeri eger 0,2° den biiyiik ise, bu
antibiyotikler ¢ok yaygin olarak kullaniliyordur ve bu bakteri insan veya hayvanlar

icin oldukga biiyiik bir risk olusturuyor demektir. Aksine MAR indeks degeri 0,2° ye
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esit veya daha kiiciik ise o antibiyotiklerin kullanimi ya ¢ok azdir veya o

antibiyotikler kullanilmamaktadir.

2.2.10. izolatlarin Tiir Diizeyinde Tamimlanmasinda Biyokimyasal

Ozellikleri Belirlemeye Yonelik Testler

2.2.10.1. Ug¢ Sekerli Demirli Agar’ da Hidrojen Siilfir Olusumu ve

Karbonhidrat Kullanimi (Alexander ve Strete, 2001)

Literatiirde enterik bakterilerde 3 farkli sekerin kullanimi ile Hidrojen Siilfiir
(H2S) olusumunun beraberce gozlendigi biyokimyasal bir test olarak tarif
edilmektedir. Bu besiyeri enterik bakterilerin kullanabildigi ¢esitli karbonhidratlar
(glukoz, sukroz ve laktoz) ve proteinleri (dana ekstrakti, maya ekstrakti ve pepton)
icermektedir. Burada tiyosulfatlar H,S {iretimi i¢in siilfiir kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Farkli enterik bakteriler bu substratlar1 farkli sekilde kullanirlar.
Besiyerinin birlesiminde bulunan demir siilfat (FeSQO,) ise H,S ile reaksiyona girerek
demir stlfiir (FeS) adli siyah renkli bir ¢okelti olusturmaktadir. Ayn1 zamanda bu
besiyerinde pH belirteci (indikatorii) olarak fenol kirmizis1 bulunmaktadir. Bu boya
asidik pH’ da sar1, bazik pH’ da koyu kirmizi renk almaktadir. Besiyeri hazirlanirken

baslangi¢ pH’ sinin 7,4’e ayarlanmasi onerilmektedir (Alexander ve Strete, 2001).

Reaksiyon 1: Karbonhidrat fermantasyonu ve H,S olusumu negatif

Glukoz, laktoz, sukroz »  Glukoz, laktoz, sukroz
(agarin dibi ve yatik kismi kirmizi) (agarin dibi ve yatik kismi1 kirmizi)
Sistein »  Sistein

(Siyah renk olusumu yok)

Reaksiyon 2: Yalniz glukoz fermentasyonu

Laktoz, sukroz » Laktoz, sukroz
(agarim yatik kismi kirmizi) (Agarin yatik kismi1 kirmizi)
Glukoz » Asit olusumu (pH diiger)

(agarmn dip kismi kirmizi) (agarin dip kismui sar1)
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Sistein » Sistein
(siyah renk olusumu yok)

Reaksiyon 3: Glukoz fermantasyonu ve H,S olusumu

Laktoz, sukroz » Laktoz, sukroz
(agarm yatik kismi kirmizi) (Agarin yatik kismi1 kirmizi)
Glukoz » Asit olusumu (pH diiser)
(agarmn dip kismi kirmizi) (agarin dip kismu sar1)
Sistein » H,S ve diger tiriinler

H,S+ FeSO4 ——— »  FeS
(Siyah renk)

Reaksiyon 4: Laktoz ve/veya sukroz ve glukoz fermantasyonu ile H,S olusumu

Laktoz ve/veya sukroz > Asit olusumu (pH diiser)
(agarm yatik kism1 kirmizi) (agarin yatik kismi sart)
Glukoz > Asit olusumu (pH diiser)

(agarin dip kism1 kirmizi) (agarin dip kismi sar1)

Sistein » H,S ve diger tirlinler

H,S+ FeSO4 ———  » FeS
(Siyah renk)

Bu test i¢in izolatlarin saf ve taze kiiltiirleri kat1 besiyerlerine ekilerek
hazirlandi. Ekim islemi igne ile steril kosullarda yapildi. Bunun i¢in igne alevde
steril edildikten sonra izolattan 6rnek alindi ve yatik agarm dip kismina girilerek,
dikey ince bir ekim hatti olusturulduktan sonra besiyerinden ¢ikma asmasinda, igne
ile yatik kismu ¢izilerek ekim tamamlandi. Ekim islemini takiben izolatlar, +30 °C’ ta
sicak oda kosullarinda 24 saat biiylimeye birakildi. Kontrol olarak Escherichia coli
[glukoz, laktoz ve sukroz (+), glukozdan gaz olusumu (+), H,S (-)], Pseudomonas
aeruginosa [glukoz, laktoz ve sukroz (-), glukozdan gaz olusumu (-), H,S (-)],

Salmonella sp. [glukoz, laktoz ve sukroz (+), glukozdan gaz olusumu (+), H,S (+)]
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kullanildi. 24 saatlik biliylimeyi takiben, izolatlarin bu besiyerindeki davranislar
asagidaki gibi degerlendirildi ve sonuglar kaydedildi (Sekil 2.10).

I8

Sekil 2.10. TSI agar testi i¢in 6rnek fotografi (A) Salmonella sp. [glukoz, laktoz ve
sukroz (+), glukozdan gaz olusumu (+), H,S (+)] HaS (tiipiin siyah kismi), Glukoz,
Sukroz ve Laktoz pozitif (tliplin sar1 kismi), (B) on adet izolatin sonuglar1 buna gore;
Glukoz, Sukroz ve Laktoz pozitif (sar1 renkli tiipler) ve negatif (kirmizi renkli tiipler)

izolat 6rnekleri, tiim izolatlar H,S negatiftir.

2.2.10.2. IMVIC Testi (Alexander ve Strete, 2001)

Bu test adin1 asagida detaylar1 verilen 4 farkli testten almaktadir. Bunlar Indol

(), Metil kirmizis1 (Metil Red-MR), Voges Preskauer (VP) ve Sitrat (C) testleridir.

2.2.10.2.1. indol Testi

Triptofan aminoasitinin, triptofanaz enziminin varliginda yikima ugratilmasi ile
ortaya ¢ikan piruvik asit, indol ve NHj3 gibi yan iirlinlerin i¢inden indoliin Kovaks
ayiracit varhiginda kirmizi renk vermesi temeline dayanan bir test oldugu ifade

edilmektedir.

Pozitif test

Triptofan _triptofanaz ~ NHs+ piruvik asit+ indol
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Indol+ Kovaks ayiraci= kirmiz1 renk

Negatif test
Triptofan  __triptofanaz enzimi yok . Triptofan p

Triptofan+ Kovaks ayiraci= kirmizi renk olusumu yok

Bu test i¢in hareketlilik testinde detaylar1 verilen Indol-Hareketlilik Test Agar
(Bkz. 2.2.1.1) kullanildi (Atlas, 1997). Bu besiyerinde hareketlilik 6zelliginin
yaninda indol olusumunun varlig1 da test edildi. Pozitif kontrol olarak Escherichia
coli, negatif kontrol olarak Leuconostoc mesenteroides kullanildi. Hareketlilik testi
icin, ekim yapilmis tiiplere 48 saatlik inkiibasyon sonunda 5’ er damla Kovaks
ayiract damlatilmis ve agarin yiizeyin de kirmizi renkli bir halkanin olusumu
gozlemlendiginde reaksiyon indol pozitif kabul edildi (Sekil 2.7 Hareketlilik testi ile
beraber bakilmistir).

2.2.10.2.2. Metil Kirmizis1 (MR) Testi (Alexander ve Strete, 2001)

Enterik bakterilerde glukoz metabolizmasinin ¢esitliligini temel alan bir test
olarak tarif edilmektedir. Tiim enterikler glukozu metabolize ettiklerinde ilk {iirin
olarak piruvik asit olusturmaktadirlar. Bunlardan bazilar1 puvik asiti; laktik, formik
ve asetik asit gibi diger asitlere metabolize ettikleri sonraki asamalarda, karisik asit
dongiileri kullanmaktadirlar. Bu bakterilere metil kirmizisi pozitif denmektedir.
Diger enterikler ise piruvik asiti ndtr son iirlinleri metabolize etmek i¢in butilen
glikol dongiisiinii kullanmaktadirlar. Bunlara da metil kirmizis1 negatif bakteriler
denmektedir. Bu testin  sonuglar1  asagidaki  reaksiyonlara  dayanarak

degerlendirilmistir (Alexander ve Strete, 2001).

Pozitif test:
Glukoz » Piruvik asit (1 giin sonra)
Piruvik asit » Laktik asit, asetik asit ve formik asit (5-7 giinde)

Laktik asit, asetik asit ve formik asit (pH 4,2)+ metil kirmizis1 ilavesi= kirmizi renk
olusumu.
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Negatif test:
Glukoz » Piruvik asit (1 giin sonra)
Piruvik asit » Notr son lriinler (5-7 giin)

Notr son iirtinler (pH 6,0) + metil kirmizisi ilavesi= sar1 renk olusumu

Bu test icin Metil Kirmizisi-Voges Preskauer besiyeri (MR-VP) (Bkz. 2.2.1.1)
kullanilmistir. Bu tiiplere izolasyon besiyerlerindeki 24 saatlik sivi kiiltiirlerinden
steril mikropipet ucu ile 40’ar ul ekim yapildi ve +30 °C’ta sicak oda kosullarinda 7
giin inkiibasyona birakildi. Pozitif kontrol olarak Escherichia coli [VP (+)]
kullanildi.

Bir haftalik inkiibasyon siiresinin ardindan tiiplere 10’ar damla metil kirmizisi
ilave edildi ve tipler hafifce calkalandiktan sonra yukaridaki tariflere gore test
sonuclar1 degerlendirilerek kaydedildi (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. MR testi 6rnek fotografi, 1 Bos, 2 Pozitif kontrol E.coli; 4-10 izolatlar 7

Pozitif 6rnek, 3, 9 negatif 6rnek.

2.2.10.2.3. Voges Proskauer (VP) Testi (Alexander ve Strete, 2001)

Bu testte glukoz metabolizmasinin iriinlerine dayanmaktadir. MR testi ile
asidik trlinlerin varlig1 test edilirken, VP testi ile piruvik asitin metabolize edilmesi
ile elde edilen asetoin gibi (asetilmetilkarbinol) notr son firiinlerin varligi test
edilmektedir (Alexander ve Strete, 2001). Bu amagla, MR testinde oldugu gibi bu
test icin de MR-VP besiyeri kullanildi.
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Pozitif test:
Glukoz » Piruvik asit
Piruvik asit » Asetoin

Asetoin+ alfa naftol+ NaOH ilavesi= kirmizi renk olusumu

Negatif test:

Glukoz » Piruvik asit
Piruvik asit ——— »  Asetoin olusumu yok+ alfa-naftol+NaOH= bakir rengi

olusumu

MR testi i¢in hazirlanan izolatlarin siv1 izolasyon besiyerlerinde biiyiitiilmiis 24
saatlik taze kiiltiirlerinden MR-VP siv1 besiyerlerine ikinci bir set ekim daha yapildi.
Ekim islemini takiben kiiltiirler sicak oda kosullarinda 48 saat biiylimeye birakildi.
Negatif kontrol olarak Escherichia coli [VP(-)], pozitif kontrol olarak Bacillus cereus
[VP ()] kullanild1 (Tamer ve ark., 1989). 48 saatlik MR-VP besiyerindeki kiiltiirlere,
siras1 ile 12 damla alfa naftol (Bkz. 2.2.1.3) ve 4 damla NaOH %40 (w/v) (Bkz.
2.2.1) damlatildi. Sonuglar asagidaki reaksiyonlara gore degerlendirildi ve kaydedildi
(Sekil 2.12).

Sekil 2.12. VP testi i¢in 6rnek fotografi; 1 Bos, 2 Negatif kontrol E.coli; 3 Pozitif

kontrol B. cereus, 4-10 izolatlar. 6 Negatif 6rnek, 9 Pozitif 6rnek.
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2.2.10.2.4. Sitrat Testi (Alexander ve Strete, 2001)

IMVIC testi i¢in son test sitrataz enziminin varliginin gosterildigi sitrat testidir.
Sitrat organik bir molekiil olup, sitraz enzimini iretebilen bakteriler tarafindan
kullanilabilmektedir. Bu besiyeri tek karbon kaynagi olarak sitrat ve pH indikatorii
olarak bromtimol mavisi igermektedir. Besiyeri baslangic asiditesi pH 6,9 da yesil
renk, pH 7,6 ve lstlinde ise mavi renk almaktadir. Sitrati karbon kaynagi olarak
kullanabilen bakteriler besiyerinin pH’sinda artmaya neden oldugundan mavi renk
almakta, sitrat1 metabolizma edemeyen bakteriler ise iireyemedikleri i¢in besiyerinin

rengi degismeden kalmaktadir (Alexander ve Strete, 2001).

Pozitif test:

Sitrat sitraz » Okzaloasetik asit+ asetik asit
(yesil)

Okzaloasetik asit——» Piruvik asit+ CO,

CO,+ Na" » Na,CO; [(sodyum karbonat-pH artar)]
(mavi renk olusur ve bakteri iirer)

Negatif Test:

Sitrat » Sitrat (pH degismez)

(yesil) (yesil ve bakteri liremez)

Bu test i¢in Simon Sitrat Agar besiyeri (Bkz. 2.2.1.1). Izolatlarin kat1 izolasyon
besiyerine ekilerek hazirlanmis 24 saatlik taze kiiltiirlerinden, steril igne ile ekim
yapildi. Ekim iglemi, igne ucu once agarin dip kismina batirilip yatik kisim iizerinde
kaydirilmasi ile bir ekim hatt1 olusturularak yapildi. Kontrol olarak Escherichia coli
[Sitrat (-)] kullanildi. Ekim tamamlaninca izolatlar +30 °C’ ta sicak oda kosullarinda
5 giin boyunca biiytimeye birakildi. Sonuclar yukaridaki reaksiyon sonuglarina gore

gozlemlendi ve kaydedildi (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Sitrat testi ornek fotografi; 1 Bos, 2, 3, 4, 6, 7, 9 Pozitif sonug¢ veren

izolatlar 5, 8, 10 Negatif sonug veren izolatlar.

2.2.10.3. Karbohidrat Kullanimi Testi (Alexander ve Strete, 2001)

Bir mikroorganizmanin ¢esitli karbonhidratlar1 fermente edip etmedigini tayin
etmek icin Mor Sivi Besiyeri veya Fenol Kirmizist Sivi Besiyeri kullanilmaktadir.
Izolatlarimiza bu testi uygulamak i¢in Fenol Kirmizis1 Sivi Besiyeri kullanilmistir.
Bu besiyeri pepton ve pH indikatorii olarak fenol kirmizisi i¢ermektedir. Bu
indikator alkalin pH’ da (>7.0) kirmiz1 iken, asidik pH’> da (<7.0) sar1 renk
almaktadir. Burada Fenol Kirmizisi Sivi Besiyeri ana besiyeri olup denenmesi
diisiiniilen sekerlerin her biri i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmakta ve her bir sekerin kullanimi
test edilebilmektedir. Fenol Kirmizist Sivi Besiyeri test edilecek sekere gore Fenol

Kirmizis1 Glukoz Sivi besiyeri vbg adlandirilmaktadir.

Bakteriler bir karbonhidrati fermente ettiginde, son {iriin olarak asit veya asit ve
gaz olusturabilmektedirler. Bu da pH’ y1 diisiirmekte ve kirmizi olan besiyerinin
rengi sartya donmektedir. Eger aym1 zamanda gaz olusumu varsa, tiip igine
yerlestirilen steril Durham tiipleri olusan gazi toplayarak goriiniir hale getirmektedir.
Eger bakteri, denemeye alinan sekeri kullanmiyorsa besiyerinin rengi degismeden

kalmaktadir (Alexander ve Strete, 2001).

Pozitif test:

Karbonhidrat ——— > Asit (pH diiser) veya asit ve gaz
(kirmizi) (sar1 renk olusumu ve Durham tiip i¢cinde birikmis hava
kabarcig1)
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Negatif test:

Karbonhidrat —————> Karbonhidrat (pH degismez ve gaz olusumu olmaz)
(kirmizz) (kirmiz1 ve Durham tiipii i¢inde hava kabarcig1 yok)

Secilmis izolatlar bu temel sivi besiyeri kullanilarak; glukoz, sukroz, sorbitol,
mannitol, ksiloz, arabinoz, mannoz, sellobiyoz, trehaloz, galaktoz, fruktoz’ dan
olusan 11 farkl seker icin test edilirken, glukozdan gaz olusumunun varlig1 da tayin
edildi. Besiyerinin hazirlanmasinin (Bkz. 2.2.1.1) ardindan her bir temel sivi
besiyerini igeren siseye 11 farkli seker, distile suda ¢ozilip, 0,2 um por ¢aph
filtreden gecirilerek steril edildikten sonra % 0,5 (w/v) final hacim olacak sekilde
ilave edildi. Boylece 11 farkli fenol kirmizisi sivi besiyeri hazirlandi. Glukozlu
besiyerinin digerlerine gore farki ise gaz olusumu i¢in Durham tiipii de igeren ikinci

bir set kullanilmig olmasidir (Sekil 2.14).

11.06.2008 00:22

Sekil 2.14. Karbohidrat kullanim testi sonuglarina ait drnekler; Glukoz kullanimi1
testi 6rnek fotografi 1 Bos; 2 Escherichia coli Pozitif Kontrol (Glukoz kullaniliyor ve

gaz olusumu var); 3 Negatif sonug¢ vermis izolat; 4 - 10 Pozitif sonug veren izolatlar.

Bu test, ¢ok fazla sayida tiip sarfiyati gerektirdiginden, hem seker kullaniminin
hizlica taranabilmesi ve hem de tiip sarfiyatini azaltmasi sebebiyle, elde var olan 24
kuyulu steril plaklarda gergeklestirildi. Bunun i¢in plaklara bir yerlesim plani
yapilarak, yukardan asagiya izolatlar ekim sirasina uygun olarak yerlestirildi. Soldan
saga farkli sekerleri iceren besiyerleri 2’ ser ml olarak dagitildi. Boylece iki plaga
sira ile sekerler dagitildiginda 4 izolat ayn1 anda taranmis oldu. Ayrica kullanilan her

plak A, A", B, B’, C, C’, vbg. seklinde adlandirildi (Sekil 2.15).
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§ g g _5 g g g % -Mé g Bos Bos
0% [F |2 | |2 |2 |8 |F |2
96/IK2 Bos Bos
235/IK3 Bos Bos
2371K3 Bos Bos
ATI8M-1 Bos Bos
I.Plak A

Sekil 2.15. Karbonhidrat kullanimi i¢in 6rnek yerlesim plani.

Izolatlarm 24 saatlik taze kiiltiirleri hazirlandi. Yukaridaki yerlesim planina
uygun olarak, izolatlar her bir kuyucuga 40’ ar pl olarak steril pipet ucu ile ekildi.
Kontrol mikroorganizmas: olarak Escherichia coli kullanildi. Ekim isleminin
adindan plaklar +30 °C’ ta sicak oda kosullarinda 48 saat biiyiimeye birakildi. i1k 24
saat sonrasi yapilan gozlemler kaydedildi. 48. saat yapilan gozlemlerin sonuglari
yukaridaki reaksiyonlara dayanarak degerlendirildi ve kaydedildi. Glukoz igeren

tiipte s1v1 besiyerleri ise ayn1 zamanda gaz olusumu i¢in de gozlemlenerek sonuglari

kayit edildi (Sekil 2.16).

Sekil 2.16. Karbonhidrat kullanim testi sonuglarina ait on farkli seker kullanimi i¢in
yapilan testlerinin sonuglarindan 6rnekler (Sar1 renkli kuyucuklar o sekerin izolat

tarafindan kullanildigin1 gostermektedir).
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2.2.10.4. Oksidasyon-Fermantasyon (O/F) Testi (Alexander ve Strete, 2001)

Bu test bakterilerin kullandiklar1 karbonhidratlari, oksidasyon yoluyla aerobik
mi, yoksa fermantasyon yolu ile anaerobik olarak mi asidik iirlinlere ¢evirdiklerinin
test edilmesini saglamaktadir. Karbonhidratlar1 okside eden bakterilere aerop (A),
fermente eden bakterilere ise fakiiltatif anaerop (FA) bakteriler denmektedir.
Besiyeri olarak oksidasyon-fermantasyon (O/F) besiyeri kullanilmaktadir. Bu
besiyeri diisitk miktarda pepton (biiylime i¢in gerekli) icermektedir. Peptonun diisiik
miktarda olmasi1 besiyerinde olusacak alkalin {riinlerin = siirli  olmasini
saglamaktadir. Bu sekilde olusan asidin notrlestirilmesi engellenmektedir. O/F
besiyerine eklenecek olan sekerler ise oldukga yiiksek konsantrasyonlarda
eklenmektedir. Bu sekilde bakterinin karbonhidrat kullanimi tesvik edilmektedir.
Boylece asidik {irtinler bol miktarda olugsmakta pH diismekte ve besiyerinin rengi
sartya donebilmektedir. Bu besiyerinde pH belirteci olarak brom timol mavisi
kullanilmaktadir. Bu testte besiyerinin baslangic pH’ s1 olan 7,1’ de besiyeri yesilken
pH 6.0’da renk sariya donmektedir. Besiyerine diisiik miktarda agar katilarak O/F

besiyeri yar1 kat1 besiyeri olarak hazirlanmaktadir (Alexander ve Strete, 2001).

Reaksiyon yok (Inert-I)

Glukoz —— > Glukoz (mineral yag ilave edilmis tiip)
(vesil) (vesil)

Glukoz ——  » Glukoz (mineral olmayan tiip)
(vesil) (vesil)

Oksidasyon ve fermatasyon reaksiyonu var (Fakiiltatif Anaerop-FA)

Glukoz — Asit olusumu, pH diiser (mineral yag ilave edilmis tiip)
(yesil) (sar1 renk olusumu)

Glukoz — > Asit olusumu, pH diiser (mineral yag olmayan tiip)
(yesil) (sar1 renk olusumu)
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Oksidasyon reaksiyonu var (Aerop-A)

Glukoz —— > Glukoz (mineral yag ilave edilmis tiip)
(yesil) (yesil)

Glukoz — > Asit olusumu, pH diiser (mineral yag olmayan tiip)
(yesil) (sar1 renk olusumu)

Bu besiyerinden iki ayr1 ekim seti olacak sekilde hazirlandi (Bkz. 2.2.1.1.).
Takip eden asamada ekim islemi ardindan, ikinci ekim setine ait tiiplere ilave
edilecek mineral yag, 0.22 pum por capli tek kullanimlik (disposable) vakumlu
filtreden siiziilerek steril edildi. Her iki ekim setine, izolatlarin kati izolasyon
besiyerlerindeki 24 saatlik taze kiiltiirlerinden steril edilmis igne 6ze ile yar1 kati
besiyerinin icine girerek tek bir ¢izgi ekim hatti olusturacak sekilde ekildi. Ekim
islemi biten ilk setin kapaklar1 kapatildi. Ikinci set grubunun ise iclerine 1> er ml
steril mineral yag eklendikten sonra kapaklari sikica kapatilarak etrafi parafilmle
sikica sarildi. Her iki ekim seti de +30 °C’ ta sicak oda kosullarinda 48 saat
bliyimeye birakildi. Burada steril mineral yagin ve parafilmle kapaklarin
sartlmasinin temel nedeni, fakiiltatif anaeroplar i¢in anaerop ortam kosullari
olusturmaktir. Bu test i¢in kontrol mikroroganizma olarak Escherichia coli (FA),

Pseudomonas aeruginosa (A) kullanilmistir. Test sonuglar1 yukaridaki reaksiyonlara

gore degerlendirilerek kaydedilmistir (Sekil 2.17).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 2.17. Oksidasyon-Fermantasyon (O/F) testi 6rnek resim 1-2 E.coli-Kontrol,
Fakiiltatif Anaerop (FA); 3-4 Kontrol P. aeruginosa Aerop (A); 5-6 Aerop izolatin
sonucu; 7-8 Fakiiltatif Anaerop (FA) izolat sonucu; 9-10 Etkisiz (Inert=I) izolat

sonucunu gostermektedir.
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2.2.10.5. Dekarboksilaz Testi (Arginin ve Lizin) (Alexander ve Strete, 2001)

Dekarboksilazlar aminoasitlerden karboksil grubunu uzaklastiran bakteriyel
enzimler olarak bilinirler. Bu isleme dekarboksilasyon denmektedir ve bu aminoasit
metabolizmasinin bir basamagini olusturmaktadir. Her bir aminoasit i¢in 6zgiil bir
dekarboksilaz enzimi vardir. Ancak bunlardan sadece iicii enterik bakterilerde ayirt
edici bir 6zellik olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bunlar Arjinin, Lizin ve Ornitin

Dekarboksilazlar olarak bilinmektedir.

Bu test i¢in kullanilan Dekarboksilaz Sivi Besiyeri temel besiyeri olarak
yapilmakta ve iclerine adi gecen bu 3 aminoasit ayr1 ayr ilave edilmektedir. Bu
besiyeri, bakteri biiylime destekleyicisi olarak dana ekstrakti ve pepton icermektedir.
Ayrica dekarboksilazlarin aktivitelerini tesvik etmek amaci ile bu enzimin koenzimi
olan pridoksal igermektedir. Icerigindeki glukoz ise fermente edilebilir karbonhidrat
olarak bulunmaktadir. pH belirteci olarak da brom krezol moru icermektedir.
Besiyerinin baglangi¢ pH’ s1 7,0’ a ayarlandiktan sonra renk, asitik pH’ larda sariya

bazik pH’ larda mora donmektedir (Alexander ve Strete, 2001)

Pozitif test:

Glukoz ———» Asit olusumu (pH diiser)

(mor) (sar1)

Aminoasit » Amin+ CO; (pH artar)
(Or; lizin) (mor)

Negatif test:

Glukoz —— > Asit olusumu (pH diiser)
(mor) (sar1)

Aminoasit  dekarboksilaz enzimi yok , Aminoasit (pH asidik kalir )
(Or; lizin) (sar1)

Izolatlar kat1 izolasyon besiyerlerine ekilerek 24 saatlik taze Kkiiltiirleri
hazirlanarak +30 °C’ ta sicak oda kosullarinda biiyiimeye birakildi. Bu asamada
dekarboksilaz siv1 besiyeri (Bkz 2.2.1.1) iki ayn siseye hazirlandi. Birine lizin (10

g/l), digerine ise arginin (10 g/l) eklendi. Besiyerleri manyetik 1siticida eritildikten
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sonra tiiplere 5’ er ml boliindii (elimizde ornitin aminoasiti bulunmadig1 i¢in sadece
arjinin ve lizin aminoasiti i¢in bu test denendi). Otoklavlanarak steril edildi. Ekim
islemi, steril kosullarda kat1 besiyerlerinden steril 6ze ile tiiplere yapildi. Her iki grup
tipe (lizin ve arjinin gruplar) yine steril kosullarda 1’ er ml steril mineral yag
eklendi ve kapaklar1 sikica kapatilarak parafilmle etraflar1 anaerobik ortam

olusturacak sekilde sarildi.

Oksijensiz ortam glikozun fermantasyonu i¢in uygun kosullart olusturmaktadir.
Olusan asidik ortam besiyerinin renginin (brom krezol moru nedeniyle) sariya
donmesini saglamaktadir. Bu dekarboksilazlarin ¢alismasi i¢in uygun bir ortam
olusturmaktadir. Bu asamada meydana gelen dekarboksilasyon ise ortami tekrar
alkali hale getirmekte ve besiyerinin rengi mora donmektedir. Bu testte kontrol
mikroorganizma olarak Proteus vulgaris [arjinin ve lizin dekarboksilaz (-)]
kullanildu.

Bu bilgiler 1s181nda tiipler, +30 °C’ ta sicak oda kosullarinda 48 saat boyunca
bliyimeye birakildi ve belli araliklarla takip edilerek gozlemler yukaridaki
reaksiyonlara gore degerlendirilerek kaydedildi (Sekil 2.18 ve 2.19).

Sekil 2.18. Lizin dekarboksilaz testi sonuglarina ait fotograf. 1 Bos; 2, Negatif
Kontrol Proteus vulgaris; 4,5,6,7,8 ve 10 Negatif sonu¢ veren izolatlar; 3 ve 9

reaksiyon vermeyen izolatlara ait 6rneklerdir.
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Sekil 2.19. Arjinin dekarboksilaz testi sonuglarina ait fotograf. 1 Bos; 2 Negatif
kontrol Proteus vulgaris; 3-6; 8-10 Reaksiyon vermeyen izolatlar; 7 Pozitif sonug

veren izolat 6rnegidir.

2.2.10.6. Nitrat indirgeme Testi [Alexander ve Strete, (2001) ve Fluka Nitrat Indirgenme Test

Kiti prospektiisii]

Denitrifikasyon olarak adlandirilan nitrati nitrojen gazina kadar indirgenmesi
Nitrat, Nitrit, Nitrik Oksit ve Nitroz Oksit Rediiktaz enzimleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu enzimler oksijen yoklugunda nitrat1 bir elektron akseptorii

olarak kullanabilmeyi saglamaktadir (Alexander ve Strete, 2001).

Bu test icin Nitrat Indirgeme Test Kiti kullanildi. Steril Nitratli besiyerlerine
(Bkz. 2.2.1.1), izolatlarin 24 saatlik taze kiiltlirlerinden steril 6ze ile inokiilasyon
yapildi. Inokiilasyon islemini takiben tiiplerin kapaklari sikica kapatilip parafilmle
sarild1 ve anaerop kosullar olugmasi saglandi. Kontrol mikroorganizmalar1 olarak
Pseudomonas aeruginosa [N, gazi olusumu (+)] ve Escherichia coli [Nitrati nitrite
indirgeme (+)] kullanildi. Ekim islemi biten Nitratli besiyerindeki izolatlar +30°C’ ta
sicak oda kosullarinda 48 saat biiylimeye birakildi. Bu test esnasinda meydan gelen
kimyasal reaksiyonlarin akisi asagidaki gibidir. Test nitrat indirgenme semasinda yer
alan basamaklarin sonuglarina gore degerlendirilmistir (Sekil 2.20). Bunun igin

Stilfanilik asit ve N,N-Dimetil-1-naftilamin ayiraclar kullanild1 (Bkz 2.2.1.3).
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Nitrat NO;

Nitrat Rediiktaz

v
Nitrit NO, + Siilfanilik asit » Renksiz Nitrat-Siilfanilik asit bilesigi

Nitrit Rediiktaz

v +Naftilamin ayiraci

Nitrik oksit NO

Nitrik oksit Rediktaz

v

v
Nitroz oksit N,O kirmizi renkli tortu
(Prontosil)
Nitroz oksit Rediiktaz

\4
Nitrojen N;

(Durham tiiptii i¢inde)

Sekil 2.20. Nitrat indirgenme basamaklar1 ve buna bagli renk reaksiyonu sonuglari

(Kaynak-Fluka Nitrat1 indirgeme Test Kiti Prospektiisii).

48 saatlik inkiibasyon sonrasi tiiplerin kapaklar1 acilarak iclerine her iki
ayiractan sirasi ile 5° er damla damlatildi. Tipler calkalanarak oda sicakliginda
birka¢ dakika bekletildi. Birka¢ dakika sonra olusan kirmizi renk nitratin nitrite
indirgendigini gostermistir. Eger birka¢ dakika iginde renk degisimi meydana
gelmemisse tiiplere bu sefer eser miktarda c¢inko (Zn) tozu eklenerek 10-15 dk
sonunda kirmizi-pembe renk olusumu beklendi. Sonuglar bu sekli ile pozitif kabul
edildi. Eger Nitrat, azot (N;) gazina kadar indirgenmigse herhangi bir renk degisimi
gozlenmedi. Sadece tiiplerin i¢indeki Durham tiiplerinde azot gazi birikimi gozlendi.

(Sekil 2.21).
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Sekil 2.21. Nitrat testine ait fotograf. 1, pozitif kontrol (NO3— N,), Durham
tiipiinde Azot gazi olugsmus Nitrat N, gazina kadar indirgenmis; 2, pozitif kontrol
(NO; —»NO,), Nitrat, Nitrit’ e indirgenmis N, gazi olusumu yok; 2-10 farkl
izolatlarda farkl siddetlerde pozitif sonuclar.

2.2.10.7. Hemoliz Testi (Alexander ve Strete, 2001)

Bakterilerin kanli agara ekildiginde, besiyeri i¢indeki kanda bulunan kirmizi
kan hiicrelerini parcalamasina (hemoliz) bagli olarak meydana getirdikleri zonun
degerlendirilmesidir. Bazi bakteriler sahip olduklar1 ¢esitli tipteki hemolizin
enzimleri ile kandaki hemoglobini farkli derecelerde hemoliz etme yani parcalama
yetenegine sahiptirler. Bakterilerin hemoliz yetenegi kanl agar besiyeri kullanilarak
test edilebilmektedir. Hemoliz testi, daha ¢ok Streptokok ve Stafilokoklar1 kendi
iclerinde ayirmak i¢in kullanilmaktadir. Streptokoklar Kanli Agar besiyerinde o
(alfa), B (beta) ve vy (gamma) hemolitik reaksiyon verirler. o-Hemolitik
streptokoklarin kanli agar besiyerinde olusturduklar: kolonilerin etrafinda, kenarlar
keskin hatli olmayan, bulanik ve yesilimsi bir zon olusur. f- Hemolitik streptokoklar,
aynt besiyerinde tam hemoliz yaparak, kolonilerin etrafinda diizgiin bir hatla
cevrilmis temiz ve berrak bir hemoliz zonu olusturur. y-hemolitik streptokoklar ise
hemolizin enzimine sahip olmayan, kanli agar besiyerinde hemoliz olusturmayan

streptokoklardir. (Alexander ve Strete, 2001).

Bu bilgiler 1s181nda izolatlarimizin siv1 izolasyon besiyerlerindeki 24 saatlik

taze kiiltiirlerinden, hazir olarak temin edilmis koyun kanli agara (Ekbak firmasi-
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Pendik) steril 6ze kullanilarak, ¢izgi ekim yontemi ile ekim yapilarak +30 °C’ ta
sicak oda kosularinda biiylimeye birakildi. 24 saatlik biiyiime periyodunu takiben
degerlendirme yukarida agiklanan bilgiler 1s181nda yapilarak kayit edildi (Sekil 2.22).

A B

\

4

Sekil 2.22. Hemoliz testi 6rnek resimleri A. Gama (y) Hemolitik izolat 6rnegi B. Alfa

(o) Hemolitik izolat 6rnegi

2.2.10.8. Jelatin Hidroliz Testi (Tamer ve ark., 1989)

Jelatin ekstraseliiler bir enzim olan Jelatinaz tarafindan parcgalanabilen bir
proteindir. Bu enzimatik yikimi takiben jelatinli besiyerinde ve par¢alanma olur. Bu
Jelatinaz varligi, yani pozitif (+) sonugtur. Besiyerinde bir sivilasma olmazsa bu

negatif (-) sonug olarak kaydedilir (Alexander ve Strete, 2001).

Bu enzimin varlig1 Nutrient Jelatin besiyeri (Bkz. 2.2.1.1) ile test edilmistir. 24
saatlik kat1 izolasyon besiyerindeki izolatlarimizdan, steril igne yardimi ile besiyeri
icine girerek dikey tek bir ekim hatt1 olusturulacak sekilde ekim yapildi. Ekim islemi
sonunda izolatlar 7 giin boyunca sicak oda kosullarinda biiyiimeye birakildi. Kontrol
mikroorganizmasi olarak Escherichia coli [jelatinaz (-)], Proteus vulgaris ve Bacillus

cereus [jelatinaz (+)] kullanildi.

Bu testin degerlendirilmesi izolatin jelatini sivilastirma bigimine goére yapildi.
Eger varsa sivilagtirma bicimi Tamer ve arkadaslarimin (1989) “Mikrobiyoloji
Laboratuvar Kilavuzu” nun ilgili bolimii referans alinarak yapildi. Buna gore

izolatlarin krater, turp, huni, kok veya tabakali seklinde bir sivilastirma yapip



63

yapmadig1 kontrol edildi ve gozlemler kaydedildi. Jelatinaz negatif soylar ise

herhangi bir ireme ve jelatin sivilagtirmasi olusturmadilar (Sekil 2.23).

R " E

s Rt

Sekil 2.23. Jelatin Hidrolizi denemesine ait fotograf. 1 Bos, 2 P. vulgaris Pozitif
kontrol, 3 Bacillus cereus Pozitif kontrol 4 Escherichia coli Negatif kontrol; 5 Pozitif

sonug veren izolat; 6-10 Negatif sonug veren izolatlar

2.2.10.9. Nisasta Hidrolizi Testi (Amilaz) [Bora ve Kalita, 2007; Sanchez-Porro ve ark.,
(2003) ve Tuzlakoglu (Yiiksek Lisans Tezi, 2004)]

Amilaz iireticisi izolatlarin test edilmesinde Bora ve Kalita (2007), Sénchez-
Porro ve ark., (2003) ve Tuzlakoglu (Yiiksek Lisans Tezi, 2004)’ nun yontemleri
referans alindi. %1 (w/v) oraninda ¢oziilebilir nisastali Nutrient Agar besiyeri (Bkz.
2.2.1.1) izolatlarin elde edildikleri deniz suyu oranlarinda hazirland1 ve izolatlar bu
besiyerlerine steril igne ile ekildi. +30 °C’ta, 48 saat inkiibasyonun ardindan, Petri
kaplarma %1 (w/v) iyot iceren %2 (w/v)’ lik KI (Gram iyodiir) ¢ozeltisi bir sprey
yardimu ile piuskiirtiildii. Nisastay:1 hidroliz eden izolatlarin kolonileri etrafinda agik

renkli alanlar olustu (Sekil 2.24) ve bunlar amilaz {ireticisi soylar olarak kaydedildi.
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(A) 421K 1-1 (B) 447/iK4

N

Sekil 2.24. Nisasta Hidrolizi Testi’ ne gore amilaz pozitif (A) ve negatif (B)
izolatlara ait 6rnek resimler (Koyu mavi boyanan bolgeler nisasta varligini, acik
renkli bolgeler ise nisastanin amilaz enzimi varhiginda pargalandigini ifade

etmektedir)

2.2.10.10. Lipit hidrolizi Testi (Lipaz) [Bora ve Kalita (2007), Kauker ve Jeager (1987) ve
Balci (Y.Lisans Tezi, 2004)]

Ekstraseliiler lipaz iireticisi soylarin tarandigi bu testte ise Kauker ve Jeager
(1987) ve Balc1 (Y.Lisans Tezi, 2004); Bora ve Kalita (2007)’ nin yontemleri ayri
ayr1 denendi. Bora ve Kalita (2007)’ nin yontemine gore %1 (w/v) gliserol tributirath
Nutrient Agar besiyerine (Bkz. 2.2.1.1.) uygun oranlarda deniz suyu ilave edilerek

hazirlandi.

Petri kaplarina dokiilmeden once iyice karistirilarak besiyeri igindeki substrat
homojenize edildi. Katilasan besiyerlerine izolatlarin siv1 izolasyon besiyerlerindeki
24 saatlik kiiltlirlerinden steril 6ze ile ekim yapildi ve +30 °C’ ta sicak oda
kosullarinda 24 saat biiylimeye birakildi. 24 saat sonunda etraflarinda zon olusturan

izolatlar lipaz iireticisi pozitif (+) kabul edildi (Sekil 2.25).

42/IK1-3

Sekil 2.25. Lipit Hidrolizi Testi’ ne
gore lipaz negatif Ornek fotografi.
Ekim hatt1 etrafinda herhangi bir zon
olusumu goézlenmemistir (Bora ve

Kalita, 2007’ ye gore).
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Kauker ve Jeager (1987) ve Balc1 (Y.Lisans Tezi, 2004)’ ya gore ise 0,001
(w/v) Rodamin B’ 1i Nutrient Agar besiyeri (Bkz. 2.2.1.1) yine uygun deniz suyu
oranlarinda hazirlandi ve kati besiyerlerine izolatlarin 24 saatlik sivi izolasyon
besiyerlerinden steril igne ile ekim yapilarak +30 °C’ ta sicak oda kosullarinda 48
saat biiylimeye birakildi. Kontrol mikrorganizma olarak Escherichia coli [Lipaz (-)]
ve Pseudomonas aeruginosa [lipaz (+)] kullanildi. Biiyiime siiresini tamamlayan
izolatlar 366 nm dalga boylu UV lambasi {lizerinde karanlik bir ortamda g6zlemlendi

ve pembe-turuncu 1s1ma yapan koloniler lipaz {ireticisi soylar olarak kaydedildi.

2.2.10.11. Protein Hidrolizi Testi (Proteaz) [Bora ve Kalita, (2007) ve Battal (Y. Lisans
Tezi, 2004)]

Bu test icin Bora ve Kalita, (2007) ve Battal (Y. Lisans Tezi, 2004)’1n
yontemleri kullanildi. Bunun i¢in %1 (w/v) siit tozlu Nutrient Agar besiyeri (Bkz.
2.2.1.1) izolatlarn izole edildikleri deniz suyu oranlarinda hazirlandi ve 53 izolatin
stv1 izolasyon besiyerlerindeki 24 saatlik taze kiiltiirlerinden steril igne ile ekim
yapildi. Kontrol mikroorganizmasi olarak Proteus vulgaris [proteaz (+)] kullanildu.
Ekim islemi sonrasi izolatlar + 30 °C’ ta sicak odada 24 saat biliylimeye birakildi. 24
saatlik bliylime periyodunu takiben Petri kaplar1 incelendiginde etraflarinda agik
renkli zon olusturanlar proteaz {ireticisi soylar olarak kabul edildi (Sekil 2.26) ve

kaydedildi.

(A) 301/IK3 (B) 421/iK4

Sekil 2.26. Protein Hidrolizi Testi’ne gore proteaz pozitif (A) ve negatif (B) izolatlara ait

ornek fotograflar.
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2.2.10.12. Seliiloz Hidrolizi Testi (Seliilaz) [Bora ve Kalita, (2007)]

Bu test i¢in Bora ve Kalita (2007)’ nin yontemi tercih edildi. Bu amagla %1
(w/v) karboksimetilselillozlu Nutrient Agar besiyeri (Bkz. 2.2.1.1) izolasyon
asamasindaki oranlarda deniz suyu oranlar1 ile hazirlandi. izolatlarin izolasyon
besiyerlerindeki 24 saatlik taze kiiltiirlerden steril igne ile ekim yapildi. Ekim

islemini takiben izolatlar 48 saat sicak oda kosullarinda biiylimeye birakildi.

Biiylime siirecinin tamamlanmasini takiben izolatlarin {izerine, énce Kongo
kirmizis1 (Bkz. 2.2.1.2) damlatilmis ve yiizeysel olarak 15 dk boyanmis (Teather ve
Wood, 1982) ve boya dokiilerek tuzlu su ile Petri kaplar1 yikandi. Isikli tabla {izerine
yerlestirilen Petri kaplarindaki kolonileriinda etrafinda sari renkli zon olusturan
izolatlar, seliilaz ireticisi, gostermeyenler seliilaz {ireticisi olmayan soylar olarak

(Sekil 2.27) kayit edildi.

(A)  332/iK3 A118/M-1

B

(B)

Sekil 2.27. Selilloz Hidrolizi Testi'ne gore seliilaz pozitif (A) ve negatif (B)

izolatlara ait 6rnek fotograflar.

2.2.11. izolatlarin Otomatik Tamimlama Sistemi ile Tiir Diizeyinde

Tanimlanmasi

Secilmis 53 saf izolatin her birine yeniden koloni morfolojisi, Gram boyama,
spor boyama, oksidaz ve katalaz testleri yapilmistir. Kontaminasyon olmadigindan
emin olunarak VITEK 2 Kompakt otomatik tanimlama sistemi ile tanimlanmaya

alinmislardir.
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VITEK 2 Kompakt aleti, bilinmeyen saf kiiltiirii 6zel kartlarinin igeriginde
bulunan 60 farkli biyokimyasal 06zelligi (enzim kullanimi, karbonhidrattan asit
olusturma vbg) kullanarak test eden ve sonuglari kiitiiphanesindeki Gram pozitif
bakterilere ait 115, Gram negatif bakterilere ait 158 farkli grup (20 000’ den fazla
tiir) ile karsilastirarak (Zbinden ve ark., 2007) tiir seviyesinde tanimlamaya yarayan
bir mekanizmadir (Sekil 2.28 a-h). Aletin Gram pozitif, Gram negatif, Gram pozitif

basil formunda bakterileri ve mayalar1 tanimlamada kullanilan kart setleri vardir.

Tanimlanmasina karar verilen bakterilerin izole edildikleri kati1 besiyerine
ekilerek 24 saatlik taze Kkiiltiirleri hazirlandi. Bu kiiltiirlerden steril ortamda 6ze
yardimi ile alinan izolatlar, icinde 3 ml steril tuzlu (% 0,45’ lik) su bulunan
polisteran tiiplere aktarildi ve siispansiyonun yogunlugu cihaza ait yogunluk 6l¢me
cithazi yardimi ile 0,5 Mc Farland’ a ayarlandi (Sekil 2.28). Bu tiipler cihazin kendine

ait kasedine yerlestirildi.

Cihaza tanimlama yapmak iizere izolatlarin yliklenme basamaginda, segilen
uygun kartlar [Gram pozitif kok ve sporsuz basiller i¢in GP kart1 / GP-21342, Gram
negatif fermentatif veya non-fermentatif basiller i¢in GN kart1 / GN-21341 ve Gram
pozitif spor formunda basiller i¢cin GBL kart1 / BCL-21345 kartlar1) kullanild.
Kartlar kasetlere tliplerdeki siraya uygun olarak yerlestirildi (Sekil 2.27. c, d).
Ardindan cihazin igletim sistemine bagl olarak kartlarin {izerindeki barkotlarin
okunmasi ile tanimlanmaya baslandi. Dogru okuma sonucunun alinmasi icin
izolatlarin ¢alisma kodlar1 cihaza el ile girildi ve izolatlar sisteme tanitildi (Sekil
2.28. e, f). Cihaz, uygun bolmesine yerlestirilen bu kartlara, bu tiiplerden dolum yapti
(Sekil 2.28. g). Kartlarin izolat siispansiyonu ile doldurulmasini takiben kartlari
tagiyan kaset bu sefer cihazin baska bir bolmesinde bulunan ve kartlarin cihaz
tarafindan kabul edilerek inkiibasyona alindig1 bolmeye yerlestirildi (Sekil 2.28. h, 1).
Sistem her bir izolat i¢in farkli inkiibasyon siirelerinde degerlendirme yaptigindan,
sonuclar1 bazi izolatlar i¢in ilk 5 saatte, bazilar1 i¢cinde 8-15 saatte otomatik olarak
yazicidan ¢ikt1 olarak alindi. Tanimlama basamaginin bitiminde isi biten kartlar

cihazin atik kutusunda toplanarak imha edildi (Sekil 2.28.k).



Sekil 2.28. Vitek otomatik
tanimlama sistemi ile
izolatlarin
tanimlanmasinda izlenen
1s akisi

http://www.biomerieux-
diagnostics.com/ (a ve k)

b,c,d,e, f, g h1ve]
fotograflar1 ¢aligma aninda
cekilmigtir

a-Vitek 2 Kompakt sitemi
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b- Izolat siispansiyonunun
Mac Farlve ayarlarinin
yapildig1 yogunluk dlgme
cihazi

&

c-Vitek tanimlama
kartlarinin ve izolat
slispansiyonunu i¢eren
polisteran tiiplerin
yerlestirildigi kaset

f- izolatin cihaza tanitimi

d- Vitek kartlarini tagtyan
kasetlerin cihaza yiikleme
yapilmak iizere yerlestirilmesi

g- Kartlarin izolat
siispansiyonu ile doldurulmast
i¢in cihazin haznesine
yerlestirilmesi

e- Kartlarin barkotlarinin
okutulmasi

h- Kartlarin tanimlanmak
lizere inkiibasyona alindig1
cihaz bolmesi

Devami arka sayfada
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Sekil 2.28” nin Devami

1-Kartlarin tanimlama j-Kartlarin inkiibasyon i¢in k-Tanimalama agamasinin
asamasina alinmak iizere cihaza alinmasini takiben atik bitimini takiben atik kartlarin
yerlestirilmesi bos tiipler uzaklagtirilmasi

2.2.12. Secilmis izolatlarn Cesitli Agir Metallere Karst Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (Minimal Inhibition Concentration-

MIC) Degerlerinin Tayin Edilmesine Yonelik Deneyler

Secilmis izolatlarin agir metal ve antibiyotik direngliligi arasinda var olan
iligkinin arastirilmasi1 amaciyla mikrotitre sivi diliisyon metotu (Microtitre Broth
Dilution Method) kullanildi Literatiirde tercih edilmis (Matyar ve ark., 2004; Matyar
ve ark., 2008; Zheng ve ark., 2008); 5 farkli agir metalin [Kadmiyum (Cd), Bakir
(Cu), Krom (Cr), Kusun (Pb), Mangan (Mn)] tuzlarimi1 [CdCl,.2H,0, CuSO4.5H,0,
CrCl;, Pb(NOs), ve MnCl,.2H,0] 10 farkli konsantrasyonda igeren (12,5 pg/ml -
>3200 pg/mg ) Mueller Hinton sivi besiyeri (Bkz 2.2.1.1) 50 ml’ lik steril Falkon
tiiplerine ilk tiipe 30 ml digerlerine 15° er ml olacak sekilde dagitildi. Agir metal
tuzlar1 asagidaki sekilde (Sekil 2.28) gosterildigi gibi final konsantrasyonu ilk tiip
icin 6400 png/ml olacak sekilde tartilarak ilk tiipe ilave edildi. Elde edilen agir metalli
besiyeri ¢ozeltisi steril etmek icin 0,22 um por ¢apl filtreden steril 50 ml’ lik baska

bir steril falkon tiipe siiziildii.

Ik diliisyon tiipiinden 15 ml agir metal-besiyeri karisimi ¢ekilerek siradaki
dilisyonu igerecek tlipe steril kosullarda ilave edilerek azalan seviyelerde
sulandirildi. Bu sekilde 10 farkli sulandirma oraninda sivi stok besiyeri hazirlandi.

Bu sekilde 5 farkli agir metal i¢in 10 farkli konsantrasyonda sulandirilarak
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hazirlanmis 50 adet steril agir metalli besiyeri hazirland1 (Sekil 2.29). Bunlar

kullanilana kadar -20 °C’ ta derin dondurucuda saklandilar.

ﬂmml @15mﬂ5ml @Sml ﬂlSmlﬂlSm@Sml 15m@5m 15ml

6400 3200 1600 800 400 200 100 25 12,5
pgr/ml pgr/ml  pgr/ml pgr/ml  pgr/ml pgr/ml  pgr/ml pgr/ml pgr/ml  pgr/ml

Sekil 2.29. Mueller Hinton siv1 besiyerinin farkli agir metal konsantrasyonlarina gore

hazirlanisi.

Ekim i¢in steril 96 kuyucuklu mikro plaklar kullanildi. Her bir plak 8 farkl
izolat i¢in kullanildi (Sekil 2.30). Her bir izolat i¢in ayni anda 5 farkli agir metalin
(Cd, Cu, Cr, Pb, Mn) diliisyonlar1 denendi.

Her bir kuyucuga yatay diizlemde besiyerinin 10 farkli diliisyonu sira ile 200’
er ul eklendi. ilk kuyucuk ve ikinci kuyucuga agir metal icermeyen bos besiyeri
(Mueller Hinton sivi besiyeri) eklendi. Bu kuyucuklardan ilki bos birakildi.
Ikincisinden itibaren yatay diizlemde her kuyucuga izolatlarin 24 saatlik taze
kiiltiirlerinden hazirand1 ve steril FTS (% 0,9’luk) ile 0,5 Mac Farland’a (yaklasik
10® cfu/ml) ayarlanmus bakteri siispansiyonundan mikropipet yardimu ile 2 pl (her bir
kuyucuga 10° bakteri) alinarak inokiile edildi. Ekim islemi 8 li gruplar halinde
yapildi (Sekil 2.30).
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by. | 406 /IK4-1

iz. ) +) 6400 | 3200 | 1600 | 800 | 400 200 100 50 25 12,5
No | Kkont. kont. pgr/ | ngr/ | pgr/ | pgr | pgr/ | pgr/ | pgr/ | pgr/ | pgr/ | pgr/
* wk f‘** ml ml ml /ml ml ml ml ml ml ml
1 B. by. | 42/IK1-1

2 B.by. | 42/iK1-2

3 B.by. | 42 /IK1-3

4 B.by. | 43/iK1

5 B.by. | 451K1

6 B.by. | 461K1

7 B.

8 B

_by. | 406/[K4-2

*[z. No=Izolat No
**(-) kontrol=Agir metallerin herhangi birini icermeyen bos Mueller Hinton Besiyeri
**(+) kontrol= Agir metallerin herhangi birini igermeyen sadece izolatin ekildigi Mueller Hinton Besiyeri

Sekil 2.30. lizolatlarin ve agir metalli besiyerlerinin diliisyonlarmin plaklara

dagiliminin 6rnek yerlesim plani.

Inokiilasyon islemi biten plaklar topluca +30° C’ ta sicak odada 24 saat
inkiibasyona birakildi. 24 saat sonrasinda her bir plak 630 nm dalga boyundaki
absorbansta mikroplak okuyucu da (ELISA Reader) okundu. Ayrica her bir

besiyerinin bos drnekleri de plaklara dagitilarak ayni absorbansta okutuldu.

Kuyucuklarda iireme olup olmadigina, mikroplaklardaki kontrol kuyucuklari
ile agir metalli bos besiyerlerinin absorbans degerleri ile karsilastirildiktan sonra, goz

ile de kontrol edildikten sonra karar verildi.
2.2.13. izolatlarin Molekiiler Biyolojik Yontemler ile Tanimlanmasi

Ilgili literatiir bilgilerinin 15131nda son yillarda bilim cevreleri tarafindan,
siiflandima esaslarinda temel alinan geleneksel kiiltiir bagimli mikrobiyolojik
metotlara ek olarak, 16S rDNA geninin PCR ile ¢ogaltilmasini temel alan molekiiler
biyoloji temelli siniflandirma yontemlerinin siklikla tercih edildigi goriilmektedir. Bu
nedenle doktora tezi c¢alismasi kapsaminda klasik ve otomatik tanimlama
yontemlerinin yani sira molekiiler biyolojik yontemler i¢inde en giivenilir ve tercih
edilen bir yontem olmast bakimindan 16S rDNA dizilendirme yontemi de

kullanilmustir.

Giris bolimiinde (1.4.2)° de yer alan literatiir 6zetinden anlasilacagi gibi,

arastiricilar gerek denizlerden ve gerekse diger kaynaklardan izole edilen izolatlarin
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tiir seviyesinde tanimlanmasinda ilk asamada evrensel primerleri tercih etmislerdir.
Ayni genusa iiye iki veya daha fazla tiiriin ayirt edilmesinde ise molekiiler seviyede
tanimlama sorunlar tiire 6zel proteinleri kodlayan genler i¢in 6zel olarak tasarlanmis
primerlerle asmay1 onermektedirler. Bu asamada dikkat ¢eken iki ¢alisma bu tez
calismas1 kapsaminda segilecek olan evrensel primerlere karar vermede yardimci
olmustur. Weisburg ve arkadaslari, 1991 de yayiladigi ¢aligmalarinda genel olarak
Obakteriler icin 27F — 1492R evrensel primerlerini kullanmay1 farkli evrensel
primerleri karsilagtirarak Onermistir. Benito ve arkadaglart (2004), deniz
bakterilerinin molekiiler seviyede tanimlanmasinda 27F — 1492R evrensel
primerlerini kullanmay1, Genomik DNA’ nin goriintiilenmesinde %0,8’ lik agaroz jel
(%1’ lik EtBr ilave edilmis) elektroforezini Wizard genomik DNA izolasyon ve
jelden geri kazanim kitini 6nermektedir. Kullanilacak evrensel primerlere, literatiirde
deniz bakterileri i¢in sikg¢a tercih edilmis olmasi dikkate alinarak karar verilmistir.
Bu nedenle bu ¢alisma kapsaminda kullanilacak evrensel primer 27F YM (5° —
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGA - 3 wve 1491R YM (8 -
ACGGCTACCTTGTTACGACTT - 3’) olarak tasarlanmustir.

2.2.13.1. Genomik DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda secilmis 53 izolatin genomik DNA izolasyonlari
Wizard® Genomik DNA saflastirma kiti kullanilarak yapildi. Genomik DNA
izolasyonu i¢in asagida detaylar1 verilmis protokol takip edildi (Wizard® Genomik
DNA saflastirma kit kullanici kitabi).

Bu amagcla secilmis izolatlar saf ve taze kiiltiirleri hazirlandi. izolatlar sivi
izolasyon besiyerlerine inokiile edilerek +30 °C’ ta sicak odada biiyiimeye
birakildilar. 24 Saatlik biiyiime periyodunu takiben izolatlarin taze kiiltiirlerinden 1’
er ml 1,5 ml’ lik mikrosantrifiij tiipiine alindi. Bunlar 14000 rpm/18000 rcf’ te 2 dk
santriifiij edildi ve iist sivi atildi. Bu asamada mikrosantrifiij tiiplerindeki Gram
negatif izolatlar ayrilarak kapaklar1 parafilmle sarild1 ve izolasyon agamasina kadar

+4 °C’ ta buzdolabina kaldirildi.
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Gram (+) izolatlar i¢in asagidaki asamalar takip edildi (Kullanilan ¢ozeltiler igin

Bkz.2.2.1)

1- Hiicre pelletleri tizerine 480 ul 50 mM EDTA (pH 8.0) eklendi.

2- Yukaridaki karigimin tlizerine 120 pl; lizozim (10 mg/ul) eklendi ve pipetle
cekip-birakarak, nazikce karistirildi. Boylece hiicre duvarlar1 zayiflatildi ve daha
etkili bir parcalanma saglandu.

3-  Mikrosantrifiij tiipii i¢indeki karisim 37°C’ta 45 dk inkiibe edildi. i1k 32 6rnek

14000 rpm/18000 rcf de 3 dk son 21 6rnek ise 15000 rcf” te 4 dk santrifiijde

cevrilerek ¢oktiiriildii.

Bu basamakta Gram (+) ve Gram (-) izolatlarin genomik DNA izolasyonuna

beraberce devam edildi.

4

Hiicre pelletleri tizerine 600 pl; Nuklei Lizis soliisyonundan eklendi ve pipetle

cekip-birakarak, nazikge karistirildi. Boylece pellet bu soliisyon i¢inde ¢oziildii.
Bu karisim 80°C’ta 5 dk inkiibe edildi ve oda sicakliginda sogumaya birakildi.

Pargalanmus hiicrelere 3 pl; RNaz soliisyonundan eklendi. Tiip ters yiiz edilerek

2-5 defa karistirildi.

Bu karisim 37°C’ ta 45 dk bekletildi ve ornekler oda sicakliginda sogumaya
birakildu.

Karisim iizerine 200 pl Protein ¢oktiirme soliisyonundan eklendi. Ornekler 20 sn
yilksek hizda Vorteks yardimiyla karistirildi. Bdylece protein ¢oktiirme

sollisyonu ile hiicre lizatinin iyice karigsmasi saglandi.

Bu karisimi buzda 5 dk inkiibe edildikten sonra, ilk 32 6rnek (1-32) 14000
rpm/18000 rcf de 3 dk son 21 6rnek (33-53) ise 15000 rcf” te 4 dk santrifiijde

cevrilerek ¢oktiiriildii.

Ust s1vilar temiz ve steril 1,5 m1’lik mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Uzerlerine

600 pl izopropanol (oda sicakliginda) eklendi.
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Temiz tiipe alinan iist s1v1 ve izopropanol karisimi da tiip ters yiiz edilerek DNA
iplikleri goriilene kadar karistirild. Tlk 32 (1-32) 6rnek 14000 rpm/18000 rcf de
3 dk son 21 (33-53) ornek ise 15000 rcf” te 4 dk santrifiijjde g¢evrilerek
coktiirtldi.

Ust sivi dikkatlice ve tamamen, (gerekirse) temiz filtre kagidi yardimiyla
uzaklagtirildi. Pelletin tizerine 600 pl; %70 (w/w) etanol (oda sicakliginda)
eklendi. Karisimi igeren tiipler ters yiiz edilerek karistirildi Boylece birka¢ kez
DNA pelleti yikand1 ve drnekler ilk 32 (1-32) érnek 14000 rpm/18000 rcf de 3
dk son 21 (33-53) 6rnek ise 15000 rcf’ te 4 dk santrifiijde gevrilerek ¢oktiiriildii.

Alkol dikkatlice ve tamamen, (gerekirse) temiz filtre kagidi yardimiyla
uzaklastirildi ve mikrosantrifiij tiipleri i¢indeki pelletler Liyafilizator sistemi

kullanilarak yaklagik 65 dk’ da kurutuldu.

Kuruyan pelletin tizerine 100° er ul steril ampul su eklendi ve DNA solusyonu

+4 °C’ta buzdolabinda koruma altina alinda.

[zolatlara ait tiim genomik DNA’ lar %0,8 (w/v)’ lik agaroz jelde 80-110 V’ ta

yaklasik 1 saat yiiriitiildii ve uygun belirtegler (1 Kb DNA Ladder) kullanilarak

varliklar1 jel {izerinde UV goriintiileme sistemi kullanilarak gézlendi ve fotograflandi

(Cizelge 2.4). Ek olarak UV spektrofotometrede 260 nm Absorbansta genomik

DNA’ larin miktarlar1 belirlendi. Genomik DNA izolasyonundan emin olunduktan

sonra 16S rDNA’ nin Termal Dongii Cihaz tarafindan PCR ile eldesi ve ¢ogaltiimasi

asamasina gecildi.

Cizelge 2.4 Secilmis izolatlardan elde edilen genomik DNA’larin miktarlar

Ornek | Genomik DNA | Genomik DNA

no: 0Dy degerleri miktar (ng/pl)
1 0,241 1205
2 0,242 1210
3 0,224 1120
4 0,349 1745
5 0,231 1155
6 0,230 1150
7 0,233 1165
8 0,381 1905
9 0,305 1525
10 0,243 1215

Devami arka sayfada




Cizelge 2.4° iin devami

Ornek | Genomik DNA | Genomik DNA
no: 0Dy degerleri miktar1 (ng/ul)
11 0,305 1525
12 0,239 1195
13 0,236 1180
14 0,235 1175
15 0,244 1220
16 0,234 1170
17 0,253 1265
18 0,231 1155
19 0,236 1180
20 0,242 1210
21 0,390 1950
22 0,234 1170
23 0,236 1180
24 0,231 1155
25 0,233 1165
26 0,230 1150
27 0,231 1155
28 0,228 1140
29 0,226 1130
30 0,224 1120
31 0,298 1490
32 0,252 1260
33 0,241 1205
34 0,238 1190
35 0,230 1150
36 0,246 1230
37 0,236 1180
38 0,240 1200
39 0,247 1235
40 0,256 1280
41 0,270 1350
42 0,244 1220
43 0,232 1160
44 0,302 1510
45 0,258 1290
46 0,249 1245
47 0,251 1255
48 0,255 1275
49 0,247 1235
50 0,259 1295
51 0,238 1190
52 0,246 1230
53 0,247 1235
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2.2.13.2. Kullamlan Termal Dongii Cihazi PCR Reaksiyon Karisiminin

Belirlenmesi ve Programinin Olusturulmasi

Izolatlardan elde edilen genomik DNA’ lardan 16S rDNA bélgesinin eldesine
ve ¢ogaltilmasina yonelik olarak hazirlanan Termal Dongii Cihazi reaksiyon karigimi
ve programi olusturulurken Bolim 2.2.13.1° de verilen literatiirler kapsaminda
siklikla tercih edilen protokoller ve kullanilan PCR sarf malzemelerinin reaksiyon
karisim miktarlarinin hesaplanmasinda igin ticari firma tarafindan tavsiye edilen
kullanic1 bilgileri esas alindi (GoTaq® Flexi Polymerase kullanici prospektiisii).
Buna gore asagidaki Termal Dongii Cihazi reaksiyon karisimi ve programi

olusturuldu (Kullanilan sarf maddesi hazirligi icin Bkz. 2.2.1.4)

Reaksiyon miktar1 toplam 50 pl olarak segildi ve her drnekten 6 tiip olacak
sekilde hazirlandi. Reaksiyon karisimi; PCR tamponu 1X, MgCl, (25 mM) 3mM,
kalip DNA (200 ng/ul) 0,5 pg, dNTP karisimi (10 mM) 200 uM, F ve R primer
(10mM) 0,5 uM, Taq polimeraz (5u/ pl) 1,25 u/ pl ile hazirland1 ve 50 pl’ ye steril

ampul su ile tamamlandi.

Termal Dongii Cihazi Programi, 6n denatiirasyon 95 °C’ ta 5 dk, denatiirasyon
95 °C’ ta 1 dk, baglanma 58 °C’ ta 1 dk, uzama 72 °C’ ta 1.5 dk, son uzama 72 °C’ ta
10 dk ve toplam 30 dongii olarak gerceklestirildi.

Elde edilen PCR iiriinleri %0,8 (w/v) ’lik agaroz jelde yaklagik 45 dk 80-110
V’ ta yiiriitiildii. Jelde kullanilan uygun belirteglerle (1Kb ve 100 bp DNA Ladder)
yaklagik 1500 baz c¢iftlik 16S rDNA bolgesinin elde edildigi goriildii ve her 6rnek

icin fotografland.

2.2.13.3 PCR Uriinlerinin Jelden Saflastirllmasi ve 16S rDNA Bolgesinin

Dizilendirilmesi ve Filogenetik Siniflandirma

Elde edilen PCR firiinlerinden 50’ser ul ayrilarak mikrosantrifiij tiipleri i¢inde,
soguk zincirin bozulmamasina dikkat edilerek RefGen Gen Arastirmalart ve
Biyoteknoloji Sirketi’ ne gonderildi. Burada PCR fiiriinleri saflastirildi (Macherey-
Nagel Nucleo Spin Extract II kit). Bigdye Cycle Sequencing kit v.3.1 ile dizi analizi,
(ABI  3130XL  Genetic  Analyzer) cihazinda 27F YM (5 -
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGA - 3 wve 1491R YM (8 -
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ACGGCTACCTTGTTACGACTT - 3’) primerleri ile PCR’ de elde edilen yaklasik
1500 b¢’ lik DNA parcalar dizilendirildi. Dizi analiz iriinleri NaOAC-EtOH
yontemi ile saflagtirildi.

Elde edilen dizilerin filogenetik analizi NCBI gen bankasindaki referans
genomlarla ChromasPro Versionl.5 kullanilarak BLASTN programi yardimi ile

eslestirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Deniz Izolatlarinin Ornekleme Bolgelerine Gére

Dagihim

Bu doktora tezi kapsaminda, IK 1. érneklemeden 82 adet, IK 2. érneklemeden
119 adet, IK 3. 6rneklemeden 129 adet ve IK 4. 6rneklemeden 146 adet, 132 adet M
orneklemesinden, 90 adet K 6rneklemesinden olmak iizere toplam 698 adet bakteri
izolat1 elde edilmistir. Elde edilen bakteri kiiltiirii %80’ lik saf gliserol igerisinde -20

°C’ ta (%33 final hacimde) derin dondurucuya kaldirilmislardir.

BIKI
BIK2
IK3
IK4
@ Marmara Denizi

0O Karadenmz

Sekil 3.1. Deniz izolatlarinin 6rnekleme bolgelerine gore dagilima.

3.2. Izolatlarin On Testlerine Ait Bulgular

Ad1 gegen 698 adet izolatin tamaminin temel mikrobiyolojik testlerinden 4’i
(koloni tekstiirti, Gram Boyama, katalaz ve oksidaz testleri) tamamlanmistir. Bu
testlerin bir sonucu olarak elde edilen izolatlar icinde 49 adet IK 1’e, 90 adet IK 2’
ye, 82 adet IK 3’e, 135 adet IK4’ e, 68 adet K ve 103 adet M 6rneklemesine ait
olmak iizere toplam 527 adet Gram negatif ve 31 adet IK 1’e, 29 adet IK 2’ ye, 45
adet IK 3’¢,10 adet iIK4’ e, 22 adet K ve 29 adet M &rneklemesine ait olmak iizere
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toplam 166 adet Gram pozitif, 5 adet de Gram degisken (+/-) saf bakteri kiiltiirii
tespit edilmistir (Sekil 3.2).

160 i
140 A 135
20 ~ 12 - [
120 90 103 B Gram negatif
100 A 90
= 80 B Gram pozitif
& 60 B8 Gram (+/-)
= 40
S 20
{:} T T T T

K3 K4 Marmara Karadeniz
D.

Ornekleme istasyvonlari

Sekil 3.2. izolatlarin Gram boyama &zelliklerine gore dagilima.

Bu izolatlarin i¢inde Gram negatif kokobasil formuna 204 adet, basil formuna
211 adet, kok formuna da 104 adet olarak rastlanmistir. Gram pozitif bakterilerde ise
basil formu 54 adet, kok formu 90 adet, kokobasil formu da 22 adet olarak
belirlenmistir. Ayrica Gr (+/-) 4 adet kok formu, 1 adet te basil formunda bakteri
belirlenmis, ek olarak da Gram negatif boyanan, bakteriler i¢cinde sayilmis, dallanmis

ipliksi ¢ok iri hiicrelerden olusan 8 adet izolatta gdzlemlenmistir (Sekil 3.3).
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250
204 211 B Gram negatif
200 4
B Gram pozitif
150 i ._
= B Gram(+/-)
Z
Z 100 A
=
R
= 50
() 1 T 1

Kokobasil Basil Kokobasil Dallannus
ipliksi

Hiicre Morfolojisi

Sekil 3.3. izolatlarin hiicre morfolojilerine gére dagilimi

Calisma boyunca yapilan o6rneklemelerden elde edilen izolatlar igerisinde
sayica Gram negatif izolatlarin agirlikta olmasi literatiirlerle (Hutcheson ve
arkadaslar1 1999; Pujalte ve arkadaslari, 1999, Strohecker ve Sidie 1999) uyumlu

oldugu goriilmiistiir.

Katalaz testi sonucunda ise 698 izolatin 127 tanesi katalaz (-) [52 tanesi +/—
olmak {izere], 571 tanesi de cesitli seviyelerde katalaz (+) olarak goézlenmistir.
Detaylar1 burada aciklanmamis olan koloni tekstiirleri ise oldukca farkli ve genelde

birbirinden bagimsiz ¢ok sayida goriiniim arz etmistir.

Oksidaz testine gore ise, 698 izolatin 150 tanesi oksidaz (+), 314 tanesi
oksidaz (-) [15 tanesi (+/-) olmak iizere]’ tir. Toplamda 146 tanesi test esnasinda
karigik bulundugu icin degerlendirmeye alinmamistir ve buna ek olarak 88 tane izolat

ise -20 °C’ taki derin dondurucu stoklarindan yapilan ekimlerde tirememistir.

Spor boyama testi sonuglarina gore ise, tiim izolatlarin yapilan mikroskopi
gbzlemlerinde 260 tanesinde endospor varlig1 gézlemlenmis, 204 tanesinde endospor

olusumu tespit edilmemis [45 tanesi (+/-) ve 17 tanesinde spor olusumu
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belirlenememistir]’ tir. Yukarida da ifade edildigi gibi 146 izolat karisik oldugu, 88
izolat ise -20 °C’ta ki derin dondurucu stoklarindan yapilan ekimlerde tiremedigi i¢in

degerlendirme disinda tutulmustur (Sekil 3.4).

314
= B Poziftif
g B Negatif
= @ Bilinmiyor
—

BUremedi

Katalaz Oksidaz Spor Varlig

Sekil 3.4. Izolatlarin katalaz, oksidaz testi sonuclari ve spor varligi ydniinden
dagilimu.

3.3. Secilmis izolatlarin Klasik Mikrobiyolojik Yéntemlerle

Tiir Diizeyinde Tanimlamasina Ait Bulgular

Tez calismasi kapsaminda secilen 53 bakteriye yapilan tiim testler sonucunda
elde edilen verilerden her bir izolata 6zel (EK-1) ¢izelgeler olusturulmustur. Bu
tablolara tiim testlerin sonuglar1 islenmistir. Ek olarak biyokimyasal test sonuglari
gruplandirilmis ve ¢izelgeler halinde sunulmustur (Cizelge 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5,
3.6).



Cizelge 3.1. izolatlarm biiyiime ve koloni dzellikleri, [Izolatlar oldukca farkli ve birbirinden bagimsiz 6zellikler gdstermistir. Farkli bolgelerden
alman drnekler, farkli 6zellikler gdsterdigi gibi (96 1K2, 235 IK3 vbg), benzer 6zellikler gdsteren drneklerde goriilmiistiir (235 / IK3 ve 237 /IK3’
te oldugu gibi). Bazen ayn1 bolgelerden izole edilen drnekler farkli hiicre morfolojisi ve koloni 6zelligi gosterse de (A115/ M-1, A115/ M-2’ de
oldugu gibi), farkl1 koloni dzelliklerinden dolay: farkli 6rnekler gibi diisiiniilen fakat benzer 6zellikler gdsteren drnekler de vardir (406 /IK4-1,
406 /IK4-3’ de oldugu gibi)].

izolatin istasyon Biiyiime Koloni goriiniimii

.Adl 24 saat 48 saat Rengi Goriiniimii Kenari Yiiksekligi Yiizeyi
96 1K2 Orta-3/1 | Iyi Iyi Sarims1 beyaz Noktali - Diiz-yiliksek Dalgali, parlak
235 IK3 I¢/2 Iyi Iyi Mat beyaz Diizensiz Dalgali Diiz-yiiksek Dalgali
237 IK3 Orta-3/2 | Orta/iyi | Orta/iyi | Mat beyaz Diizensiz Dalgali Diiz, yiiksek Dalgali
A115/M-1 | 10m/2 Iyi Iyi Sarimsi, beyaz Diizensiz Dalgali Yiiksek Dalgali
Al115/M-2 | 10m/2 Iyi Iyi Sarimsi, beyaz Diizensiz Dalgali, loblu Yiiksek Dalgali, kivrik
A118/M-1 | 20m/3 Iyi Iyi Beyaz Noktal1 Diiz Yiiksek, konveks Diiz, parlak
A118/M-2 | 20m/3 Iyi Iyi Beyaz Diizensiz Flamentli, dalgali Yiiksek Piiriizlii, dalgali
257 /1K3-1 | I¢/2 Iyi Iyi Sarimsi beyaz Diizensiz Loblu, dalgali Yiiksek Dalgali, kivrik
257 /1K3-2 | I¢/2 Iyi Iyi Yesilimsi beyaz | Diizgiin, akigkan Diiz Yiiksek, konveks Diiz, parlak
42 /1K1-1 Ic Iyi Iyi Yesilimsi beyaz Diizgiin akiskan Dalgali-diiz Yiiksek, konveks Diiz parlak
42 /1K1-2 ic Iyi Iyi Yesilimsi beyaz Diizgiin akigkan Diiz Konveks Diiz parlak
42 /iK1-3 ic Iyi Iyi Yesilimsi beyaz Diizgiin akigkan Diiz Konveks Diiz parlak
43 iK1 Orta-3 Iyi Iyi Beyaz Diizgiin, dagmik Loblu, flamentli Yiiksek, konveks Piiriizlii
45 iK1 Orta-3/1 | lyi Iyi Beyaz Diizgiin, akigkan Diiz Konveks Diiz, parlak
46 iK1 Dig-7 Iyi Iyi Beyaz Diizgiin, akigkan Loblu, dalgali Konveks Dalgali, parlak
406 / IK4-1 | Orta-3/1 | lyi Iyi Mat beyaz Diizensiz, yayilan Dalgali, loblu Konveks Yiiniimsi, piiriizlii, mat

Devami arka sayfada

[4:]



Cizelge 3.1.” in devami

Izolatin | Istasyon Biiyiime Koloni goriiniimii
Adi 24 saat 48 saat | Rengi Goriiniimii Kenan Yiiksekligi Yiizeyi

406 / IK4-2 | Orta-3/1 | Iyi Iyi Yesilimsi beyaz | Diizgiin, akigkan Dalgali Konveks Dalgali, parlak
406 /IK4-3 | Orta-3/1 | lyi Iyi Mat beyaz Diizensiz, yayilan Dalgali, loblu Konveks Yiiniimsi, piiriizlii, mat
Al154 M 20m/1 Iyi Iyi Beyaz Diizgiin, akiskan Dalgali Konveks, yastiks1 Diiz, parlak
Al155/M-1 | 20m/2 Iyi Iyi Yesilimsi beyaz | Diizgiin, akiskan Dalgali Konveks Piiriizl, parlak
A155/M-2 | 20m/2 Iyi Iyi Beyaz Diizensiz, yayilan Dalgali, loblu Yiiksek Yiiniimsii, piiriizlii
A156 M 20m/3 Iyi Iyi Beyaz Piiriizlii, dalgali Loblu, dalgali Diiz, yiiksek Yiiniimsii, piiriizli, mat
421 iK4 ic/3 Iyi Iyi Sar1 Noktali - Diiz Piiriizlii, noktali
429 K4 i¢/3 Iyi Iyi Mat beyaz Noktali, yayilan Flamentli, dalgali, Diiz, yiiksek Piirtizli
65 IK1 Orta-3 Iyi Iyi Beyaz Dalgali Loblu, dalgal Yiiksek, konveks Dalgaly, piiriizlii, mat
301/1iK3-1 | Orta-3/3 | lIyi Iyi Beyaz Diizensiz, dagilan Dalgali Yiiksek Piiriizlii, dalgal
301/1K3-2 | Orta-3/3 | lyi Iyi Beyaz Diizensiz, dagilan Dalgali Yiiksek Piiriizlii, dalgali
447 iK4 Dig-7/1 | lyi Iyi Beyaz Diizenli, dagilan Dalgali Yiiksek Dalgali, parlak
171 iK2 Orta-3/1 | lyi Iyi Sarimsi beyaz Dalgali Dalgali, flamentli Yiiksek Dalgali, mat, ylinlimsii
181 IK2 Dis-7/2 Iyi Iyi Beyaz Dalgali, dagilan Dalgali Yiiksek Yiiniimsii, mat, piiriizli
461 iK4 Dis-7/1 Iyi Iyi Sarimsi, beyaz Diizensiz, daginik Dalgali, loblu Konveks, yastiksi Parlak, dalgali
189 iK2 Dis-7/2 Iyi Iyi Yesilimsi beyaz | Koksii, ipliksi Flamentli Yiiksek Dalgall, piiriizlii
3181K3 i¢/3 Iyi Iyi Beyaz Diizensiz, daginik Loblu, dalgali Yiiksek, konveks Yiiniimsii, piiriizlii
193 /iK2-1 | Orta-3/2 | lyi Iyi Beyaz, sarims1 | Noktali - Diiz, yiiksek Parlak, piiriizlii
193 /iK2-2 | Orta-3/2 | lyi Iyi Beyaz Diizensiz Loblu, dalgali Yiiksek Piiriizlii, dalgali, parlak
475/ iK4-1 | Dis-7/2 Iyi Iyi Beyaz Diizensiz, koksi Loblu, flamentli Yiiksek Dalgali, piiriizlii, mat

Devami arka sayfada
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Cizelge 3.1.” in devami

izolatin . Biiyiime Koloni goriiniimii

Istasyon . e o
Adi 24 saat 48 saat Rengi Goriiniimii Kenan Yiiksekligi Yiizeyi
3321K3 Dis-7/1 | lyi Iyi Beyaz Diizensiz, dagilan Loblu, dalgali, Yiiksek, konveks Dalgali,
A27/K-1 | 40m/1 Iyi Iyi Sarimsi beyaz Diizgiin, yayilan Diiz Yiiksek Purizli,
A31/K-1 40m/1 Iyi Iyi Beyaz Diizgiin, akiskan Dalgali Konveks Dalgall,
A36 K 40m/1 Iyi Iyi Beyaz Diizgiin, dagmik Dalgali Yiiksek, konveks Diiz,
A37K 40m/2 Iyi Iyi Yesilimsi beyaz Diizgiin Diiz Yiiksek, konveks Diiz,
A41/K-2 | 30m Iyi Iyi Limon sarist Noktali - Yiiksek Kivrik,
A73/K-2 40m/1 Iyi Iyi Beyaz Diizgiin, akiskan Dalgali, loblu Konveks Dalgals,
A73/K-3 | 40nv/1 Iyi Iyi Beyaz Diizgiin Loblu, dalgali Konveks Dalgali,
A77 / K-1 40m/1 Iyi Iyi Beyaz Diizensiz, ipliksi Loblu, flamentli Yiiksek Kivrik,
A78/K-1 | 40m/2 Iyi Iyi Beyaz Diizensiz Loblu, dalgali Diiz, yiiksek Piiriizli,
A78/K-2 | 40m/2 Iyi Iyi Yesilimsi beyaz Diizensiz Loblu, dalgali Diiz, yiiksek Piiriizli,
ATIK Dip/1 Iyi Iyi Yesilimsi beyaz Diizgiin Diiz Yiiksek Diiz,
A80/K-1 | Dip/2 Iyi Iyi Beyaz Koksii, diizensiz, Loblu, flamentli Yiiksek, konveks Piiriizlu,
A80/K-2 Dip/2 Iyi Iyi Yesilimsi beyaz Diiz, dalgali Diiz, dalgali Konveks, yastiksi Dalgal,
A106/M-1 | 100m/1 Iyi Iyi Beyaz Diizgiin Diiz, dalgali Yiiksek Diiz,
A125M 20m/3 Iyi Iyi Yesilimsi beyaz Noktal1 - Diiz, yiiksek Piirtizlu,
Al139 M 10m/3 Orta Orta Sarimsi, beyaz Diizgiin, dalgali Dalgali, loblu Yiiksek, konveks Piiriizl,

¥8




Cizelge 3.2. Izolatlarin hiicre sekli ve Gram, spor, lipit, kapsiil boyama, oksidaz ve katalaz testi sonuglari, [Izolatlarm yukaridaki cizelgede
benzer Ozellikler gosterip sonrasinda yapilan testlerde farkli 6zellikler gostermeleri ¢alismada koloni ve mikroskopik olarak benzer 6zellik
gdsteren drneklerin birlestirilmeden incelenmesi fikrini giiclendirmistir. Buna &rnek olarak ¢izelge 3.2° deki 406 /IK4-1 ve 406 /IK4-3 katalaz
testi sonuglart gosterilebilir].

Izolatin Hiicre sekli Gram Spor boyama Katalaz| Oksidaz Kapsiil Lipit Boyama
96 IK2 Basil Gram (-) +/C* sporlu ++ - - +
2351K3 Basil Gram (+) +/C sporlu + - +
2371K3  |Basil Gram (+) +/C sporlu ++ +7 +
A115 / M-1 | Kok, kokobasil Gram () - sporsuz ++ - - -
A115 / M-2 | Streptobasil Gram (+) +/C sporlu + + - +
A118 / M-1 | Kok, kokobasil Gram (-) - sporsuz ++ - - -
A118 / M-2 | Basil, kok Gram (+) +/C sporlu ++ + - +
257 / IK3-1 | Basil Gram (+) +/C sporlu -t +2 - +
257 / IK3-2 | Kok-kokobasil Gram (-) - sporsuz +++ - - -
42 /IK1-1 |Kok-kokobasil Gram (-) - sporsuz ++ - - -
42 / TK1-2 | Kok-diplokok Gram (-) +/C sporlu o+ - -
42 /TIK1-3 | Kok-kokobasil Gram (-) - sporsuz +++ - - +
43 iK1 Basil Gram (+) +/C sporlu + - - +
45 iK1 Kok, Kokobasil Gram (-) +/C sporlu ++ - - +
46 1K1 Kok Gram () - sporsuz + - - -
406 / IK4-1 | Basil Gram (+) +/C sporlu + - - +
406 / IK4-2 | Kok Gram (-) +/C sporlu ++ - - -
406 / IK4-3 | Basil Gram (+) +/C sporlu ++ - - +
Devami arka sayfada
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Cizelge 3.2’ nin devamu

Izolatin Adi Hiicre sekli Gram Spor boyama Katalaz | Oksidaz Kapsiil Lipit Boyama
Al54 M Kok (stafilokok) Gram (-) +/C sporlu + @t - +/-
A155/ M-1 Kok Gram (-) +/C sporlu ++ - -
Al155/ M-2 Basil Gram (+) +/C sporlu + - +
Al156 M Basil Gram (+) +/C sporlu ++ - +
421 iK4 Basil Gram (-) - sporsuz + + -
429 iK4 Basil Gram (+) +/C sporlu + - +
65 iK1 Basil Gram (-) +/C sporlu ++ + -
301 /iK3-1 Basil Gram (+) +/C sporlu ++ - +
301/ IK3-2 Basil Gram (+) +/C sporlu + - +
447 IK4 Basil Gram (+) +/C sporlu + - +
171 IK2 Basil (streptobasil) Gram (+) +/C sporlu -+ - +
181 IK2 Basil (streptobasil) Gram (+) +/C sporlu +++ - +
461 IK4 Vibriobasil Gram (-) +/C sporlu + + +/-
189 IK2 Basil Gram (+) +/C sporlu ++ - +
318 iK3 Basil Gram (+) +/C sporlu +++ - +
193 / iK2-1 Kok Gram (+) +/C sporlu ++ - -
193 / IK2-2 Basil Gram (+) +/C sporlu ++ - +
475 / IK4-1 Basil Gram (+) +/C sporlu -+ - +
3321K3 Basil Gram (+) +/C sporlu ++ - +
A27/ K-1 Basil Gram (+) +/C sporlu + - +
A31/K-1 Kok, kokobasil Gram (-) +/C sporlu ++ - -
A36 K Kok (stafilokok) Gram (-) (-) sporsuz -+ - -

Devami arka sayfada
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Cizelge 3.2’ nin devami

Izolatin Ada Hiicre sekli Gram Spor boyama Katalaz | Oksidaz Kapsiil Lipit Boyama
A37TK Kok (stafilokok) Gram (-) +/C sporlu -+ - - -
A41 / K-2 Kok (sarsina) Gram (-) (-) sporsuz + - - -
A73/ K-2 Kok (stafilokok) Gram (-) +/C sporlu + - - -
A73/K-3 Kok (stafilokok) Gram (-) +/C sporlu ++ - - -
A77/ K-1 Basil Gram (+) +/C sporlu ++ - - +
A78 / K-1 Basil Gram (+) +/C sporlu ++ - - +
A78 / K-2 Kok (stafilokok) Gram (-) +/C sporlu ++ - - -
A79 K Kok (stafilokok) Gram (-) +/C sporlu + - - -
A80/K-1 Basil Gram (+) +/C sporlu ++ - - +
A80/K-2 Kok (stafilokok) Gram (-) +/C sporlu +++ - - +
A106 / M-1 Kok (stafilokok) Gram (-) +/C sporlu + - - +/-
Al125 M Kok, kokobasil Gram () +/C sporlu -+ - - +
Al139 M Kok (stafilokok) Gram (-) +/C sporlu +++ - - +

*C=(Central) Merkezi konumlanmis spor

L8




Cizelge 3.3. Dekarboksilaz, Denitrifikasyon ve O/F testi sonuclari, [Klasik tanimlama i¢in farkli testlere devam edilmistir].

) Dekarboksilaz testi Denitrifikasyon Testi O/F Testi %410 tuzlulukta
Izolatin Nitrati e - . e
Adi AD. LD. nitrite OT;;I;;ZU Aerop F;;‘;‘:::gf Inert (etkisiz) buyime ozelligi
indirgeme 24sa** 48 sa
96 1K2 R.V.* - + - - B n - i
235 iK3 + + ) } N T -
2371K3 + - + - - i " -
Al115 / M- R.V. R.V. + - - + - +/- 4/
Al115 / M- + - + - B n - i
Al118 / M- R.V. R.V. + - - + B 4. j
Al18 / M- + + - B n - i
257 / iIK3- + - + - - T T -
257 / iIK3-| RV. R.V. + - - + - -
42 /IK1-1 R.V. R.V. - - + L e
42 /IK1-2 R.V. R.V. + - + e =
42/ iK1-3 R.V. R.V. + - + L e
43 iK1 + - + - - i " -
45 IK1 R.V. R.V. - - + L "
46 1K1 R.V. R.V. - - + L e
406 / iK4- + - + - - T " -
406 / IK4-| R.V. R.V. + ] - n _ +z =
406 / iK4- + - + - - - T v -
A.D.=Arjinin dekarboksilaz; L.D.=Lizin dekarboksilaz; *R.V.= Reaksiyon vermedi; **sa=saat; (+")=zayif lireme; (+)=yogun lireme; (+/-)=siipheli ireme; (+)=iireme
var; (-)=lireme yok Devami arka sayfada
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Cizelge 3.3.” in devamu

Dekarboksilaz testi Denitrifikasyon Testi O/F Testi %10 tuzlulukta biiyiime
Izolatin Ad Nitrat1 nitrite N, Gaz Fakiiltatif . ozelligi
AD. LD. indirgeme Ollisumu Aerop anaerop Inert (etkisiz) 24 sa** 48 sa

Al54 M R.V. RV. + - + - - LV -
A155 / M- R.V. R.V. + - - + - + 42
A155 / M- + - + - - - + /- _
Al156 M + - + - - - + +- _
421 iK4 R.V. R.V. + - - + - + +
429 iK4 + - + - - - T o -
65 iK1 R.V. R.V. + - - - T " -
301 / iK3- + - + i - - T " -
301 / IK3- + - + - ) . n o -
447 K4 - - + _ ; ] + - -
171 iK2 R.V. - + - ] - n o -
181 IK2 + - + - - - T o -
461 IK4 R.V. R.V. + - i + _ + I
189 IK2 - - + - - - + - )
318 IK3 + - + ] i _ n I o
193 / IK2-| RV, - + ] - n _ K] ]
193 / IK2- + - + - - - n o -
475 / iIK4-| RV, R.V. + - ; _ n - -
332 iK3 + : v : i i n m ;
A.D.=Arjinin dekarboksilaz; L.D.=Lizin dekarboksilaz; *R.V.= Reaksiyon vermedi; **sa=saat; (+")=zayif tremei; (+')=yogun iireme; (+/-)=siipheli iireme;
(+)=tiireme var; (-)=lireme yok Devami arka sayfada
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Cizelge 3.3.” in devamu

izolatm Dekarboksilaz testi : Denifrifikas on Testi O/li Tes.ti %10 tuzlulukta bityiime
Adi AD. LD. thra.tl nitrite N; Gaz Aerop Fakiiltatif In?r-t ozelligi
indirgeme olusumu (etkisiz)
anaerop 24 sa** 48 sa

A27 /K-1 + - + R - - n " -

A31/K-1 RV. R.V. + ; - - - . =
A36 K RV. R.V. T ; - " - = =
A37 K R.V. R.V. + - + _ B 2 +Z
A41/ K-2 R.V. R.V. + - - - + + +
A73/K-2 R.V. R.V. - - § m - e o
A73/K-3 R.V. R.V. + - 3 n - - -

A77 / K-1 + - + - - - n - e
A78 / K-1 + - + - - - " - e
A78/K-2 R.V. R.V. + - - + - +- +-
AT9K R.V. R.V. + - + - - +Z +2
A80 / K-l + - + - - _ + +Z +Z
A80/K-2 R.V. R.V. + - + _ _ +Z 2
A106 / M-| RV, R.V. + ; - - - = =
A125M RV. R.V. T ; - " - = =
A139 M R.V. R.V. + ; . m - 2 7

A.D.=Arjinin dekarboksilaz; L.D.=Lizin dekarboksilaz; *R.V.= Reaksiyon vermedi; **sa=saat; (+*)=zayif iireme; (+’)=yogun iireme; (+/-)=siipheli iireme; (+)=iireme
var; (-)=lireme yok
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Cizelge 3.4. Karbonhidrat kullanimu testi sonuglar1 [11 farkli seker i¢in yapilan bu test 24 ve 48 saat olarak ve glukozdan gaz {iretimini i¢ine

alacak sekilde yapilmistir].

Karbonhidrat kullanimi

izolatmn Ad Glukoz | G.G.O.* | Sukroz | Sorbitol | Mannitol | Ksiloz | Arabinoz | Mannoz |Sellobiyoz | Trehaloz | Galaktoz | Fruktoz
24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | | .o | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48
sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa
96 IK2 + |+ | - - + | + | - - - - + | + - - + |+ | -] - + | + - - | -]+
235 IK3 + |+ | - - + | + | - - - - + | + - - + |+ | -] - + | + - - + |+
237 iK3 + |+ | - - + | + | - - - - + | + - - + |+ | -] - + | + - - + |+
A115/M-1 + |+ - - - + - - - - + | + - - + | + - - - - + | + - -
Al115/M-2 + | + - - + | + - - - - + | + - - + | + - - + | + - - + | +
A118 / M-1 + | + - - - + - - - - + | + - - + | + - - o+ |+ ]+ - +
A118 / M-2 + + - - + + - - - - + + - - + + - - + + - - + 4
257/ 1K3-1 + | + | - - + |+ | - - - -+ |+ - -+ |+ - - + |+ | - S+ ]+
257/ 1K3-2 +* + - - - - - - - - + + - - + + - - _ _ + + - -
42/ iK1-1 o] - - - - - - - -+ |+ | - S+ ]+ - - i N I R _
42/ iK1-2 + | + | - - - - - - - -+ |+ | - I WA - - N U R R R R
42 /iK1-3 + | + - - - - - - - - + + - - + + - - - - + + - -
43 iK1 + + - - + + - - - - + + - - + + - - + + - - + +
45 iK1 + | - - - - - - - - + + - - + + - - - - + + - -
46 iK1 + | + - - - - - - - - + + - - - + - - - - + + - -
406 / IK4-1 + | + - - + | + - - - - + | + - - + | + - - + | + - - + |+
406 / iK4-2 + | + - - - - - - - - + + - - + + - - R R + + R -
406 / IK4-3 + + - - + + - - - - + + - - + + - - + + - - + +

*.G G.0.=glukozdan gaz olusumu ; sa= saat

Devami arka sayfada
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Cizelge 3.4.” iin devami

Karbonhidrat kullanim

izolatn Ad Glukoz | G.G. O.* | Sukroz | Sorbitol | Mannitol | Ksiloz | Arabinoz | Mannoz |Sellobiyoz | Trehaloz | Galaktoz | Fruktoz

24 | 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 sa | 48 sa 24 48 24 48 24 48

sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa
Al54M - - M-+ - - - -+ 1+ - - |+ |+ - - -+ + -+
A155/M-1 + | + - - - - - - - - + + - - + + - - - - + + - -
A155/M-2 O+ - - + | + - - - - + | + - - + | + - - + | + - - + | +
A156 M + | + - - + + - - - - + + - - + + - - + + - - + +
421 iK4 + |+ | - - - - - - - - -] - - - - - - - - - - - - -
429 iK4 + |+ - - + |+ - - - - + |+ - - + |+ N I - - + | o+
65 iK1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
301 /1K3-1 + | + | - -+ |+ - - - -+ |+ | - -+ |+ - - |+ + ] - -+ |+
301/ iK3-2 + | + - - + | + - - - - + | + - - + | + - - + - - - + |
447 iK4 + + - - + + - - - - + + - - + + - - + + - - + +
171 iK2 + + - - + + - - - - + + - - + + - - + + - - + +
181 iK2 + |+ | - - + | + | - - - - + | + - - + | + - H- ]+ - -+ ]+
461 iK4 + | + - - - - - - - - + | + - - + | + - - - - + | + - -
189 IK2 + [+ -] - -1 -1-1-1-1T-1T+1+1-1-1+1]-1+]+]+]+]+]-1+]-
318 IK3 + | + | - - |+ |+ | - - - -+ |+ |- -+ |+ - -+ ]+ | - S+ |+
193 / iK2-1 + + - - +/- + - - - - + + - - + + - - + + - - 4 +
193 / iK2-2 + | + - - + + - - - + |+ + - - + | 4+ - - + + - R + +
475 / IK4-1 + | + | - - + | + | - - - -+ |+ | - - - - - - + |+ | - -+ ]+
*.G G.0.=glukozdan gaz olusumu ; sa= saat Devami arka sayfada
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Cizelge 3.4.” iin devami

Karbonhidrat kullanimi

. Glukoz | G.G.O.* | Sukroz | Sorbitol | Mannitol | Ksiloz | Arabinoz | Mannoz |Sellobiyoz | Trehaloz | Galaktoz | Fruktoz
fzolatin Ady 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 sa | 48 sa 24 48 24 48 24 48
sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa sa
3321K3 + |+ | - S S S - - -+ |+ |- -+ |+ - -+ |+ | - -+ |+
A27/K-1 + |+ | - - L+ + - - - - L+ L+ - i T e v R N S I - |+ |+
A31/K-1 + | + - - - - - - - - + | + - - - + - - - - - + - -
A36 K + | + - - - - - - - - + | + - - - + - - - + - + - -
A37TK - - - + | - - - - + | + - - - + - - - + | -] + - +
A41/K-2 - - - - - - - - - - - - - - _ - - - _ _ _ _
A73/K-=2 + + - - - - - - - - + + - - - + - - - - +/- | + - -
A73/K-3 + |+ ] - - - - -l - -] - AR
A77/K-1 + | + - - + | + - - - - + | + - - + |+ |+ - + | + - - + | +
A78/K-1 + | + - - + | + - - - - + | + - - + |+ |+ - + |+ | -] - + | +
A78 /K-2 +7 +7 - - - - - - - - + + - - +- + - - - - + + - -
A79 K + + - - - - - - - - + + - - - + - - - - + + - -
A80/K-1 + |+ | - -+ ]+ - - - -+ |+ | - -+ |+ - -+ |+ ] - -+ |+
A80/K-2 + + - - - - - - - - + + - - + + - - - - + + _ _
A106 / M-1 + | + - - - - - - - - + | + - - + | + - - - - + | + - -
A125M + | + - - - - - - - - + | + - - + | + - - - - + | + - -
A139 M |+ | - Sl + |- - - -+ |+ | - -+ ]+ - - - S+ ] - -

*@G.G.0.=glukozdan gaz olusumu; sa=saat
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Cizelge 3.5. TSI agar, Hareketlilik, Hemoliz ve IMVIC testi sonuclari, [benzer sekilde diger tanimlama testlerine devam edilmistir].

izolatin Adx

TSI Agar Testi

Hareketlilik Testi

Hemoliz Testi

IMVIC testi

Glukoz

Sukroz

Laktoz

H,S
Olusumu

Gaz olusumu

24 saat 48 saat

Hemoliz Tiirii

indol

MR

VP Sitrat

96 IK2

235 iK3

+

237 iK3

+ |+ |+

+ |+ |+

+ 1+ |+

+ [+
+ [+

Al115/M-1

1
4+ |1

Al115/M-2

+

+

+

+
+

Al118 /M-1

Al118 / M-2

257 / IK3-1

257 /IK3-2

42 / iK1-1

42 / IK1-2

42 / IK1-3

1
Fl ||

43 iK1

+

45 K1

46 iK1

1
+ |+

406 / iK4-1

- —

406 / IK4-2

Q
RleRRleRRRR[eleReR]|e ¥<*

- +

MR= (Methyl red) Metil kirmizis;; VP=Voges Proskauer; * y =gama hemoliz; ** o = alfa hemoliz; (+*)=zayif iireme; (+/-)=slipheli iireme; (-)=tireme veya hareketlilik yok

Devami arka sayfada
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Cizelge 3.5.” in devami

TSI Agar Testi Hareketlilik testi Hemoliz Testi IMVIC testi
izolatin Adi H,S .
Glukoz Sukroz Laktoz Gaz olusumu 24 saat 48 saat Hemoliz Tiirii Indol MR VP Sitrat
Olusumu

406 / IK4-3 + + + - - + + o - + + +
Al154 M - - - - - - - y - - - +
A155 / M-1 - - - - - - - v - - - +
Al155/ M-2 + + + - - + + o - + + -
Al56 M + + + - - N ¥ a _ T _ T
421 IK4 - - - - - - : y - - +
429 iK4 + + + - - + + o - + - +
65 iK1 +/- +/- +/- - - - - Y - - - +
301 /1K3-1 + + + ] - + L o ) n - T
301 /IK3-2 + + + ] - + N o ) n - T
447 IK4 + + + ] - + T o _ n - n
171 iK2 + + + ] - + + o ] n - -
181 iK2 + - - - - + + o - + - -
461 iK4 - - - - - - . Y - - -

189 IKZ + - - - - + + o _ + + _
318 IK3 + + + - - + T a _ n n )
193 / iK2-1 + - - - - - - y - + - -
193 / iK2-2 + + + _ - + n o ) n - -
475 / iK4-1 + + + ] - + T o ) n - -
332iK3 - + + ] - + + a ] n ; n

MR= (Methyl red) Metil kirmizisi; VP=Voges Proskauer; * ¥ =gama hemoliz; ** o = alfa hemoliz; (+*)=zayif tireme; (+/-)=siipheli lireme; (-)=iireme veya hareketlilik yok
Devami arka savfada
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Cizelge 3.5.” in devami

izolatin Adx

TSI Agar Testi

Hareketlilik

Hemoliz Testi

IMVIC testi

Glukoz

Sukroz

H,S

Laktoz Olusumu

Gaz olusumu

24 saat 48 saat

Hemoliz Tiiri

indol

MR VP

Sitrat

A27/K-1

+ +

A31/K-1

A36 K

A37K

+ 4|+

A41 / K-2

A73 / K-2

=+ |1

A73 /K-3

A77/K-1

+ 4|+ |

A78/K-1

[+
1

A78/K-2

AT9K

A80/K-1

A80/K-2

+ |+
1

A106 / M-1

Al125 M

R RRIFRRIRILRRERRERRERRIR

Al139M

Y

]

MR= (Methyl red) Metil kirmizis;; VP=Voges Proskauer; * Y =gama hemoliz; ** o = alfa hemoliz; (+*)=zayif iireme; (+/-)=siipheli iireme; (-)=lireme veya hareketlilik yok
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Cizelge 3.6. Jelatin, nisasta, lipit, protein seliiloz hidrolizi testi sonuglari

izolatin Ady | Jelatini Nisasta Lipit Protein Seliiloz
_ Sivilastirm | Hidrolizi | Hidrolizi | Hidrolizi | Hidrolizi

96 IK2 Tabakal1, + + - + -
235 iK3 Tabakali, + + + -
2371K3 Tabakali, + + + -
Al115/ M-1 -

Al115/ M-2 Tabakali, + + + -
Al118 / M-1 - - - -
Al118 / M-2 Tabakal1, + + + -
257 /1K3-1 | Tabakal, + + + +
257 / IK3-2 - - - -
42 / IK1-1 : - - -
42 / 1K1-2 : - - -
42 / IK1-3 - - - -
43 iK1 Tabakal1, + + + -
45 iK1 : - - -
46 1K1 : - + +
406 / iIK4-1 | Tabakal, + + + -
406 / IK4-2 : - - -
406 / IK4-3 | Tabakali, + + + -
Al54 M - - - -
Al155/ M-1 - - - -
A155/ M-2 Tabakali, + + + -
AlS56 M Tabakal1, + + + -
421 IK4 : - - -
429 iK4 Tabakali, + + + +
65 iK1 Uremedi - - -
301 /1K3-1 | Tabakali+ + + -
301 /1K3-2 | Tabakali, + + + -
447 iK4 Tabakal1, + + + -
171 iK2 Tabakali, + + + -
181 iK2 Tabakali, + + + -
461 iIK4 : - - -
189 iK2 Tamami s1vi, + + -
318 iK3 Tabakali, + + + +
193 / iK2-1 Uremedi - - -
193 / IK2-2 | Tabakal, + + + -
475/ iK4-1 | Tabakal, + + + +
332 iK3 Tabakali, + + + +
A27/K-1 Tabakali, + + + +
A31/K-1 Tamama s1vi, —+ + -

Devamu arka sayfada
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Cizelge 3.6.” nin devamu
izolatin Adi Jelatini Nisasta Lipit Protein Seliiloz
Sivilastirma | Hidroli | Hidrolizi | Hidrolizi | Hidrolizi

A36 K Tamami sivi, + - - + -
A37K Tamami sivi, + - + -
Ad41/K-2 Uremedi - + -
A73/ K-2 Tamami sivi, + - + -
A73/K-3 Tamami sivi, + - + -
A77/K-1 Tabakalt ,+ + + +
A78/K-1 Tabakali, + + + +
A78/K-2 Tabakali, + - - + -
A79 K Tabakal1, + - - - -
A80/K-1 Tabakal1, + + - + +
A80/ K-2 - - - - -
A106 / M-1 - - - - -
Al125 M - - - - -
Al139 M - - - - -

Elde edilen veriler 1siginda sonuglar Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology referans kitab:1 (Claus ve Berkeley, 1984) ile degerlendirilmistir. Tiir
diizeyinde belirleme kullanilan kitabin 1984 basimi olmast (25 yillik) ve yeni
ve/veya dijital kopyalarina ulasilamamasi nedeniyle eldeki veriler 1s18inda

gerceklestirilmistir.

Buna gore elde edilen sonuglar 6zetlemek gerekirse; 23 bakteri 6rnegi Bacillus
sp., 21 tane bakteri 6rnegi Acinetobacter sp., 1’ er bakteri 6rnegi ise Brevibacillus
sp., Brevundimonas sp., Acidomonas sp., Amphibacillus sp. olarak cins diizeyinde ve
Brucella melitensis olarak tiir diizeyinde belirlenmistir. 4 bakteri O6rnegi ise

tanimlanamamustir (Sekil 3.5).
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Tzolat Sayisi

B Bacillus sp.
BAcinetobacter sp.

M Brevibacillits sp.

& Brevundimonas sp.
BAcidomonas sp.
BAmphibacillis sp.
8 Brucella melitensis
B8 Tanumlanamadi

Sekil 3.5. Klasik tanimlama sonuglarinin cinslere gore dagilimi.

3.3.1. Antibiyotik Direncliliklerine Gore Secilmis Izolatlarin

Dagilim

Antibiyotik direnglilikleri yoniinden tiim izolatlar, nalidiksik asit (Na),
spektinomisin  (Se'® °), ampisilin  (A'%), streptomisin (S'%), trimentoprim-
sulfamethoksazol (Co>) ve kloramfenikol (C*)’ a ¢esitli oranlarda direng
gostermislerdir (Sekil 3.1). Secilmis izolatlar en fazla kloramfenikole direng
gostermistir.  Bunu  sirast  ile  ampisilin, spektinomisin, trimentoprim-
sulfamethoksazol, streptomisin ve nalidiksik asit takip etmistir. Gentamisin ve
tetrasikline, ornek toplama bdlgelerine bakilmaksizin izolatlarin tamami duyarh
olarak godzlenmistir. Sekil 3.6> da da goriilecegi gibi, zmit Kérfezi ve Karadeniz
izolatlar1 Marmara Denizi izolatlarina gore spektinomisin, streptomisin ve trimentop
rim-sulfamethoksazol’ e olduk¢a direnglidirler. Marmara Denizi izolatlarinin tamami
ise nalidiksik asit ve streptomisine ek olarak gentamisin ve tetrasikline de

duyarhidirlar.
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Sekil 3.6. Izmit Korfezi, Bogazin Marmara ve Karadeniz girisinden gelen
antibiyotiklere direngli izolatlarin sayis1 ve dagilimi (M=Marmara Denizi, K=Karadeniz,
[K= Izmit Korfezi).

Sekil 3.7° de goriildiigii gibi Marmara Denizi ve izmit Korfezi izolatlar:
agirlikli olarak 2 antibiyotige [8 izolat (%72,2) ve 17 izolat (%58,6)] direncli iken,
Karadeniz izolatlarmin % 36,7’ si 4 antibiyotige direncli bulunmustur. Izmit Korfezi
ve Karadeniz izolatlar1 5 antibiyotige kadar diren¢ goOsterirken Marmara Denizi

izolatlar1 3 veya daha az antibiyotige direng gostermistir.
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Sekil 3.7. Izmit Korfezi, Bogazin Marmara ve Karadeniz girisinden gelen ¢oklu
antibiyotik direngliligi gosteren izolatlarin sayisi ve dagilimi (M=Marmara Denizi,

K=Karadeniz, IK= Izmit Kérfezi).

Secilmis izolatlarda antibiyotik direngliliginin ortaya konmasi, doktora
calismasi kapsaminda 6rnek toplama bolgesinde adi gegen antibiyotiklerin nadir ya
da yaygin kullanilip kullanilmadigini ortaya ¢ikarmak iizere 6rneklerimizin MAR
indeksinin hesaplanmasina da olanak saglamistir. Sonuglar gdstermistir ki Izmit
Korfezi’ nden gelen izolatlarin MAR indeksi 0,125 -0,625 arasinda degisirken,
Karadeniz’ den gelen izolatlarinki 0,250-0,625 arasinda bulunmustur. Marmara
Denizi 6rnekleri ise 0,250-0,375 arasinda degerlere sahip olduklar1 goriilmiistiir

(Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. Secilmis izolatlarin antibiyotik duyarlilik test sonuclar1 ve MAR indeks
degerlerinin hesaplanmasit (a= Izolatin Direng gosterdigi antibiyotik sayisi;

b=antibiyotik say1s1=8; a/b=MAR indeks degeri).

izolat No: | Gm'" |[Na®**[Se'™| A" [S"|Co*®| T* [ C*| a |ab
42 /iK1-1 S 1 1 R 1 1 S R 2 0,25
42 /iK1-2 S 1 S R S 1 S R 2 0,25
42 /iK1-3 S 1 S R S 1 S R 2 0,25
43 iK1 S S S R S 1 S R 2 0,25
45 iK1 S S S R S 1 S R 2 0,25
46 iK1 S S 1 R S 1 S R 2 0,25
65 iK1 S R S R S S S R 3 0,375
96 iK2 S S S 1 S S S R 1 0,125
171 iK2 S S 1 R S S S R 2 0,25
181 iK2 S S R R S 1 S R 3 0,375
189 iK2 S 1 S R S R S R 2 0,25
193 / iK2-1 S 1 R R R S S R 4 0,5
193 / iK2-2 S 1 1 R S 1 S R 2 0,25
235 iK3 S S 1 R N 1 S R 2 0,25
237 IK3 S S R R S S S R 3 0,375
257 /iK3-1 S S 1 R S 1 S R 2 0,25
257 /iK3-2 S 1 R R S 1 S R 3 0,375
301/ iK3-1 S S S R S S S R 2 0,25
301 /1iK3-2 S S 1 R S S S R 2 0,25
318 iK3 S 1 1 R S R S R 3 0,375
332 1K3 S 1 R R S R S R 4 0.5
406 / iK4-1 S 1 1 R S R I R 3 0,375
406 / iK4-2 S 1 R R S 1 S R 3 0,375
406 / iK4-3 S 1 1 R S 1 S R 2 0,25
421 iK4 1 S R R R R S R 5 0,625
429 iK4 S S S R S S S R 2 0,25
447 iK4 S S 1 R S S S R 2 0,25
461 iK4 S 1 R R 1 1 S R 3 0,375
475 / iK4-1 S 1 1 R S R 1 R 2 0,25
A27 /K-1 S 1 1 R S 1 S R 2 0,25
A31/K-1 I S R R 1 R S R 4 0,5
A36 K 1 1 R R R R 1 R 5 0,625
A37K 1 S R R 1 1 S R 3 0,375
A41/K-2 S R S S S 1 S R 2 0,25
A73/K-=2 1 1 R R 1 R 1 R 4 0,5
A73 /K-3 S 1 R R 1 R I R 4 0,5
A77 /K-1 S 1 S R S S S R 2 0,25
A78/K-2 1 1 R R 1 R I R 4 0.5
A79 K S 1 R R 1 1 S R 3 0,375
A80 /K-1 S 1 R R S 1 S R 3 0,375
A80 /K-2 S 1 1 R S 1 S R 2 0,25
A106 / M-1 S S 1 R S 1 S R 2 0,25
Al15/M-1 S 1 S R S 1 S R 2 0,25
Al15/M-2 S S 1 R S S S R 2 0,25
A118/M-1 S S 1 R S S S R 2 0,25
Al18/M-2 S S 1 R S S S R 2 0,25
Al25M S S R R S 1 S R 3 0,375
Al39M S 1 R R S 1 S R 3 0,375
Al54 M S 1 1 R S 1 S R 2 0,25
A155/M-1 S 1 1 R S 1 S R 2 0,25
Al155/M-2 S 1 1 R S R S R 2 0.25
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[zmit Korfezi izolatlarindan en diisiik MAR indeksi degerine 0,125 ile 1 izolat
(Sphingomonas  paucimobilis) sahip olmasmna ragmen diger Izmit Korfezi
orneklerinin biiyiik bir ¢ogunlugunun MAR indeksleri 0,250 ve 0,625 arasinda
degismektedir. Se¢ilmis 53 izolatin 52 si 0,2 sinir MAR indeks degerini gegcmistir.
Bu sonuglarda gostermektedir ki, bu izolatlar izole edildikleri denize bakilmaksizin
yaygin antibiyotik kullanimi oldugundan insan ve hayvan sagligi i¢in ciddi bir risk

kaynag1 olusturmaktadirlar.

3.4. lzolatlarin Otomatik Tammlama Sistemi ile Tiir

Diizeyinde Tamimlanmasina Ait Bulgular

Vitek 2 Otomatik Tanimlama Sistemi ile 53 bakteri 6érneginden 16 tanesi,
Bacillus cereus / Bacillus thuringiensis, 18 tanesi Acinetobacter baumannii, 3 tanesi
Acinetobacter haemolyticus, 2 tanesi Sphingomonas paucimobilis 1’ er tanesi de
Brevibacillus laterosporus, Brevundimonas diminuta / Brevundimonas vesicularis,
Brucella melitensis olarak tanimlanmustir (Cizelge 3.8). 11 bakteri 6rnegi ise Vitek 2

Otomatik Tanimlama Sistemi tarafindan tanimlanamamistir (Sekil 3.8).

IzolatS

B Bacillus cereus/B. thuringiensis

B.Acinetobacter baumannii

B Acinetobacter haemolvticuts

B Sphingonomas paucimobilis

B Brevibacillus laterosporus

0O Brevundimonas diminuta/B.
vesicularis

B Brucella melitensis

Tammlanamadi

Sekil 3.8. Vitek 2 Kompakt otomatik tanimlama sistemine gore izolatlarin dagilima.



Cizelge 3.8. Vitek 2 Kompakt otomatik tanimlama sistemine gore tiir seviyesinde tanimlanmis izolatlar.

Iz. Izolatin Vitek tanisi Yiizdesi Ozelligi

No adi *

1 96/IK 1 Sphingomonas paucimobilis % 91  Gellan sentezliyor (Bir tiir zamk)

2 235/IK3 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 85  Toksin iireten, sporlu, ¢ogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

3 237/IK3 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 85  Toksin iireten, sporlu, gogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

4  Al15/M-1 Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
5  Al15/M-2 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 88  Toksin lireten, sporlu, cogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

6  Al18/M-1 Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
7  Al118/M-2 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 88  Toksin lireten, sporlu, cogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

8  257/iK3-1 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 85  Toksin iireten, sporlu, ¢ogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

9  257/iK3-2 Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢i patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
10 42/IK1-1  Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
11 42/IK1-2  Acinetobacter baumannii %99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
12 42/IK1-3  Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
13 43/iK1 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)

14 45/IK1 Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
15 46/iK1 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)

16  406/iK4-1 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 86  Toksin iireten, sporlu, ¢ogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

17 406/IK4-2  Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
18  406/iK4-3  Bacillus cereus / B. thuringiensis % 90  Toksin iireten, sporlu, ¢ogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

19 Al54/M Acinetobacter haemolyticus % 94  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
20 A155/M-1 Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢i patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
21  A155/M-2 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 90  Toksin iireten, sporlu, ¢ogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

22 Al56/M Bacillus cereus / B. thuringiensis % 86  Toksin iireten, sporlu, gogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

23 421/iK4 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)

Devami arka sayfada
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Cizelge 3.8’ in devami

Iz. Izolatin Vitek tanisi Yiizdesi Ozelligi

No adi *

24 429/iK4 Bacillus cereus / B. thuringiensis %86  Toksin iireten, sporlu, cogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

25 65/IK1 Sphingomonas paucimobilis % 89  Gellan sentezliyor

26 301/iK3-1 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)

27 301/iK3-2  Brevibacillus laterosporus % 85  Aedes aegypti, Anophales stephani, Culex pipiens sivrisinek larvalarini

oldiirerek biyokontrolde kullaniliyor

28  447/IK4 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)

29 171/IK2 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 85  Toksin iireten, sporlu, cogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

30 181/iK2 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)

31  461/iK4 Brevundimonas diminuta / B.vesicularis % 99  Endiistride su filtrelerinin kalitelerinin belirlenmesinde kullaniliyor. Normal
bakterinin 1/3’li boyunda

32 189/IK2 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)

33 318/iK3 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 85  Toksin iireten, sporlu, ¢ogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri
34 193/iK2-1 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)
35 193/iK2-2 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 85  Toksin iireten, sporlu, ¢ogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

36 475/1K4-1 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)
37  332/IK3 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)

38 A27/K-1 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 85  Toksin iireten, sporlu, cogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

39 A31/K-1  Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢i patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
40 A36/K Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
41 A37/K Acinetobacter haemolyticus % 93  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
42  A41/K-2  Brucella melitensis %91  Koyun ve kegilerde Bruselloz yapiyor bazen insana bulastyor

43  A73/K-2  Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢i patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
44 A73/K-3  Acinetobacter haemolyticus % 98  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
45  AT77/K-1 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 85  Toksin iireten, sporlu, ¢ogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

Devami arka sayfada

SO1



Cizelge 3.8’ in devami

Iz. Izolatin Vitek tanisi Yiizdesi Ozelligi

No adi *

46 AT8/K-1 Bacillus cereus / B. thuringiensis % 85  Toksin iireten, sporlu, cogunlukla toprakta bulunan basil tiirleri

47 A78/K-2  Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢i patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
48 AT9/K Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
49  A80/K-1 TANIMLANAMADI (Unidentified Organism)

50 AS80/K-2  Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
51 A106/M-1 Acinetobacter baumannii % 98  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢i patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
52 Al25/M Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢1 patojen / hastane enfeksiyonu etkeni
53  Al39/M Acinetobacter baumannii % 99  Coklu antibiyotik direncine sahip firsat¢i patojen / hastane enfeksiyonu etkeni

*Miikemmel tanimlama (Excellent identification) % 96-99, ¢ok iyi tanimlama (Very good identification) % 92-95, iyi tanimlama (Good identification) % 89-91, kabul
edilebilir tanimlama (Acceptable identification) % 85-88
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Secilmis ve Vitek 2 otomatik tanimlama sistemi ile tanimlanmis 53 izolatin
izole edildikleri noktalarina ve derinliklerine gére dagilimi incelendiginde (Cizelge
3.9), Acinetobacter baumannii izolatlarinin Izmit Koérfezi Dis istasyonu ve Karadeniz
30 m Ornegi hari¢ diger tiim 6rnekeleme bdlgelerinden ve derinliklerinden izole
edilmistir. Burada 100 m ile en derin 6rnek alma bolgesi olan Marmara Denizi’ nden

izole edilen tek izolatin A. baumannii olmasi dikkat ¢ekicidir.

Bacillus cereus / B. thuringiensis izolatlar1 incelendiginde, bu izolatlarin
genelde 10 ile 40 m arasindaki derinliklerden izole edildigi goriilmektedir. Bu

izolatlar Karadeniz 6érneklemesinde 40 m disindaki derinliklerden izole edilmemistir.

Acinetobacter haemolyticus izolatlar ise Izmit Korfezi 6rneklemeleri disinda,
1 adet Marmara Denizi 20 m Orneklemesinden, 2 adet te Karadeniz 40 m

orneklemesinden izole edilmistir.

Sphingonomas paucimobilis izolatlar;, sadece Izmit Kérfezi Orta ve Dis
ornekleme istasyonlarindan sadece 1’ er adet olarak, Brucella melitensis izolati
Karadeniz 30 m orneklemesinden, Brevundimonas diminuta / B. vesicularis izolati
Izmit Koérfezi Dis 6rneklemesinden, Brevibacillus laterosporus ise izmit Kérfezi

Orta 6rnekleme istasyonundan izole edilmislerdir.

Vitek 2 otomatik tanimlama sistemi ile tanimlanamamis 11 izolatin izolasyon
nokta ve derinlikleri ise Izmit Korfezi’ nde (1 adet I¢ Korfez 22 m derinlikten, 4 adet
Orta Korfez 35 m derinlikten, 5 adet ise Dig Korfez 44 m derinlikten) yogunlagmis
olup Karadeniz 44 m 6rneklemesinden sadece 1 adet izole (A80 K-1 izolati) edildigi

goriilmektedir.



Cizelge 3.9. Ornekleme istasyonlar1 ve derinliklerine gore Vitek 2 ile tanimlanmis ve tanimlanmamus izolatlarmn dagilima.

*%

Istasyon A. baumannii B. cereus/ A. haemolyticus  S. paucimobilis B. melitensis  B. diminuta/ B. T
adi B. thuringiensis B. vesicularis laterosporus
10 m 2 1 - - - - - -
M"  20m 3 3 1 - - - - -
100 m 1 - - - - - - -
I¢c (22 m) 4 4 - - - - - 1
K" Orta(35m) 2 5 - 1 - - 1 3
Dis (44 m) - - - 1 - 1 - 6
30m - - - - 1 - - -
K°  40m 4 3 2 - - - - -
44 m 2 - - - - - - 1
Toplam 18 16 3 2 1 1 1 11

" M=Bogazin Marmara girisi; IK= izmit Korfezi; K, Bogazin Karadeniz girisi
* T= Tammlanmamus izolat sayisi.
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3.5. Secilmis Izolatlarin Cesitli Agir Metaller Karsi
Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (Minimal Inhibition

Concentration-MIC) Degerlerine Ait Bulgular

Bu deneyde secilmis 53 izolatin agir metal (Cd2+, Cu2+, Cr3+, Pb*" ve Mn2+)
direncliligi arastirilmis ve denenen agir metallerin farkli konsantrasyonlarina direngli
olduklar1 goriilmiistiir. Izolatlarin ad1 gegen 5 farkli agir metalin 25 pg/ml - >3200
pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarina ait MIC degerleri Cizelge 3.9’ da
verilmigstir. Elde edilen MIC degerleri incelendiginde, en yiiksek MIC degeri (>3200
pg/ml) Pb*" i¢in, en diisik MIC degeri (25 pgr/ml) ise Cd*" i¢in izmit Kérfezinden
elde edilen izolatlarda tespit edilmistir. Ancak tiim izolatlar i¢inde sadece yine Izmit
Korfezi’ nden izole edilen tek bir izolatin her bir agir metal konsantrasyonunda
tireyebildigi de goriilmektedir. Marmara Denizi’ nden elde edilen izolatlar %100,
%100 ve %72 oranlarinda sirasi ile 3 agir metale (Cd™, Cu™ ve Cr™) maksimum
diren¢ gostermislerdir. Bununla beraber, ayni izolatlar (%27,3) Pb™ a oldukea
duyarhdirlar ve E. coli K-12 kontrol mikroorganizmasinin MIC degerlerini gecen

tiim Mn"? konsantrasyonlarinda 6lmiislerdir (Cizelge 3.10).



Cizelge 3.10. Istanbul Bogaz1’ nin Marmara Denizi ve Karadeniz girisi ile Izmit Kérfezi’ nden izole edilen bakterilerin Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIC) degerleri.

Agir metal/ nHE Agir metal konsantrasyonuna (pg/ml) direng gosteren izolat sayisi Direcli
Ornek alinan izolatlar
istasyonlar
12.5 25 50 100 200 400 800 1600 3200 >3200 n %

Kadmiyum *

M 11 - - - - 1 6 - 4 - - 11 100

iK™ 29 - 1 2 - 3 5 2 16 - - 26 89.7

K" 13 - - - - - - 8 4 1 - 13 100
Bakir *

M 11 - - - - - 11 - - - - 11 100

IK 29 - - - 1 1 27 - - - - 27 93.1

K 13 - - - - 1 12 - - - - 12 92.3
Krom *

M 11 - - - - - - 3 - 8 - 8 72.7

IK 29 - - - - - - 11 1 17 - 18 62.0

K 13 - - - - - 1 - - 12 - 12 92.3
Kursun *

M 11 - - - - - - - 3 - 3 27.3

IK 29 - - - - - - 3 16 9 1 10 34.5

K 13 - - - - - - - 6 7 - 7 53.8
Mangan ®

M 11 - - - - - - - 11 - - 0 0

IK 29 - - - - - - 4 24 1 - 1 3.4

K 13 - - - - - - 1 12 - - 0 0

* Kontrol mikroorganizma Escherichia coli K12’ nin minimum inhibisyon konsantrasyonu
M: Marmara Denizi, IK: Izmit Korfezi, K:Karadeniz’ den alinan 6rnekler
n: Izolat sayisi,

011



111

Agir metallere direnglilikte yonelim, Cd™ = Cu™> Cr” > Pb™ > Mn"™
seklindedir. Karadeniz izolatlar1 benzer bir sekilde %100, %92,3 ve %92,3
oranlarinda sirasi ile Cd*", Cu®" ve Cr’" a oldukg¢a dayanikli ve goreceli olarak Pb™’
a az dayamkli (%53,8), Mn™ a ise dayaniksiz bulunmustur. izmit Kérfezi’ nden
izole edilen izolatlarin tamami test edilen agir metallere diren¢li bulunmuslardir.
Bunlarin direnglilik yonelimi Cu™ > Cd™*> Cr™ > Pb™ > Mn™ seklindedir. Izmit
Korfezi izolatlar1 %93,1 ile Cu™’ ye en yiiksek direnci gosterirken %89,7 ile Cd™’
ye, %62 ile Cr™ e ve %34,5 ile de Pb™* ye direng gostermislerdir. 29 adet Izmit
Kérfezi izolati i¢inden bir tanesi (Sphingomonas paucimobilis) Mn** ye de direng
gostermistir. Bu izolat haricinde Mn"? érnek toplama istasyonlarindan gelen diger
izolatlar i¢in oldukca toksik bulunan tek agir metal olmustur. Ek olarak, Izmit
Korfezi izolatlar1 agir metallere oldukea yiiksek oranda direng gosteren izolatlardir

(Sekil 3.9).

10 10
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6 4

Izolat Sayst

[§]
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0 1 2 3 4
Agir Metaller

Sekil 3.9. Istanbul Bogaz1® nin Marmara ve Karadeniz girisi ile izmit Kérfezi’ nden

elde edilen agir metallere direncli izolatlarin sayis1 (M=Marmara Denizi, K=Karadeniz, iK=

Izmit Korfezi).
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Sekil 3.9” da goriildiigii gibi 29 izolatm 10” u (%34) 4 agir metale (9” u Cd™,
Cu™, Cr” ve Pb™e, 1’ i Cd™, Cu™, Cr” ve Mn™ a) direng gosterirken, 7 izolat
(%24) 3’ er agir metale (6° st Cd™, Cu™, Cr ve 17 i Cu™, Cr’" ve Pb™ a), 10 izolat
(%34) 2’ ser agir metale (1”1 Cd™? ve Cr™ ave 9° u Cd™ ve Cu™ a) ve 1 izolatta
(%3,4) 1 agir metale (Cu™) direng gbstermistir. Izmit Korfezi’ nden gelen 2
Sphingomonas paucimobilis izolatindan 1’ i ¢alismada kullanilan biitiin agir
metallere hassas bulunmustur. Marmara Denizi ve Karadeniz izolatlarinda ise
goreceli, olarak benzer oranlarda c¢oklu agir metal direngliligi gostermislerdir.
Calismada elde edilen sonuglar, 11 Marmara izolatimnin 3’ {iniin (%27) 4 (Cd",
Cu™, Cr” ve Pb™ a), 5” inin (%45) 3 (Cd™, Cu™ ve Cr™ a), 3’ iiniin (%27) ise 2
(Cd™* ve Cu™) agir metale direncli oldugunu gosterirken, 13 Karadeniz izolatinin 6’
s1 (%46) 4 (Cd™, Cu™, Cr” ve Pb™), diger 6’ s1 ise 3 (Cd™, Cu™ ve Cr™) agir
metale ve 1 izolatinda (Brucella melitensis, 7,6%) 2 (Cd"* ve Pb*?) agir metale

direncli oldugunu gostermistir.
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3.6. Izolatlarin Molekiiler Biyolojik Yontemler 1le

Tanimlanmasina Ait Bulgular

3.6.1. Genomik DNA izolasyonu

Bu asamada Boliim 2.2.13.3” te detaylar verilen basamaklar izlenerek se¢ilmis
izolatlarin genomik DNA’ lar izole edilmis ve genomik DNA’larin varligi, % 0,8’lik
agaroz jel lizerinde 80 V’ ta yiiriitiilmiis, UV jel goriintiileme sistemi kullanilarak

fotograflanmistir (Sekil 3.10).

1500 bp

180ETAGD_BA

1K 257/ 2510 420 42y 42/ 43/
Belirtep 1K3-1 1K32 IK1-1 K12 K13 iK1

0.¥% agarose

Sekil 3.10. 1Kb belirtece ait farkl biiyiikliikteki DNA’ larin dizilisi (A) [kaynak:
http://www.promega.com/catalog/catalogproducts.aspx?categoryname=productleaf

646]; Genomik DNA izolasyonu 6rnek fotograf (%0,8 agaroz jelde) (B).
3.6.2. PCR Uriinleri

Elde edilen PCR fiiriinleri, %0,8’ lik agaroz jelde 80-110 V’ ta yiiriitiildii ve UV Jel

goriintiileme sisteminde fotograflandi (Sekil 3.11) .
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Sekil 3. 11. PCR fiiriinlerine ait jel fotograflar1 (%0,8 agaroz jelde) (A, B, C, D, E, F,
G, H, L, J, K, L) [Tim jel fotograflarinda 1Kb DNA belirteci kullanilmistir].

A11S A115 ALLE 257 1Kh
Ks I3 M-1 M-2 W1 IK3-1 Belirteg

bg

10 000
gﬁﬂ'ﬂ 10 000
S0 S0
G000
i 000
LY 3000
1500 000
1000 1500
T30
1000
SO0
253
2350
406 406 406 AlS4W  AISSM 1Kb
42IK1-2 42IK1-3 431IK1 45IK1 461IK1 K41 K42 IK43 1 Balictag

Devami arka sayfada
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Sekil 3.11” in devamu

10 00
000
SO00
L0000
3000
2500
2000
1500
1000
750

SO0

(= V5]

451 185 318 193 193 7
x4 2 s 3.1 IK3-2 Belirteg w41 IKS

E-1 E-1 E Belirteg

Devamui arka sayfada
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Sekil 3.11.” in devamu

7 ABD Alds 1EDL
E-1 E-2 E E-1 E-2 hi-1 Belirteg

7 A125 Al39 1Kb
E-2 ki M Belirteg
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3.6.3. PCR Uriinlerinin Jelden Saflastiriimasi, 16S rDNA Bélgesinin

Dizilendirilmesi ve Filogenetik Siniflandirma Bulgulari

PCR iiriinlerinin jelden saflastiriimasi ve 16Sr DNA bdlgesinin dizilendirilmesi
RefGen firmasi tarafindan yapilmistir. Elde edilen diziler, ChromasPro (Version 1.5)
programi kullanilarak internet tizerinden NCBI/Blast (Basic Local Aligment Search
Tool) programui ile tarandi. Bu program diziler arasindaki bolgesel benzerlikleri olan
dizileri bulmak iizere gelistirilmistir. BLAST nukleotit (BLASTN) veya protein
(BLASTP) dizilerini dizi veritabami ile karsilastirir ve yaptig1 karsilastirmalarin
istatiksel anlamin1 hesaplar. Ayrica bu program, gen ailelerinin {yelerini
tanimlamaya yardim ettigi gibi diziler arasinda evrimsel ve fonksiyonel akrabaliklar

ortaya ¢ikarmakta da kullanilmaktadir (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

NCBI’ 1in kendi veribankasinda daha onceden tanimlanmis bakterilerin 16S
rDNA dizileri ile ¢alisma kapsaminda segilen izolatlarimiza ait elde edilen 16S
rDNA dizileri karsilagtirilmistir. BLASTN programinda en iyi benzerlik yiizdesi
veren ilk 100 sonugtan ilk ikisi degerlendirmeye alinmistir. Elde edilen dizilere ait

BLASTN programu ile analiz sonuglar1 Cizelge 3.11° de 6zetlenmistir.



Cizelge 3.11. izolatlara ait 16S rDNA dizilerinin BLASTN programu ile elde edilen sorgulama sonuglar1 ve tanimlama yiizdeleri.

I. Izolatin NCBI erisim BLASTN’ e dayali tanimlanma sonuclari Karsilastirilan Toplam Sorgu E (Hata) | Tamimlanma
no adi numarasi nukleotit sayisi puan kapsam degeri yiizdesi
FM207522.1 Acmetoba_cter calcoaceticus partial 16S rRNA 154 99 9464 2034 %100
1 96 gene, strain CWS20
IK1 EU921470.1 Acmetobacter calcoacetlcgs strain LRFP38 16S 154 419 9495 2634 %100
ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus sp. enrichment culture clone SYWS5 16S o 0
5 235 F1601635.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1544 3014 7098 0.0 7099
IK3 AY663662.1 Bacillus cereus strain DS16 16S ribosomal RNA 1544 2135 9499 0.0 0498
gene, partial sequence
EU835563.1 Bac!llus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1609 3118 9499 0.0 9499
3 237 partial sequence
K3 Bacillus sp. DB-19 16S ribosomal RNA gene, o o
EU439414.1 partial sequence 1609 3106 7099 0.0 /099
4 All5 AJ303012.1 Acinetobacter sp. RUHS53T 16S rRNA gene 1496 2803 %97 0.0 %99
M-1 AJ303010.1 Acinetobacter sp. LUH3790 16S rRNA gene 1487 2790 %97 0.0 %99
ALLS EU584535.1 Bac!llus sp. ¢p-h19 16S ribosomal RNA gene, 1544 3016 %100 0.0 0408
5 part}al sequence
M-2 EU584538.1 BaC!Ilus Sp. cp-h34 16S ribosomal RNA gene, 1541 3026 9499 0.0 0408
partial sequence
Acinetobacter genomosp 3 strain LUH 6127 16S o 0
] Al18 FJ867362.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1564 3019 %99 0.0 %99
M-1 FIR60877.1 Acinetobacter sp. LUH 1469 168 ribosomal 1564 3061 9499 0.0 9499
RNA gene, partial sequence
DQ177478.1 Massilia Sp. Tibet-1TU22 16S ribosomal RNA 1232 2182 0497 0.0 0497
7 Al118 gene, partial sequence
M-2 DQ257420.1 Massilia sp. CAI-19 16S ribosomal RNA gene, 1232 2191 9496 0.0 097

partial sequence

I. no= Izolat no

Devamu arka sayfada

8I1




Cizelge 3.11° in devami

1. izolatin NCBI erisim BLASTN’ e dayali tammmlanma sonuclari Karsilastirilan Toplam Sorgu E (Hata) | Tamimlanm
no adi numarasi nukleotit sayisi puan kapsam degeri a yiizdesi
)57 F1227312.1 Bacillus cereus strain bh11 16S ribosomal RNA 1420 2815 94,08 0.0 0408
g |° gene, partial sequence
IK3-1 EUR35563.1 Bac!llus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1420 1833 9499 0.0 94,08
partial sequence
257 AJ303012.1 Acinetobacter sp. RUHS53T 16S rRNA gene 1494 2940 %99 0.0 %99
9 iK3-2 FI860877.1 Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal 1485 1031 9499 0.0 9499
RNA gene, partial sequence
” FI867362.1 Acmetobacter genomosp 3. strain LUH 6127 16S 1528 2907 94,08 0.0 04,97
10 | rlbgsomal RNA gene, partial sequence
IKI-1 FI860877.1 Acinetobacter sp- LUH 1469 16S ribosomal 1528 2951 94,98 0.0 94,08
RNA gene, partial sequence
” FIR16065.1 Acinetobacter sp. PUCM1018 168 ribosomal 1463 2832 9499 0.0 0497
11 |, RNA gene, partial sequence
IK1-2 EUT70263.1 Acmetobacter sp. A9 16S ribosomal RNA gene, 1463 2797 9499 0.0 9497
partial sequence
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 o N
12 42 F1867362.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1626 3048 7099 0.0 /099
IK1-3 FI860877.1 Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal 1626 3089 %499 0.0 9499
RNA gene, partial sequence
23 EU835563.1 Bac!llus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1573 3035 9499 0.0 94,08
13 |9 part}al sequence .
IK1 EU439414.1 Bacillus sp. DB-19 16S ribosomal RNA gene, 1573 3023 9499 0.0 9498

partial sequence

I. no= Izolat no

Devamu arka sayfada

611




Cizelge 3.11° in devamu

I. | Izolatn NCBI erisim BLASTN’ e dayali tanimlanma sonuclari Karsilastirilan Toplam Sorgu E (Hata) | Tamimlanma
no adi numarasi nukleotit sayisi puan kapsam degeri yiizdesi
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 o o
14 45 FI867362.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1575 3003 7098 0.0 7099
IK 1 F1860877.1 Acinetobacter Sp. LUH 1469 16S ribosomal 1575 3048 94,08 0.0 9499
RNA gene, partial sequence
46 AJ303012.1 Acinetobacter sp. RUHS53T 16S rRNA gene 1447 2846 %98 0.0 %98
15 iK1 FI860877.1 Acinetobacter sp. LUH 1469 168 ribosomal 1438 2837 9408 0.0 0408
RNA gene, partial sequence
EF584539 1 Bac!llus sp. JDM-2-1 16S ribosomal RNA gene, 1406 2743 94,08 0.0 9497
16 406 partial sequence
IK4-1 DQ990026.1 Bac‘Ferlum 1-gw3-4 16S ribosomal RNA gene, 1406 2713 04,08 0.0 497
partial sequence
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 o o
17 406 F1867362.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1559 2983 /099 0.0 7098
IK4-2 FI860877.1 Acinetobacter sp. LUH 1469 168 ribosomal 1559 3025 94,99 0.0 94,99
RNA gene, partial sequence
EU584538.1 Bac!llus sp. cp-h34 16S ribosomal RNA gene, 1591 3055 9499 0.0 9499
13 406 partial sequence
IK4-3 EU584535.1 BaC!IIUS Sp. cp-h19 16S ribosomal RNA gene, 1591 3041 9499 0.0 9499
partial sequence
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 o o
19 Al54 F1867362.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1519 2934 /099 0.0 /097
M FIR60877.1 Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal 1519 2978 9499 0.0 0408

RNA gene, partial sequence

I. no= Izolat no

Devami arka sayfada

0cl




Cizelge 3.11° in devamu

I. | Izolatin NCBI erisim BLASTN’ e dayali tanimlanma sonuclari Karsilastirilan Toplam Sorgu E (Hata) | Tanimlanma
no adi numarasli nukleotit sayisi puan kapsami degeri yiizdesi
FIR16065.1 Acinetobacter Sp. PUCM1018 16S ribosomal 1599 3017 9499 0.0 0498
20 A155 RNA gene, partial sequence
M-1 Acinetobacter calcoaceticus strain PUCM 1020 0 0
F1816067.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1593 2745 /089 0.0 7098
EU8R35563.1 Bac!llus sp. KDNBS5 168 ribosomal RNA gene, 1496 2911 94,08 0.0 9499
)1 A155 partial sequence
M-2 EF612721.1 BaC!IIUS sp. TBM353 16S ribosomal RNA gene, 1496 2911 04,08 0.0 9499
partial sequence
EU8R35563.1 Bac!llus sp. KDNBS5 168 ribosomal RNA gene, 1492 7341 %497 0.0 9499
2 Al156 partial sequence
M EF612721.1 BaC!IIUS sp. TBM353 16S ribosomal RNA gene, 1492 2841 9497 0.0 9499
partial sequence
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 o o
73 421 F1867362.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1530 2974 /099 0.0 7098
IK4 FIR60877.1 Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal 1530 3017 9499 0.0 94,99
RNA gene, partial sequence
Bacillus sp. enrichment culture clone SYW28 o o
4 429 F1601658.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1454 2830 /099 0.0 7098
IK4 F1601633.1 BaCIIIUS sp. enrichment cu.lture clone SYW3 16S 1452 2837 9499 0.0 0408
ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone s2uc8 16S 152 0 o
)5 65 DQ416313.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 152 /032 fe-34 7004
IK1 DQ129592.1 Uncultured bacterium clone AKIW445 16S 152 342 04,86 7034 04,94

ribosomal RNA gene, partial sequence

I. no= izolat no

Devami arka sayfada

ICI




I. | Izolatin | NCBI erisim BLASTN’ e dayali tanimlanma sonuclari Karsilastirilan Toplam Sorgu E (Hata) | Tanimlanma
no adi numarasi nukleotit sayisi puan kapsam degeri yiizdesi
EU584538 1 Bac!llus sp. cp-h34 16S ribosomal RNA gene, 1539 2970 9499 0.0 9408
26 .301 partial sequence
IK3-1 EU584535.1 BaC!IIUS sp. cp-h19 16S ribosomal RNA gene, 1539 2954 9499 0.0 94,08
partial sequence
EUS584535.1 Bac!llus sp. cp-h19 168 ribosomal RNA gene, 1564 3048 9499 0.0 9499
7 .301 partial sequence
IK3-2 DQ870690.1 Bacillus cereus strain KSC _SF6e 16S ribosomal 1564 3014 9497 0.0 9499
RNA (1rn) gene, partial sequence
a7 DQ990037.1 BacFerlum 8-gw1-9 16S ribosomal RNA gene, 1508 2972 9499 0.0 04,08
28 | part}al sequence
IK4 F1601633.1 BaCIIIUS sp. enrichment cu}ture clone SYW3 16S 1507 2960 94,08 0.0 9499
ribosomal RNA gene, partial sequence
. EUS835563 .1 Bac!llus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1503 2963 9499 0.0 9499
29 | ! part}al sequence .
K2 T Ere12721.1 Eaar‘g!l“:;&;fy” 3 168 ribosomal RNA gene, 1503 2963 %99 0.0 %99
81 AY461762.2 BaCIIIus thuringiensis serovar israelensis 16S 1225 2419 9493 0.0 9495
30 | ! ribosomal RNA gene, partial sequence .
IK2 FM178868.1 égaﬁtgzzcltzr pasteurianus 16S rRNA gene, strain 1220 2413 94,93 0.0 9495
461 FI867362.1 Acmetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 16S 1566 2990 9499 0.0 94,08
31 | rlb_osomal RNA gene, partial sequence
IK4 F1860877.1 Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal 1566 3032 9499 0.0 94,08

RNA gene, partial sequence

I. no= Izolat no

Devamu arka sayfada

44!




Cizelge 3.11° in devam

I. | Izolatin NCBI erisim BLASTN’ e dayali tanimlanma sonuclari Karsilastirilan Toplam Sorgu E (Hata) | Tanimlanma
no ad1 numarasi nukleotit sayisi puan kapsam degeri yiizdesi
FI613545.1 B@cﬂlus thuringiensis strain EI-17 16S 1458 2485 04,87 0.0 94,08
1 189 ribosomal RNA gene, partial sequence
IK2 F1501984. 1 Ba(:lllus cereus strain ATC_C 21281 16S 1452 2305 9499 0.0 0408
ribosomal RNA gene, partial sequence
EU584538.1 Bac!llus sp. cp-h34 16S ribosomal RNA gene, 1577 3097 9499 0.0 9499
13 _318 partial sequence
IK3 DQ279740.1 BaC!IIUS Sp. ¢333 16S ribosomal RNA gene, 1575 3001 9499 0.0 0408
partial sequence
FI1613560.1 Staphylococcus pasteuri strain EIV-2 16S 1508 2563 9485 0.0 0408
34 193 ribosomal RNA gene, partial sequence
IK2-1 FIR71049.1 Staphyloc_occus sp. DJ11 16S ribosomal RNA 1503 2159 04,82 0.0 0408
gene, partial sequence
EUS584534.1 Bac!llus sp. cp-h16 16S ribosomal RNA gene, 1597 3070 9499 0.0 0408
35 _193 partial sequence
IK2-2 F1824088.1 BaC!IIUS sp. GV 16S ribosomal RNA gene, 1593 3046 94,08 0.0 94,08
partial sequence
EU584538 1 Bac!llus sp. cp-h34 16S ribosomal RNA gene, 1541 3003 9499 0.0 0408
36 475 partial sequence
IK4-1 AM422128.1 E}?\(/EI(IES cereus partial 16S rRNA gene, isolate 1539 2961 9498 0.0 94,08
EU584538 1 Bac!llus sp. cp-h34 16S ribosomal RNA gene, 1541 3003 9499 0.0 0408
37 .332 partial sequence
IK3 AMA422128.1 Bacillus cereus partial 16S rRNA gene, isolate 1539 2961 94,08 0.0 94,08

GMX6

I. no= Izolat no

Devami arka sayfada

eCl




Cizelge 3.11° in devamu

I. | Izolatin NCBI erisim BLASTN’ e dayali tanimlanma sonuglari Karsilastirnlan | Toplamp Sorgu E (Hata) | Tammmlanma
no adi numarasi nukleotit sayisi uan kapsam degeri yiizdesi
o EU835563.1 BaC!IIus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1573 3017 9499 0.0 04,08
38 part¥al sequence .
K-1 EU439414.1 Bac!llus sp. DB-19 16S ribosomal RNA gene, 1573 3005 9499 0.0 9,08
partial sequence
e F1263930.1 Apmetobacter haemolytlcu_s strain BA56 16S 1539 2851 9493 0.0 0408
39 r1b_osornal RNA gene, partial sequence
K-1 EU231604.1 Acinetobacter Sp. TCCC11051 168 ribosomal 1530 2976 9499 0.0 9497
RNA gene, partial sequence
A6 F1263930.1 Apmetobacter haemolytlcu_s strain BA56 16S 1467 2666 9493 0.0 9499
40 ribosomal RNA gene, partial sequence
K AF467306.1 Uncultured Acinetobacter Sp. clone 91 11 16S 1462 2835 94,99 0.0 94,99
ribosomal RNA gene, partial sequence
A3 F1263930.1 Apmetobacter haemolytlcu_s strain BA56 16S 1481 2646 9492 0.0 9499
41 ribosomal RNA gene, partial sequence
K AF467306.1 Uncultured Acinetobacter Sp. clone 91 11 16S 1476 2819 9499 0.0 04,08
ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured Acinetobacter sp. clone MRT-87 o o
47 A4l EF371492.1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1597 3089 7099 0.0 7099
K-2 FM213385.1 Acmetobacter Sp. MN33 partial 16S rRNA gene, 1593 3003 9499 0.0 9499
strain MN33
FM213386.1 Acmetobacter Sp. MN37 partial 16S rRNA gene, 1557 2940 9499 0.0 04,08
43 AT3 strain MN37
K-2 FM213385.1 Acinetobacter sp. MN33 partial 16S rRNA gene, 1557 2936 94,08 0.0 0408

strain MN33

I. no= Izolat no

Devamu arka sayfada

144!




Cizelge 3.11° in devamu

I. | Izolatn NCBI erisim BLASTN’ e dayali tanimlanma sonuclari Karsilastirilan Toplam Sorgu E (Hata) | Tamimlanm
no adi numarasi nukleotit sayisi puan kapsam degeri a yiizdesi

A3 F1263930.1 Apmetobacter haemolytlcu_s strain BA56 16S 1563 2882 94,92 0.0 999
44 ribosomal RNA gene, partial sequence

K-3 AF467306.1 Uncultured Acinetobacter Sp. clone 91 11 16S 1557 3053 94,98 0.0 98%

ribosomal RNA gene, partial sequence

A7 EUS835563.1 BaC!IIus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1573 2101 94,08 0.0 98%
45 part¥al sequence .

K-1 EU439414.1 S:ﬁ;;'l“:ezzelzzw 16S ribosomal RNA gene, 1573 2105 %98 0.0 98%

A8 EUS835563.1 BaC!IIus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1573 2101 94,08 0.0 98%
46 part¥al sequence .

K-1 EU439414.1 S:ﬁ;;'l“:ezzelzzw 16S ribosomal RNA gene, 1573 2105 %98 0.0 98%

o F1263930.1 Apmetobacter haemolytlcu_s strain BA56 16S 1472 2570 9493 0.0 98%
47 r1b_osornal RNA gene, partial sequence

K-2 EU231604.1 Acinetobacter Sp. TCCC11051 168 ribosomal 1463 2685 9499 0.0 97%

RNA gene, partial sequence

A7 FM207485. 1 Acmetochter calcoaceticus partial 16S rRNA 675 675 04,08 0.0 949,
48 gene, strain CWS9 _ .

K FM207522.1 Qgggegif;itg\;as'ggacet'cus partial 165 rRNA 675 675 %98 0.0 94%

AS0 EUS835563.1 BaC!IIus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1573 3017 9499 0.0 98%
49 par‘qal sequence .

K-1 EU439414.1 Bacillus sp. DB-19 16S ribosomal RNA gene, 1573 3005 9499 0.0 98%

partial sequence

I. no= izolat no

Devami arka sayfada
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Cizelge 3.11° in devamu

I. | izolatin NCBI erisim BLASTN’ e dayali tanimlanmasi Karsilastirnlan | Toplamp Sorgu E (Hata) | Tanimlama
no adi numarasi nukleotit sayisi uan kapsam degeri yiizdesi
Acinetobacter sp. PUCM1018 16S o o
s AS0 FJ816065.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1451 2667 %99 0.0 %97
K-2 EUT770263.1 Acmetobapter sp. A9 16S ribosomal RNA 1451 2649 9499 0.0 9497
gene, partial sequence
Acinetobacter sp. PUCM1018 16S o o
. A106 FJ816065.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1512 2877 %98 0.0 %98
M-1 EUT770263.1 Acmetobapter sp. A9 16S ribosomal RNA 1512 2877 94,08 0.0 94,08
gene, partial sequence
Pig DNA sequence from clone CH242-
CU151872.4 290P9 on chromosome 4, complete 44.6 44.6 %26 0.12 %85
57 Al25 sequence
M Lotus japonicus genomic DNA,
AP007925.1 chromosome 2, clone: LjT57N07, 41.0 41.0 %16 1.5 %96
TM 1246, complete sequence
Acinetobacter sp. PUCM1018 16S o o
53 A139 FJ816065.1 ribosomal RNA gene, partial sequence 1532 2970 /099 0.0 7098
M EU828623.1 Acinetobacter sp. AQSNOL 1 168 1530 2958 %98 0.0 %98

ribosomal RNA gene, partial sequence

9Tl
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Cizelge 3.11 incelendiginde, tanimlama seklinin genelde cins (genus)
seviyesinde kaldig1 goriilmektedir. Her bir izolat i¢in yapilan BLASTN analizi
sonucu i¢in sitede ulasilabilecek bir erisim numarasi ve BLASTN programi ile
veribankasinda karsilastirma yaptig1 nukleotit dizi sayisi ve benzerlik yiizdeleri de bu
cizelgeye eklenmistir. Bu program karsilastirma yaptig1 dizilerin sonuglarini belli
analitik istatiksel analizlerden (Karlin-Altschul istatistikleri) gecirerek verdigi icin
elde edilen sonucglar diziler arasindaki benzerlik ylizdeleri ve rastgele yapilmis
karsilastirmalardan olusabilecek hatalar1 en aza indirgemektedir. Buna gore
programin verdigi hata degeri (E value) yapilan karsilagtirmanin dogrulugunu da
ifade etmektedir. Bu deger sifir ve sifira ¢ok yakin oldugunda, sonuglarin istatiksel
olarak dogrulugu onaylanmaktadir. Bu nedenle yiiksek hata degeri veren 1, 7, 25, 48,
52 numarali izolatlar (96 1K1, A118 M-2, 65iK1, A79K ve A125M) yeniden
degerlendirilmelidir. Diger 6rneklerde sifir hata degeri ile istatiksel olarak anlamli
(genel olarak %97-%99 oranlarinda) BLASTN tanimlama sonuclarinin alindigi

goriilmektedir.

Cizelge 3.11°e ait bulgulan igeren bir 6zet tablo (Cizelge 3.12) olusturularak

bulgular bunun iizerinden asagida 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.12. BLASTN bulgularinin 6zeti.

Cins diizeyinde Izolat En iyi benzerlik yiizdesi veren ilk iki sonug Izolat

tanimlama say1s1 say1sl
Bacillussp / B. cereus 4
Bacillussp / Bacillus sp 15
Bacillus cereus / Bacillus sp 1

Bacillus sp. 24 Bacillus cereus / Bacterium 1-gw3-4 1
Bacterium 8gw1-9 / Bacillus sp. 1
B. thuringiensis / Acetobacter pasteurianus 1
Bacillus thuringiensis / B. cereus 1
Acinetobacter sp /Acinetobacter sp. 7
Acinetobacter genomosp3 / Acinetobacter sp. g
Acinetobacter sp / A. calcoaceticus 1

Acinetobacter sp. 23 Acinetobacter haemolyticus / Acinetobacter sp 3
Acinetobacter haemolyticus / kiiltiire edilemememis 3
Acinetobacter sp.
kiiltiire edilemememis Acinetobacter sp. / 1
Acinetobacter sp.

Staphylococcus sp. 1 Staphylococcus pasteuri / Staphylococcus sp. 1

Tanimlanamadi 5 - 5

Cizelge 3.11° e gore, 53 izolattan 24 tane bakteri ornegi, Bacillus sp. olarak
tamimlanmistir. Bunlardan 1 tanesi hem B. cereus ve B. thuringiensis ikilisine, 4
tanesi Bacillus sp. ve Bacillus cereus ikilisi olarak tanimlanmigtir. Geriye kalan 19
ornekten 15 tanesi Bacillus sp. olarak cins diizeyinde 3 tanesi Bacillus cereus /
Bacillus sp.’, Bacillus cereus / Bacterium 1-gw3-4 ve Bacterium8gwlI-9 / Bacillus sp.
olarak tammlanmustir. 1 izolat ise Bacillus thuringiensis/ Acetobacter pasteurianus
olarak tanimlanmistir. Genel olarak bakildiginda 22 Bacillus 6rnegi tiir diizeyinde

tanimlanamamustir.

23 ornek Acinetobacter sp. olarak tamimlanirken bunlardan 7 tanesi
Acinetobacter sp. / Acinetobacter sp., 8 ornek Acinetobacter genomosp3 /
Acinetobacter sp., 1 tanesi Acinetobacter sp. / Acinetobacter calcoaceticus, 3 6rnek
A. haemolyticus / Acinetobacter sp., 3 6rnek Acinetobacter haemolyticus / kiiltiire
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edilememis Acinetobacter sp., 1 o6rnek kiiltiire edilememis Acinetobacter sp. /

Acinetobacter sp. olarak tanimlanmustir.

Son olarak 1 6rnek ise Staphylococcus pasteuri vedya Staphylococcus sp.
olarak tanimlanmistir. Kalan 5 6rnek yukarida ifade edildigi gibi hata degeri (E
value) yiiksek oldugu i¢in tanimlanmamis kabul edilmistir. Bu 6rneklere ait tiim
hazirlayic testlerin (DNA izolasyonu, PCR ile 16S rDNA dizisinin elde edilmesi ve
DNA dizi analiz cihazi ile 16S rDNA bdlgesinin baz dizisinin belirlenmesi) tekrar
edilmeleri gerekmektedir (Cizelge 3.12).
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4. TARTISMA ve SONUC

4.1. VITEK 2 Kompakt Otomatik Tamimlama Sistemi,
Klasik Tanmmlama Yontemi ve 16S rDNA Dizisi ile
Tammmlama Sonuclarinin Karsilastirilmasi

Farkli yollardan yapilan tanimlamalar genel olarak benzer fakat O6zdes

(identical) olmayan sonuglar vermistir. Yapilan tiim tanimlama sonuglar1 Cizelge

4.1’ te Ozetlenmistir.
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Cizelge 4.1. Izolatlarin Vitek 2 otomatik tanimlama sistemi, klasik yontem ve 16S rDNA dizilerinin BLASTN programi ile tanimlanma sonuglarinin
karsilastirilmasi.

I. no izolatin adx Vitek tanimlamasi V.T Bergey’ s Manuel of BLASTN programina gore 16S rDNA tanimlama O. N. S.** Karsilastirilan B. T
* (%) Sytematic Bacteriology sonucu nukleotit sayis1 %
(1984)
Acinetobacter calcoaceticus partial 16S rRNA 154 %100
1 96/iK 1 Sphingomonas 0% 91 TANIMLANAMADI gene, strain CWS20 309 °
paucimobilis ° Acinetobacter calcoaceticus strain LRFP38 16S
. . 154 %100
ribosomal RNA gene, partial sequence
[ et coras) Becll s Schment e clone SYWS 165
2 | 235/iK3 Bacillus % 85 | Bacillus sp, . E1C, b U 1758
. Bacillus cereus strain DS16 16S ribosomal RNA
thuringiensis . 1544 %98
gene, partial sequence
Bacillus cereus / Bacillus sp ggrﬁillu;?egﬁ eI;]iNBS 16S ribosomal RNA gene, 1609 %99
T . 0 .
3 237/IK3 Bacz.llus‘ . 70 85 Bacillus sp. DB-19 16S ribosomal RNA gene, 1791 o
thuringiensis . 1609 %99
partial sequence
Acinetobacter o . Acinetobacter sp. RUHS3T 16S rRNA gene 1496 %99
4 ATIS/M-1 baumannii 7099 | Acinetobacter sp. Acinetobacter sp. LUH3790 16S rRNA gene 1756 1487 %99
Bacillus cereus / gsg;lallugé;pﬁecnpc_:l9 168 ribosomal RNA gene, 1544 %98
- 1 o 1
> AT1S/M-2 Bacz_l lus. . Vo 88 | Bacillus sp. Bacillus sp. cp-h34 16S ribosomal RNA gene, 1743 o
thuringiensis . 1541 %98
partial sequence
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 3019 94,99
Acinetobacter . 16S ribosomal RNA gene, partial sequence °
6 A118/M-1 .. % 99 | Acinetobacter sp. - - 1757
baumannii Acinetobacter sp. LUH 1469 168 ribosomal o
. 3061 %99
RNA gene, partial sequence
Bacillus cereus / ]gz:?liSngrtSipa '1 I;ZEZIIII(EZZ 168 ribosomal RNA 2182 %97
- 3 o, 3 2
7 AT18/M-2 Bacz_llus. . /o 88 | Bacillus sp. Massilia sp. CAI-19 168S ribosomal RNA gene, 1351 o
thuringiensis . 2191 %97
partial sequence

*. no= izolat no; V. T %=Vitek tanimlama vyiizdesi ; **O.N.S.= DNA dizi analiz cihazi tarafindan okunan nukleotit sayisi ; B.T. % =BLASTN tanimlama yiizdesi

Devami arka sayfada

1€l




Cizelge 4.1’ in devami

i. no izolatin Vitek tammmlamas1 | V. T. | Bergey’ s Manuel of Sytematic BLASTN programina gore 16S rDNA tanimlama O. N. S.** Karsilastirllan B.T.
* adi (%) Bacteriology (1984) sonucu nukleotit sayisi %
Bacillus cereus | Bacillus c?;ieus strain bh11 16S ribosomal RNA 1420 0,98
8 | 257/iK3-1 | Bacill % 85 | Bacillus sp. gene, partla’ sequence
thaa, us . ° aciLeus sp Bacillus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1695 1420 498
Uringrensts partial sequence ’
) Acinetobacter Acinetobacter sp. RUHS53T 16S rRNA gene 1494 %99
9 | 257/IK3-2 b iy % 99 | Acinetobacter sp. Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal RNA 1751 o
aumannii . 1485 %99
gene, partial sequence
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 16S 1528 %497
. Acinetobact, i i °
10 | 42/iK1-1 | ACnerovacter %99 | Acinetobacter sp. ribosomal RNA gene, partial sequence 1779
baumannii Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal RNA
. 1528 %98
gene, partial sequence
Acinetobacter sp. PUCM1018 168 ribosomal 1463 %497
. Acinetobact i °
11 | 42/iK12 | ACmeronacter %99 | Acinetobacter sp. RNA gene, partial sequence 1749
baumannii Acinetobacter sp. A9 168 ribosomal RNA gene, o
. 1463 %97
partial sequence
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 16S o
12 | 42/ik1-3 Acinetobacter % 99 | Acinetobacter s ribosomal RNA gene, partial sequence 1787 1626 /099
baumannii P Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal RNA 0
. 1626 %99
gene, partial sequence
Bacillus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1573 498
. . ial sequence
13 | 43/iK1 TANIMLANAMADI Bacillus sp. partial seq .
actiius sp Bacillus sp. DB-19 168 ribosomal RNA gene, 1786 1573 498
partial sequence ’
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 16S 1575 499
14 | 45/ik1 Acinetobacter % Acinetobacter sp ribosomal RNA gene, partial sequence 1751 ’
baumannii 99 ’ Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal RNA o
. 1575 %99
gene, partial sequence

*1. no= Izolat no; V. T %=Vitek tanimlama yiizdesi ; **O.N.S.= DNA dizi analiz cihazi tarafindan okunan nukleotit sayisi ; B.T. % =BLASTN tanimlama yiizdesi

Devami arka sayfada

(43!




Cizelge 4.1’ in devam

i.no | izolatin adx Vitek tammmlamasi V.T Bergey’ s Manuel of BLASTN programina gore 16S rDNA tanimlama | O.N. S.** | Karsillastirilan | B. T.
* (%) | Sytematic Bacteriology (1984) sonucu nukleotit sayisi %
Acinetobacter sp. RUHS53T 16S rRNA gene 1447 %98
15| 46/ik1 TANIMLANAMADI TANIMLANAMADI - 1739
Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal 1438 498
RNA gene, partial sequence ’
Bacillus cereus / Bacillus sp. JIDM-2-1 16S ribosomal RNA 1406 %97
16 : Bacillus % 86 : gene, partial sequence °
406/1K4-1 Bacill .
thuringiensis acitius sp Bacterium 1-gw3-4 16S ribosomal RNA gene, 1699 1406 0,97
partial sequence
. Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 o
17 : Acznetoba”cter % 99 . 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1559 /098
406/IKA-2 ) baumannii Acinetobacter sp. Acinetobacter sp. LUH 1469 168 ribosomal 1758
- 1559 %99
RNA gene, partial sequence
Bacillus cereus / Bacillus sp. cp-h34 16S ribosomal RNA gene, 1591 %499
18 ; Bacillus % 90 . partial sequence ?
406/1K4-3 Bacill .
thuringiensis aciiius sp Bacillus sp. cp-h19 16S ribosomal RNA gene, 1762 1591 %499
partial sequence
Acinetobacter Acmefobacter genomosp. 3 strgln LUH 6127 1519 %97
19 . % 94 . 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
AlS4M haemolyticus Acinetobacter sp. Acinetobacter sp. LUH 1469 168 ribosomal 1793
D- 1519 %98
RNA gene, partial sequence
20 Acinetobacter % 99 ﬁﬁfg&fﬁﬁﬁﬂ%ﬁ? " 105 ibosoma! 1599 7098
Al155/M-1 i ° Acinetobact . .
baumannii cinetobactersp Acinetobacter calcoaceticus strain PUCM1020 1768 1593 498
16S ribosomal RNA gene, partial sequence ’

*[. no= Izolat no; V. T %=Vitek tanimlama yiizdesi ; **O.N.S.= DNA dizi analiz cihazi tarafindan okunan nukleotit sayis1 ; B.T. % =BLASTN tanimlama yiizdesi

Devamui arka sayfada

eel




Cizelge 4.1’ in devamu

i. no izolatin Vitek V.T Bergey’ s Manuel of BLASTN programina gore 16S rDNA tanimlama O. N. S.** | Karsilastirilan B.T.
* adi tanimlamasi (%) Sytematic Bacteriology sonucu nukleotit sayis1 %
(1984)
Bacillus cereus / Bacillus sp. KDNBS5 168 ribosomal RNA gene, 1496 %99
21 | A155/M-2 | Bacillus % 90 . partial sequence
Bacill ) .
thuringiensis actius sp Bacillus sp. TBM353 16S ribosomal RNA gene, 1777 1496 %99
partial sequence
Bacillus cereus | Baglllus sp. KDNBS5 168 ribosomal RNA gene, 1492 %499
22 | A156/M | Bacill % 86 | Bacillus sp. parua’ sequence
acz. us . ° aciiius sp Bacillus sp. TBM353 16S ribosomal RNA gene, 1805 o
thuringiensis . 1492 %99
partial sequence
Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH 6127 16S o
; ribosomal RNA gene, partial sequence 1330 7098
23 | 421/iK4 | TANIMLANAMADI TANIMLANAMADI . £°NC, quel 1781
Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal RNA
. 1530 %99
gene, partial sequence
Bacillus cereus / Bacillus sp. enrichment cu}ture clone SYW28 16S 1454 0498
24 | 429/iK4 | Bacillus %86 | Bacillus sp. ribosomal RNA gene. partial sequence 1711
hurineiensi Bacillus sp. enrichment culture clone SYW3 16S 1452 498
UPINGLEnsLs ribosomal RNA gene, partial sequence ’
Uncultured bacterium clone s2uc8 16S ribosomal o
i Sphingomonas RNA gene, partial sequence 152 7094
25 | 65/IK1 ST % 89 | Acidomonas sp. ECNC, partia’ 5¢q 303
paucimobilis Uncultured bacterium clone AKIW445 16S 152 %94
ribosomal RNA gene, partial sequence °
‘ Ilj;zrﬁilluseﬁecnpc—:34 16S ribosomal RNA gene, 1539 498
26 | 301/IK3-1 | TANIMLANAMADI Amphibacill .
MpHIOACIITUS 5p Bacillus sp. cp-h19 16S ribosomal RNA gene, 1744 o
. 1539 %98
partial sequence

*1. no= Izolat no; V. T %=Vitek tanimlama yiizdesi ; **O.N.S.= DNA dizi analiz cihaz tarafindan okunan nukleotit sayisi; B.T. % =BLASTN tanimlama yiizdesi

Devamu arka sayfada

vel




Cizelge 4.1° in devanu

I. no izolatin Vitek tanimlamasi V.T Bergey’ s Manuel of BLASTN programina gore 16S rDNA tanimlama O.N. S.#* | Karsilastirilan B.T.
* adi (%) Sytematic Bacteriology sonucu nukleotit sayisi (%)
(1984)
Bacillus sp. cp-h19 16S ribosomal RNA gene, 1564 %99
; Brevibacillus o artial sequence
27 | 30VIK3-2 laterosporus %85 | Brevibacillus sp. %acillus (?ereus strain KSC_SF6e 16S ribosomal 1756 1564 %99
RNA (rrn) gene, partial sequence
Bac.te;fium 8-gw1-9 16S ribosomal RNA gene, 1508 94,98
: . partial sequence
28 | 447/IKk4 TANIMLANAMADI Bacillus sp. Bacillus sp. enrichment culture clone SYW3 16S 1782 1507 94,99
ribosomal RNA gene, partial sequence °
Bacillus cereus / Bac{llus sp. KDNBS5 168 ribosomal RNA gene, 1503 9499
29 [ 171/IK2 | Bacillus % 85 Bacillus sp partial sequence 1783
thuringiensis ' Bacillus sp. TBM353 168 ribosomal RNA gene, 1503 94,99
partial sequence
. Bgcillus thuringiensis serovar israelensis 16S 1225 9495
30 | 181/IK2 TANIMLANAMADI Bacillus sp. ribosomal RNA gene, partial sequence . 1773
Acetobacter pasteurianus 16S TRNA gene, strain 1220 9495
CCM 3614
Brevundimonas 4cinet0bacter genomosp. 3 strain LUH 6127 16S 1566 04,98
31 | 461/iK4 diminuta / %99 | Brevundimonas . ribosomal RNA gene, partial sequence 1757
vesicularis Acinetobacter sp. LUH 1469 16S ribosomal RNA 1566 04,08
gene, partial sequence
. Bacillus thuringiensis strain EI-17 16S ribosomal 1458 04,08
32 | 189/IK2 TANIMLANAMADI Bacillus sp. RNA gene, partial sequence . 1728
Bacillus cereus strain ATCC 21281 16S ribosomal 1452 04,08

RNA gene, partial sequence

*+], no= Izolat no; V.T.%=Vitek tamimlama yiizdesi; **O.N.S.= DNA dizi analiz cihazi tarafindan okunan nukleotit say1s1; B.T.% = BLASTN tanimlama yiizdesi

Devami arka sayfada

Gel




Cizelge 4.1° in devam

1. no izolatin Vitek V.T Bergey’ s Manuel of BLASTN programina gore 16S rDNA tanimlama O. N. S.%* Karsilastirilan B.T.
* adi tanmimlamasi (%) Sytematic Bacteriology sonucu nukleotit sayisi (%)
(1984)
Bacillus cereus / Bacillus sp. cp-h34 16S ribosomal RNA gene, 1577 %99
33 | 318/iK3 | Bacillus % 85 . partial sequence -
Bacill .
thuringiensis acutus sp Bacillus sp. ¢333 16S ribosomal RNA gene, 1782 1575 2498
partial sequence ?
Staphylococcus pasteuri strain EIV-2 16S 1508 %408
. . ()
34 | 193/ik2-1 | TANIMLANAMADI | TANIMLANAMAD] [ fibosomal RNA gene, partial sequence 1771
Staphylococcus sp. DJ11 16S ribosomal RNA 1503 04,98
gene, partial sequence ?
Bacillus cereus / Bacillus sp. cp-h16 16S ribosomal RNA gene, 1597 2498
35 193/IK2-2 | Bacillus %85 | pacillus sp. partllal sequet?ce‘ ' . _ 1817
thuringiensis Bacillus thuringiensis strain EI-17 16S ribosomal 1458 0,98
RNA gene, partial sequence ?
Bacillus sp. cp-h34 168 ribosomal RNA gene, 1541 0,98
36 | 475/iK4-1 | TANIMLANAMADI Bacill partial sequence ?
acillus sp.. - - - 1751
Bacillus cereus partial 16S rRNA gene, isolate 1539 0,98
GMX6 °
Bacillus sp. cp-h34 168 ribosomal RNA gene, 1541 0,98
. . ()
37 | 332/IK3 | TANIMLANAMADI | Bacillus sp. partial sequence _ . 1751
Bacillus cereus partial 16S rRNA gene, isolate 1539 0,98
GMX6 ’
Bacillus cereus / Bacillus sp. KDNBS5 16S ribosomal RNA gene, 1573 298
38 | A27/K-1 | Bacillus %85 . partial sequence °
Bacill .
thuringiensis acitius sp Bacillus sp. DB-19 16S ribosomal RNA gene, 1782 1573 0408
partial sequence °

**]no= Izolat no; V.T%.=Vitek tanimlama yiizdesi; **O.N.S.= DNA dizi analiz cihaz1 tarafindan okunan nukleotit sayisi; B.T.% = BLASTN tanimlama yiizdesi Devami arka sayfada

9¢l




Cizelge 4.1’ in devamu

1. izolatin Vitek V.T Bergey’ s Manuel of BLASTN programina gore 16S rDNA O. N. S.** | Karsilastirilan B.T.
no adi tamimlamasi (%) Sytematic Bacteriology tammmlama sonucu nukleotit sayis1 | (%)
- (1984)
Acinetobacter 4cinet0bacter haemolyticu's strain BA56 16S 1539 0,98
39 | A31/K-1 . ° . ribosomal RNA gene, partial sequence
baumannii %89 | Acinetobacter sp. - ” 1855
Acinetobacter sp. TCCC11051 168 ribosomal o
. 1530 %97
RNA gene, partial sequence
Acinetobacter Apmetobacter haemolyncu's strain BA56 16S 1467 0,99
40 | A36/K .. % 99 . ribosomal RNA gene, partial sequence
baumannii Acinetobacter sp. - 1723
Uncultured Acinetobacter sp. clone 91 _11 16S 1462 %499
ribosomal RNA gene, partial sequence ?
Acinetobacter A_cznetobacter haemolytzcu_s strain BA56 16S 1481 04,99
41 | A37/K . % 93 . ribosomal RNA gene, partial sequence
haemolyticus Acinetobacter sp.. - 1692
Uncultured Acinetobacter sp. clone 91_11 16S 1476 0,08
ribosomal RNA gene, partial sequence °
Brucella [_Jncultured Acinetobacter sp- clone MRT-87 16S 1597 04,99
42 | A41/K-2 . . % 91 . . ribosomal RNA gene, partial sequence
melitensis Brucella melitensis - - 1808
Acinetobacter sp. MIN33 partial 16S rRNA gene,
. 1593 %99
strain MIN33
Acinetobacter Aczr.zetobacter sp. MIN37 partial 16S rRNA gene, 1557 04,98
43 AT73/K-2 b . % 99 Acinetobacter sp strain MN37 1775
aumanntt ’ Acinetobacter sp. MN33 partial 16S rRNA gene,
. 1557 %98
strain MIN33
Acinetobacter 4Clnet0bacter haemolytlcu; strain BAS56 16S 1563 94,99
44 | A73/K-3 . % 98 . ribosomal RNA gene, partial sequence
haemolyticus Acinetobacter sp. : 1842
Uncultured Acinetobacter sp. clone 91 _11 16S 1557 0,98
o

ribosomal RNA gene, partial sequence

*I. no= Izolat no; % V.T.=Vitek tamimlama; **O.N.S.= DNA dizi analiz cihaz tarafindan okunan nukleotit sayisi; %B.T. =BLASTN tanimlama yiizdesi

Devami arka sayfada

LET




Cizelge 4.1° in devami

I. no izolatin Vitek V.T Bergey’ s Manuel of BLASTN programina gore 16S rDNA O.N Karsilastirilan
* adi tanimlamasi (%) | Sytematic Bacteriology tanimlama sonucu S.x* nukleotit sayisi B.T.
(1984) (%)
Bacillus cereus / Bacillus sp. KDNBS 168 ribosomal RNA gene, 1573 %498
45 A77/K-1 | Bacillus % 85 . partial sequence
Bacill :
thuringiensis aciitus sp Bacillus sp. DB-19 16S ribosomal RNA gene, 1823 1573 498
partial sequence ¢
Bacillus cereus / Bacillus sp. KDNBS 168 ribosomal RNA gene, 1573 %498
46 | A78/K-1 | Bacillus % 85 , partial sequence
Bacill :
thuringiensis aciitus sp Bacillus sp. DB-19 16S ribosomal RNA gene, 1820 1573 %498
partial sequence ?
Acinetobacter 4cznet0bacter haemolytlcu.s strain BA56 16S 1472 498
47 AT8/K-2 b . % 99 Acinetobacter sp ribosomal RNA gene, partial sequence 1729
aumanntt ’ Acinetobacter sp. TCCC11051 16S ribosomal 1463 %97
RNA gene, partial sequence °
Acinetobacter Acinetochter calcoaceticus partial 16S rRNA 675 %494
48 A79/K N % 99 . gene, strain CWS9
baumannii Acinetobacter sp. 439
Acinetobacter calcoaceticus partial 16S rRNA 675 %494
gene, strain CWS20 °
Bacillus sp. KDNBS 16S ribosomal RNA gene, 1573 %498
49 A80/K-1 TANIMLANAMADI Bacillus sp partial sequence 1782 o
' Bacillus sp. DB-19 16S ribosomal RNA gene, 1573 9408
partial sequence ’
Acinetobacter Acinetobacter sp- PUCM1018 16S ribosomal 1451 %497
50 A80/K-2 b .. %99 | Jcinetobacter sp RNA gene, partial sequence 1784
aumanntt ' Acinetobacter sp. A9 16S ribosomal RNA gene, 1451 997
(]

partial sequence

**]_no= Izolat no; V.T.%=Vitek tanimlama yiizdesi;

**0.N.S.= DNA dizi analiz cihaz: tarafindan okunan nukleotit sayisi; B.T.% = BLASTN tanimlama ytizdesi

Devamui arka sayfada
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Cizelge 4.1° in devami

I.

izolatin

Vitek

V. T

Bergey’ s Manuel of

BLASTN programina gore 16S rDNA

O.N. S.**

Karsilastirilan

B.T.

no adi tammlamas1 | (%) | Sytematic Bacteriology tammlama sonucu nukleotit sayisi (%)
¥ (1984)
Acinetobacter Acinetobacter sp- PUCM1018 16S ribosomal 1512 0408
51 | A106/M-1 b . %98 | 4 cinetobacter sp RNA gene, partial sequence 1696
dumanntt ' Acinetobacter sp. A9 168 ribosomal RNA gene, o
: 1512 %98
partial sequence
Acinetobacter Pig DNA sequence from clone CH242-290P9 on 44.6 0485
52 | A125/M % 99 . chromosome 4, complete sequence
baumannii Acinetobacter sp. ; ; ; 152
Lotus japonicus genomic DNA, chromosome 2, 41.0 9496
clone: LjT5S7N0O7, TM 1246, complete sequence ' ’
Acinetobacter Acinetobacter sp- PUCM1018 168 ribosomal 1532 9408
53 | A139'M b . %99 | 4einetobacter 5 RNA gene, partial sequence 1773
dumannit ' Acinetobacter sp. AQ5NOL 1 168 ribosomal 1530 0,08
(1]

RNA gene, partial sequence

**[_ no= Izolat no; V.T. %.=Vitek tanimlama yiizdesi; **O.N.S.= DNA dizi analiz cihaz1 tarafindan okunan nukleotit sayisi; B.T. %= BLASTN tamimlama yiizdesi

6¢l
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Cesitli morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlere dayali olarak yapilan
klasik tanimlama yontemi ile seg¢ilmis 53 izolatin 4 tanesi tanimlanamadig1 Cizelge
4.1’ de goriilmektedir. Tanimlanamayan bu 4 izolattan biri [96 IK1 (1 no’ lu izolat)]
Vitek 2 Kompakt otomatik tanimlama sistemi ile Sphigonomas paucimobilis, 16S
rDNA dizisine dayali olarak BLASTN programu ile Acinetobacter calcoaceticus
olarak tanimlanmis olsa da dizi analiz cihaz1 tarafindan bu izolata ait 16S rDNA
dizilendirmesi yetersiz (309 baz) oldugundan alinan sonug¢ giivenilir bulunmamastir.
Klasik tanimlama yontemi ile tanimlanmayan diger 3 bakteri 6rnegi 2 tanesi [46 1K1
(15 no’ lu izolat) ve 421 iK4 (23 no’ lu izolat)] Vitek 2 otomatik tanimlama sistemi
ile de tanimlanamamuistir. 16S rDNA dizilendirmesine dayali BLASTN programi ile
her iki ornek te %98 benzerlik orami ile Acinetobacter sp. olarak ancak cins
diizeyinde tanimlanabilmistir. Bu baglamda adi gecen bu iki izolatin Acinetobacter
cinsine ait soylar oldugu giiclii bir olasiliktir. Ayni1 sekilde klasik yontemler eliyle
tamimlanamayan 4. bakteri drnegi [193 / 1K2-1(34 no’ lu izolat)] ise, Vitek 2
Kompakt otomatik tanimlama sistemi ile de tanimlanamamistir. Bu izolata ait
BLASTN sonucu ise %98 benzerlik oram1 Staphylococcus pasteuri ve

Stapyhlococcus sp.’ ye benzetilmistir.

Bunlara ek olarak Vitek 2 Kompakt otomatik tanimlama sistemi ile
tanimlanamamus 11 izolatin 6 tanesi [43 1K1 (13 no’ lu izolat), 301 / IK3-1 (26 no’ lu
izolat), 189 / IK2 (32 no’ lu izolat), 475 / iK4-1 (36 no’ lu izolat), 332 / IK3 (37
no’lu izolat), A8OK-1 (49 no’ lu izolat)] hem klasik ve hem de BLASTN sonucunda
%098 benzerlik orani ile genel olarak Bacillus sp. olarak ancak cins diizeyinde, 189 /
IK2 (32 no’ lu izolat) ise yine esit benzerlik yiizdesi ile (%98) Bacillus thuringiensis
k1 EI-17’ye ve Bacillus cereus irki ATCC 21281’ e benzetilmistir. Vitek 2 otomatik
tanimlama sistemi ile tanimlanamayan diger 2 izolat [447 / IK4 (28 no’ lu izolat) ve
181 / IK2 (30 no’ lu izolat)] ise klasik yontem ile Bacillus sp. olarak cins diizeyinde
tanimlanirken, BLASTN sonucu 181 / IK2 (30 no’ lu izolat) 2 farkli bakteri tiiriine
(Bacillus thuringiensis serovar israilensis ve Acetobacter pasteurianus irki CCM
3614) ayni benzerlik oraninda (%95) benzetilmistir. Bu iki bakteri tiiriiniin farklh
Gram boyanma 0zelligi (Bacillus thuringiensis Gram pozitif, Acetobacter

pasteurianus Gram negatif) gostermesi izolatimiz Gram pozitif oldugundan ikinci sik
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degerlendirme dis1 birakilsa da diisiindiiriicii bulunmustur. 447 / IK4 (28 no’ lu
izolat) ise BLASTN sonucu Bacterium 8-gwl-9’ a ve Bacillus sp.’ ye cins diizeyinde
sirast ile %98 ve %99 benzerlik oraninda benzetilmistir (Adi gecen ilk bakteri
tiirliniin O0zelliklerine dair yayinlara ulasilamamistir). Ayni sekilde Vitek 2 otomatik
tanimlama sistemi tarafindan tanimlanamamis olan son 3 izolat [46 / IK1 (15 no’ lu
ornek) ve 421 / IK4 (23 no’ lu érnek), 193 / IK3-1 (34 no’ lu 6rnek)] klasik yontem
ile de tanimlanamamustir. Bunlardan iki tanesi (15 ve 23 no’ lu izolatlar) BLASTN
sonucuna gore % 98 benzerlik oranmi ile Acinetobacter sp. cinsi bakterilere liclincii
izolat (34 no’ lu izolat) ise %98 benzerlik orani ile Staphylococcus pasteuri irki EIV-

2’ ye ve % 99 benzerlik orani ile Staphylococcus sp.” ye benzetilmistir.

Ayni ¢izelge (Cizelge 4.1) incelendiginde, 2, 3, 5, 8, 16, 18, 21, 22, 24, 29, 33,
35, 38, 45, 46 no’ lu izolatlar her {i¢ tanimlama yontemine gore de Bacillus cinsine
dahil edilirken 4, 6, 9, 10, 11, 12, 14, 17, 19, 20, 39, 40, 41, 43, 44, 47, 50, 51 ve 53
no’ lu izolatlarin ise Acinetobacter cinsine dahil edildigi goriilmektedir. Her iki cins
i¢in tiim tanimlama sonuglari cins diizeyinde birbirini dogrular nitelikte bulunmustur.
Sonuglarin detaylar1 incelendiginde Vitek 2 Kompakt tarafindan Bacillus cereus /
Bacillus thuringiensis olarak tanimlanan 2, 3, 8, 29, 33, 35, 38, 45 ve 46 no’ lu
izolatlarin (%85), 5 ve 7 no’ lu izolatlarin (%88), 22, 24 ve 26 no’ lu izolatlarin
(%86), 18 ve 21 no’ lu izolatlarin ise (%90) oraninda bu bakterilere benzetildigi
goriilmektedir. Bu izolatlarin BLASTN sonuglar incelendiginde; genelde Bacillus
sp.” ye ait cesitli tlirlere %97-99 arasindaki oranlarda benzetildigi goriilmektedir.
Bunlarin higbirisi belirli bir Bacillus tiirline isaret etmemektedir. Bu tiirlere ait 16S
rDNA tanimlamalar cins seviyesinde kalmistir. Bizim izolatlarimiz i¢inde Vitek 2
Kompakt tarafindan bu sekilde tanimlanmis 16 tane izolat vardir. Cizelge 4.1
incelendiginde BLASTN karsilagtirmasi ile tanimlama sonuglarina gore, bunlardan
yalniz 2 no’ lu izolatin %98 benzerlik orani ile Bacillus cereus irk1 DS16° ya, 8 no’
lu izolatin %98 benzerlik orani ile Bacillus cereus 1irki bh11’ e, 35 no’ lu izolatin ise
%98 benzerlik oran1 ile Bacillus thuringiensis 1ki EI-17° ye benzetildigi
goriilmektedir. Bu benzerlik oranlar1 Vitek 2 otomatik tanimlama sisteminde onerilen
benzerlik oranlarina (%85) gore daha yliksektir. Bu nedenle de ad1 gegen izolatin bu

tiire ait oldugu giiclii bir sekilde 6ne ¢ikmaktadir. BLASTN programi tarafindan
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%97-99 benzerlik oranlari ile Bacillus sp. olarak tanimlanan diger izolatlar (3, 5, 16,
18, 21, 22, 24, 29, 33, 38, 45, 46 no’ lu izolatlar) ise Vitek 2 otomatik tanimlama
sistemi ile %85-90 arasindaki oranlarda Bacillus cereus / B. thuringiensis ikilisine

benzetilmistir.

Ayrica elde edilen sonuglar i¢inde 27 no’ lu izolatin Vitek 2 Kompakt otomatik
tanimlama sistemi ve klasik tanimlama ydntemi ile Brevibacillus cinsine dahil
edilirken BLASTN analizi sonucunda Bacillus sp. veya B. cereus olarak
tanimlanmistir. Bu 6rnegin ara ve yeni bir form ve/veya Bacillus cinsine ait yeni bir
tir olma olasilig1 yiiksektir. 31 no’ lu izolat i¢in de benzer bir sonugtan
bahsedilebilir. Vitek 2 sistemi ve klasik tanimlama yontemi ile Brevundimonas sp.
olan bu izolat BLASTN ile Acinetobacter sp. olarak tanimlanmistir. Bu izolatin da
bir ara form ve/veya Acinetobacter cinsi i¢in yeni bir tiir olma olasilig1 ¢cok yiiksektir.
Bu sekilde oldugu diisiiniilen son 6rnek ise, 42 no’ lu izolatimizdir. Bu izolat yine
Vitek 2 ve klasik yontemle Brucella melitensis. olarak tanimlanirken BLASTN
sonucu kiiltiire edilememis Acinetobacter sp. olarak belirlenmistir. Yiiksek olasilikla

bu tiirlin de yeni bir Acinetobecter sp. oldugu diisliniilmektedir.

Yapilan biyokimyasal testlerin sonuglar1 Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology referans kitabinin (Claus ve Berkeley, 1984) ilgili bolimi (sf.1128-
1129) ile karsilagtirildiginda her iki tiiriin yapilan biyokimyasal testler ile aym
sonuglart verdikleri ic¢in iki tiir arasinda ayirimiin yapilamadigi gorilmistiir

(Cizelge 4.2).



Cizelge 4.2. Bacillus sp. izolatlarina ait biyokimyasal test sonuglan ile Bacillus cereus / Bacillus thuringiensis’in Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology referans kitabindan karsilastirilmasi.

. . Gram boyama Spor A. L. Protein Jelatin Nisasta Nitrati nitrite
1. no Izolatin adx /Hiicre sekli boyama Kat. OKs. D. D. p-PHB hidrolizi kullanimu kulllanim indirgeme

Bergey’s Bacillus cereus Gr +/basil Sporlu + - d - + + + + +

Manual,

(118612; € | Bacillus thuringiensis Gr +/basil Sporlu + d d - + + + + +
2 235 /IK3 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + -+
3 237 /1K3 Gr +/basil Sporlu + +2 + _ + + r T T
5 All15 M-2 Gr +/basil Sporlu + + + - + + + + +
7 Al118 M-2 Gr +/basil Sporlu + + + - + + + + +
8 257 / IK3-1 Gr +/basil Sporlu + +2 —+ - + + + + +
13 43 /1K1 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +
16 406 / IK4-1 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +
18 406 / iK4-3 Gr +/basil Sporlu + _ + _ + + + + -+
21 Al155/M-2 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +
22 A 156 M Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +
24 429 /1K4 Gr +/basil Sporlu + - + - + + =+ —+ +
26 301 / IK3-1 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +
28 447 / IK4 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +
29 171 /1K2 Gr +/basil Sporlu + - R.V - + + + + +
30 181/ IK2 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +
32 189 / IK2 Gr +/basil Sporlu + - - - + + + + +
33 318 /1K3 Gr +/basil Sporlu + - + - + + - ¥ T
35 193 / IK2-2 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + -+
36 475 / IK4-1 Gr +/basil Sporlu + - R.V | RV + + + + +
37 332 IK3 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + -+
38 A27 /K-1 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + x
45 A77 / K-1 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +
46 A78 / K-1 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +
49 A80 /K-1 Gr +/basil Sporlu + - + - + + + + +

I.no= izolat no; Kat.=katalaz , Oks.=Oksidaz; A.D.=Arjinin dekarboksilaz; L.D.=Lizin Dekarboksilaz; B-PHB=beta polihidroksi butirat; R.V.=Reaksiyon vermedi; d= %11-89 pozitif; +? =Siipheli pozitif

vl




Cizelge 4.2 nin devam

Glukozdan
. . VP Sitrat asit
I. no Izolatin ad1 testi kullanimu olusturma G.G.O.* Arabinoz Ksiloz Mann. Sorbitol Sukroz Laktoz
E;ve[;ieu};,ls Bacillus cereus + + + - - - - - + 4+
(1222 ¢ | Baciltus thuringiensis d + + - - - - 0 0 0
2 235 /IK3 - —+ - - - - - _ T
3 237 /1K3 - - + - - - + - + T
5 Al115 M-2 - - —+ - - - + - + +
7 A118 M-2 - - —+ - - - + - + +
8 257 / 1K3-1 - + + - - - + - + T
13 43 /1K1 + - + _ _ _ T _ T T
16 406 / TK4-1 + —+7 —+ - - - + - + i
18 406 / TK4-3 + +* + - - - + - + T
21 Al155/M-2 + - —+ - - - + - + +
22 A 156 M - +7 —+ - - - + - + T
24 429 / IK4 - + + - - - + - + T
26 301/ 1K3-1 - + + - - - + - + T
28 447 / IK4 - + —+ - - - + - + T
29 171 /IK2 - - —+ - - - + - + +
30 181 /1K2 - - + - - - + - + _
32 189 / IK2 + - —+ - - - - - - -
33 318 /1K3 + - —+ - - - + - + T
35 193 / IK2-2 - - —+ - - - + - + +
36 475/ 1K4-1 - - —+ - - - - - + +
37 332 IK3 - + —+ - - - + - + T
38 A27 / K-1 + - —+ - - - + - + -+
45 A77/ K-1 - + —+ - - - + - + +
46 A78 / K-1 - - —+ - - - + - + T
49 A80 / K-1 - + + - - - + _ + +

i. no= izolat no; *G.G.0O.=Glukozdan gaz olusturma; O=belirlenmis degil; VP=Voges Prokauer; +’= zayif iireme

124!
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Bizim izolatlarimiz ile bu tiirlere ait testler kiyaslandiginda; elde edilen
sonuglar i¢inde seker kullanimu, sitrat kullanimi, mannoz kullanimi1 sonuglari referans
sonuglar ile genelde uyumlu degilken, cizelgede Ozetlenen diger testler arasinda
bliyiik bir uyum gézlenmistir. Ancak meydana gelen farklilik iki tiirii birbirinden
ayirmaktan c¢ok iki tlirden farklilasmis ozellikleri ©6ne ¢ikarmaktadir. Bizim
izolatlarimiz ile bu tiirlere ait Ozellikler karsilastirildiginda, Vitek 2 Kompakt
tarafindan Bacillus cereus / Bacillus thurungiensis olarak tanimlanan bu izolatlarin
birbirinden farkli kilacak ayirt edici testlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu da eger cry
genlerini tagityan plazmitleri kaybetmedilerse parasporal kristaller literatiirde dnerilen
cesitli yontemler ile (elektron mikroskopi yontemleri, SDS page vbg., Koni ve Ellar,
1994; delta endotoksinlerin antikorlar ile serolojik olarak tiplendirilmesi, Amstrong

ve ark., 1985) belirlenmesine dayal1 teknikler olarak 6zetlenebilir.

Bacillus cinsi genel olarak degerlendirildiginde Gram pozitif, comak saklinde,
aerop, endospor formunda bakterilerdir (Claus ve Berkeley, 1984). Bacillus cereus
grup olarak adlandirilan olduk¢a homojen bir toplulugu olusturan ve birbiriyle
oldukca yakin akraba 6 tiiri (Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Bacillus
thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides ve Bacillus
weihenstephanensis) icermektedir. Bunlarin filogenetik ve taksonomik olarak
birbirlerinden kesin bir sekilde ayrimi hala tartismali bir konudur (Jensen ve ark.,

2003).

Bacillus cereus / Bacillus thuringiensis’ u tiir seviyesinde tanimlamaya dayali
literatiir incelendiginde gergekten de bu iki tiirli birbirinden molekiiler ve klasik
yontemlerle ve dolayisiyla otomatik tanimlama sistemine dayali tanimlamada ¢esitli
zorluklarin  6ne c¢iktig1 goriilmektedir. Bacillus thuringiensis diger Bacillus
tiirlerinden sporulasyon esnasinda sentezledigi parasporal inkliizyon cisimcikleri
(kristal) nedeniyle farklidir. Bu cinsin bazi soylarinda bulunan kristal yapilar, bazi
bdcekler lizerinde zehir etkisine sahiptir. Bu nedenle eskiden beri lepidopter, diptera
veya koleopteronlarin biyolojik kontroliinde bocek oldiiriicli olarak kullanilmaktadir
(Hofte ve Whiteley, 1989; Glare ve O’Callaghan, 2000). Ancak bu ayirt edici 6zelligi

saglayan cry genleri transfer edilebilir bir plazmit {izerinde bulunur ve ilgili soy bu
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plazmitini kaybederse tanimlanma konusundaki ayirt edici ozelligini kaybeder
(Thorne, 1993). Bu hali ile de B. cereus’tan ayirt edilemez. Bu noktada komozomal
genler {izerinden molekiiler tanimlama metotlar1 literatiirde dnerilmektedir. Ancak bu
yontemler eliylede yanlis sonuglar elde edilebildigi yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir
(Chen ve Tsen, 2002; Ki ve ark., 2009). Adi gecen bu iki tiiriin birbirinden ayirt
edilmesi konusu zor ve tartigmali bir konudur. Geleneksel mikrobiyolojik yontemler
ile ya da yag asiti metil ester profillerinin ¢ikarilmasi ile daha net bir ayirima

gidilebilecegi dnerilmektedir (Bobbie ve White, 1980; Vaerewijck ve ark., 2001).

Acinetobacter sp. lyeleri ile 1ilgili Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (1994), referans kitabi1 incelendiginde, bu genusun Gram negatif,
sporsuz, hareketli, (polar fimbriyalar1 olan), aerobik, katalaz pozitif (+) ve oksidaz

negatif (-) bakteriler olarak tanimlanmaktadirlar (Claus ve Berkeley, 1994).

Buna dayali olarak caligma kapsaminda elde edilen sonuglarda, Vitek 2
Kompakt otomatik tanimlama sistemi ile 4, 6, 9, 10, 11, 12, 14, 17, 20, 39, 40, 43,
47, 48, 50, 52, ve 53 no’ lu izolatlar %99 benzerlik orani ile 51 no’ lu izolat ise % 98
benzerlik orani ile Acinetobacter baumannii olarak tanimlanmistir. Bu sonuglar
BLASTN programi ile tanimlama sonuglari ile karsilastirildiginda adi gegen izolatlar
icinden 20 no’ lu izolat %98, 48 no’ Ilu izolat %94 benzerlik yiizdesi ile
Acinetobacter calcoaceticus’a, 39 ve 47 no’lu izolatlar %98, 40 no’ lu izolat ise
%99, benzerlik orani ile Acinetobacter haemolyticus’a benzetilmistir (Cizelge 4.1).
Yapilan otomatik tanimlama ve 16S rDNA dizi analizine dayali BLASTN sonuglar1
baz1 6rneklerde tiir diizeyinde farkli olsa da cins diizeyinde % 100 uyum gostermistir.
Tiir diizeyinde bu sekilde bir farkliligin olmasi, her iki sisteme ait veri bankasindaki
tanimli  bakterilere ait Ozelliklere bagimli  kalinmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Bu izolatlara ait bizim yaptigimiz biyokimyasal testler ile Bergey’ s Manual of
Determinative Bacteriology referans kitabindan bu iki bakteriye ait sonuglar

karsilastirilmistir (Cizelge 4.3).



Cizelge 4.3. Acinetobacter sp. izolatlarina ait biyokimyasal test sonuglari ile A. baumannii / A. haemolyticus / A. calcoaceticus’ un Bergey’s
Manual of Systematic Bacterology referans kitabindan karsilastirilmasi.

Gram Glukozdan
izolat No izolatin Adx boyama / asit Sitrat Gelatin
Hiicre sekli Katalaz Oksidaz olusumu Kkullanim Hemoliz Kkullaninm

Acinetobacter baumannii Gram- / basil + - 95¢ + - -

Acinetobacter haemolyticus Gram- / basil + - 52 91°* + +

Bergey’s Acinetobacter calcoaceticus Gram- / basil + - + + - -
Manual (1994) | Isimlendirilmemis Acinetobacter tiirii 3 Gram- / basil + - + + - -
kitabina gore Isimlendirilmemis Acinetobacter tiirii 6 Gram- / basil + - 66° +P + +
Isimlendirilmemis Acinetobacter tiirii 10 Gram- / basil + - + + - -
Isimlendirilmemis Acinetobacter tiirii 11 Gram- / basil + - - + - -
Isimlendirilmemis Acinetobacter tiirii 12 Gram- / basil + - 33" - - -

4 Al115 M-1 Gram- / basil + - + + - -

6 A118 M-1 Gram- / basil + - + + - -

9 257 /1K3-2 Gram- / basil + - + + - -

10 42 /1K1-1 Gram- / basil + - + + - -

11 42 /1K1-2 Gram- / basil + - + + - -

12 42 /1K1-3 Gram- / basil + - + + - -

14 45 iK1 Gram- / basil + - + + - -

17 406 / 1K4-2 Gram- / basil + - + + - -

20 Al55/M-1 Gram- / basil + - + + - -

39 A31/K-1 Gram- / basil + - + + - +

40 A36 K Gram- / basil + - + + - +

43 A73/K-2 Gram- / basil + - + + - +

47 A78 / K-2 Gram- / basil + - + + - +

48 A79 K Gram- / basil + - + + - +

50 A80/K-2 Gram- / basil + - + + - -

51 A106 / M-1 Gram- / basil + - + + - -

52 Al25 M Gram- / basil + - + + - -

53 Al139 M Gram- / basil + - + + - -

a= sayisal ifadeler pozitif suslarin sayisal oraninmi ifade etmektedir, b= bir yada iki ototrofik sus haricinde hepsi pozitif anlamindadir

Lyl
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Bu Dbakterilerin genel biyokimyasal testlerine Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology referans kitabinda bakildiginda 4. baumannii [glukoz
kullanimi (+) (%95’ inde), sitrat (+,), hemoliz (-), jelatin kullanimi (-)], 4.
haemolyticus [glukoz kullanimi (+) (%52’ sinde), sitrat (+) (%94’ {inde), hemoliz
(+), jelatin kullanimi (+) ve A. calcoaceticus’ un (glukoz kullanimi (+) , sitrat (+),
hemoliz (-), jelatin kullanimi (-) ] sonuglarint bizim izolatlarimizin sonuglar ile
benzedigi ve 20 ve 48 no’ lu izolatlarin Acinetobacter calcoaceticus (glukoz
kullanimi (+), sitrat (+), hemoliz (-), jelatin kullanimi (-) ] olma ihtimalinin yiiksek
oldugu goriilmiistiir (Claus ve Berkeley, 1994). Ancak 39, 40 ve 47 no’ lu izolatlarin
molekiiler teknikler ile (16S rDNA dizi analizine dayalit BLASTN sonucu) her ne
kadar A. haemolyticus’a benzetilse de hemoliz testinde negatif (y hemoliz) davranis
gosterdiklerinden bu ihtimalden uzaklasmamiza neden olmuslardir. Yani A.
haemolyticus kanli agarda hemolitik iken adi gecen bu {i¢ izolat hemolitik olarak
belirlenmemistir. Ancak bu {i¢ izolatin tipki A. haemolyticus gibi jelatini
kullanabilmesi diisiindiiriicidiir. Bu nedenle 39 ve 40 no’ lu izolatlar i¢in Vitek 2
sisteminin daha fazla benzerlik yiizdesi vermesi (%99) ve biyokimyasal testler ile
desteklenmesi nedeniyle A. baumannii olabilecegi diisiliniilse de yukaridaki 6zellik

ayirimin gii¢ oldugunun gostergesidir.

Cizelge 4.1 incelendiginde, Vitek 2 sistemine gore %99 benzerlik orani ile
Acinetobacter baumannii olarak tanimlanan diger izolatlarimizin (4, 6, 9, 10, 11, 12,
14, 17, 43, 50, 51, 52, 53 no’lu izolatlar) BLASTN sonucu Acinetobacter sp.’ ye
genus seviyesinde %97-99 benzerlik oraninda benzetildigi goriilmektedir. Ayrica bu
bakteri tiirli i¢in bizim yaptigimiz biyokimyasal test sonuglarina gore 4, 6, 9, 10, 11,
12, 14, 51, 52 ve 53 no’ lu izolatlar glukoz kullanimi, sitrat, hemoliz testi ve jelatin
kullanimi testi sonuglarma gore [hepsi glukoz kullanimi (+), sitrat kullanimi (+),
hemoliz (—) ve jelatin kullanimi (-) dir], 4. baumannii ve A. calcoaceticus’ un
sonuclarina olduk¢a yakin bulunmustur. Tiir seviyesinde ayirim konusunda bu
izolatlar i¢in Vitek 2 sistemi daha basarili goriilmektedir. Adi1 gecen bu bakterilerin
A.baumannii olma ihtimali daha yiiksek goriinmektedir. Ek olarak 39, 40, 43, 47 ve
48 no’ lu izolatlar ise yukarida adi gegen 6zellikler bakimindan A.baumannii ve A.

calcoaceticus’ a benzemekle beraber her birinin jelatin kullanimi (+) olmasi
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diisiindiircii bulunmustur. Bu 6zelikleri ile A. haemolyticus’ a ve isimlendirilmemis

Acinetobacter tiirii 6’ ya da benzemektedirler.

Vitek 2 otomatik tanimlama sistemi ile tanimlanmayan izolatlar i¢inde 15 ve
23 no’ lu izolatlar da BLASTN sonucu %98-99 benzerlik orani ile Acinetobacter sp.
olarak tanimlanmistir. Bu iki izolatin da Glukozdan asit olusumu (+), sitrat (+),
hemoliz (-) ve jelatin kullanimi (-) olmalar1 nedeniyle hem A. baumannii ve hem de

A. calcoaceticus’ a esit dercede benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.1° de Vitek 2 otomatik tanimlama sistemi tarafindan 19, 41 ve 44
no’ lu ti¢ izolat sirast ile %94, %93 ve %98 benzerlik oraninda A. haemolyticus
olarak tanimlanmistir. BLASTN programi ile de ayni1 izolatlardan 41 ve 44 no’ lu
izolatlar sirasi ile %99 ve %98 benzerlik orani ile yine ayn1 bakteriye benzetilirken,
yine sirast ile %98 ve %98 benzerlik orani ile kiiltiire edilememis Acinetobacter sp.
klonu 91 11’ e benzetilmistir. 19 no’ lu izolatimiz ise %97 benzerlik oram ile
Acinetobacter genomosp. 3 wki LUH 6127’ye %98 benzerlik yiizdesi ile
benzetilmistir. Bu iki izolatimiza (41 ve 44 no’ lu izolatlar) ait Vitek 2 ve BLASTN
sonuglart oldukca 6zdes goriinmektedir. Hatta BLASTN sonuglarinin daha yiiksek
benzerlik oraninda olmasi da bu bakteri icin daha basarili tanimlama yapmis

oldugunu gostermistir.

Adi gegen bu ii¢ izolata ait bizim yaptigimiz biyokimyasal test sonuglari
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984) referans kitabinda ilgili tiire ait
sonugclarla karsilastirilarak asagidaki cizelge olusturulmustur (Cizelge 4.4).



Cizelge 4.4. Acinetobacter haemolyticus izolatlarina ait biyokimyasal test sonuglar ile A. haemolyticus *un biyokimyasal 6zelliklerinin Bergey’s

Manual of Determinative Bacteriology referans kitabindan kargilagtiriimasi.

Gram boyama Glukozdan
izolat No izolatin Ad1 / asit Sitrat Gelatin
Hiicre sekli Katalaz | Oksidaz olusumu kullamm | Hemoliz | kullanim

Acinetobacter baumannii Gram- / basil + - 95° + - -

Acinetobacter haemolyticus Gram- / basil + - 52° 9la + +

Bergey’s A(;inetob.a(.:ter cqlcoaceticus Gram- / bas%l + - + + - -
Manual (1994) Is¥mlend¥r¥lmem§ Acinetobacter tiirii 3 Gram- / bas%l + - + +b - -
Kitabina gore Is1mlend1r1lmem1s Acinetobacter tiirii 6 Gram- / basil + - 66" + + +
Isimlendirilmemis Acinetobacter tiirii 10 Gram- / basil + - + + - -
Isimlendirilmemis Acinetobacter tiirii 11 Gram- / basil + - - + - -
[simlendirilmemis Acinetobacter tiirii 12 Gram- / basil + - 33? - - -

19 Al54 M Gram - / basil + - +* + - -

41 A37K Gram - /basil + - +* + - +

44 A73/K-3 Gram - / basil + - + + - +

a=sayisal ifadeler pozitif suslarin sayisal oranini iface etmektedir, b= bir yada iki ototrofik sus haricinde hepsi pozitif anlamindadir

051
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Bizim yaptigimiz biyokimyasal test sonuglarina gore, bu {i¢ izolat i¢cinde 19 no’
lu izolattmiz Glukoz (+), Sitrat (+), hemoliz ve jelatin kullanimi (-) olmasi ile
Acinetobacter calcoaceticus’ Uin ad1 gecen Ozelliklerine yakin bulunmustur. 41 ve 44
no’ lu izolatlarimiz ise tipki diger Acinetobacter sp. izolatlar1 gibi, yukarida adi
gecen Ozellikler bakimindan 4.haumannii ve A. calcoaceticus’ a benzemekle beraber
her birinin jelatin kullanim1 + olmasi diisiindiircti bulunmustur. Bu 6zelikleri ile 4.

haemolyticus’ a ve isimlendirilmemis Acinetobacter tiirii 6 ya da benzemektedirler.

Bu bakis agisi ile literatiir incelendiginde A. baumannii, A. calcoaceticus ve A.
haemolyticus’ un ¢ok yakin akraba olmalar1 nedeniyle fenotipik olarak
tanimlanmasinin gii¢ oldugu ifade edilmektedir (Misbah ve ark., 2005). Bu nedenle
son yillarda, bakteriler, floresan isaretli hedeflendirilmis rRNA oligonukleotit
proplar yardimi ile mikroskopik olarak tanimlamaktadir ve Acinetobacter sp. tiirleri
icin bu yontemle (Wagner ve ark., 1994) ve pek ¢ok farkli molekiiler yontem ile
yapilmis (Lu ve ark., 2000; Vanbroekhoven ve ark., 2004) caligmalar vardir.

Yine Cizelge 4.1. incelendiginde 27 no’ lu izolatimizin Vitek 2 sistemi
tarafindan Brevibacillus laterosporus’ a % 85 benzerlik orani ile benzetildigi
goriilmektedir. BLASTN sonucunda ise ayni bakteri Bacillus sp. cp-h19’ a ve
Bacillus cereus irki KSC _SF6 ¢’ ye ayni benzerlik orant (%99) ile benzetildigi
goriilmektedir. Brevibacillus laterosporus ilk defa Laubach (1916) tarfindan Bacillus
laterosporus olarak tanimlanmis ve Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(Claus ve Berkeley, 1984) referans kitabinda da bu isimle yer almaktadir. Ancak bu
bakteri Shida ve arkadaglari (1996) tarafindan Brevibacillus laterosporus olarak
onerilmis ve 2006 yilindan beri bu adla kullanilmaktadir. Gram pozitif, basil
formunda tipki diger Bacillus sp. genusu iiyeleri gibi spor olusturan bir bakteri
tiiriidiir. Bu bakterinin sporlar1 kanoid sekilli olup lateral konumludurlar. Ayrica bu
tiiriin parasporal kristallerinin varligi da bilinmektedir. Dolayisi ile bu tiiriin diger
Bacillus sp.” lerden ayirimi hem molekiiler ve hem de otomatik tanimlama sistemi
icin karmasa yaratabilmektedir. Bergey’s Manual of Determinative Bacteriolgy
(1984)° de bu bakteriye ait Ozellikler arastinlmis ve asagidaki c¢izelge
olusturulmustur (Cizelge 4.5).



Cizelge 4.5. Brevibacillus laterosporus izolatlarina ait biyokimyasal test sonuglar1 ile Bacillus laterosporus |/ Bacillus cereus / Bacillus
thuringiensis’in biyokimyasal 6zelliklerinin Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology referans kitabindan karsilastirilmasi.

Gram %10 Nitrati
] ) boyama / Spor A. L. tuzlulukta | Protein Jelatin Nisasta nitrite
Izolat no Izolatin ad1 Hiicre sekli | boyama | Kat. | Oks. D. D. | p-PHB biiyiime hidrolizi | kullanim kulllanim indirgeme
Bergey’s Bacillus cereus Gr +/basil Sporlu + - - + ND + + + +
Manuel of
Determinative | Bacillus thuringiensis Gr +/basil Sporlu + d d - + ND + + + +
Bacteriology
(1994) kitabma | Bacillus laterosporus Gr +/Basil Sporlu + - 0 0 0 - + d - +
gore
27 301 /1K3-2 Gr+/Basil Sporlu + - + - + - + + + +
Kat.=katalaz testi, Oks.=Oksidaz; A.D.=Arjinin dekarboksilaz; L.D.= Lizin dekarboksilaz; B-PHB_beta polihidroksi butirat; d= %11-89 pozitif; 8= bilinmiyor; ND= bilinen bir veri yok
Cizelge 4.5’ in devami
VP Sitrat Glukozdan asit
izolat no izolatin ad testi | kullanim olusturma G.G.0.* Arabinoz Ksiloz Mannitol | Sorbitol | Sukroz | Laktoz
Bergey’s Bacillus cereus + + + - - - - - + +
Manual
(1.994) Bacillus thuringiensis d + + - - - - 0 0 0
kitabina gére
Bacillus laterosporus - - + - - - + 0 0 0
27 301/1K3-2 - - + - - + - - + +
G.G.0.= Glukozdan Gaz Olusumu; VP=Voges Prokauer; d=%11-89 pozitif, 6= bilinmiyor
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Cizelge 4.5 incelendiginde 27 no’ lu izolatimizin Nisasta kullanimi (+) , sukroz
(+) ve laktoz (+) olmasi ile B. cereus’a diger oOzellikleri ile de Brevibacillus
laterosporus’ a benzemektedir. BLASTN sonucu %99 benzerlik oraninda Bacillus
sp.” ye benzetilmis olsa da biyokimyasal test sonuglarimiz, bu izolatin Brevibacillus

laterosporus oldugunu desteklemektedir.

Cizelge 4.1° de Vitek 2 tanimlama sistemi tarafindan %99 benzerlik orani ile
Brevundimonas diminuta | Brevundimonas vesicularis olarak tanimlanan 31 no’ lu
izolattmiz BLASTN programi tarafindan Acinetobacter genomosp. 3 strain LUH
6127’ ye ve Acinetobacter sp. LUH 1469’ a ayni benzerlik orani (%98) ile

benzetilmistir.

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1994) referans kitabinda
Brevundimonas diminuta | Brevundimonas vesicularis Gram negatif, oksidaz (+),
yar1 viroid veya viroid sekilli, hareketsiz, sporsuz ve bazen sari-turuncu pigmentli
bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Claus ve Berkeley, 1994). Bu bakteriye ait bizim
yaptigimiz biyokimyasal testlerle Bergey’s Manual Determinative Bacteriology
referans kitabindan alinan bu tiire ait biyokimyasal test sonuglarini igeren bir ¢izelge

olusturulmustur (Cizelge 4.6).



Cizelge 4.6. Brevundimonas diminuta / B. vesicularis izolatina ait biyokimyasal test sonuglar ile Brevundimonas diminuta / B. vesicularis’ in

biyokimyasal 6zelliklerinin Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology referans kitabindan karsilagtirilmasi.

Gram boyama / Glukozdan
Izolat No 1zolatin Ad1 Hiicre yekli Spor asit Jelatin
5 Boyama | Katalaz | Oksidaz olusumu A.D. Kullanim Ksiloz | Laktoz | Sukroz | Mannitol
Bergey’s i
Mar%uz}ill (1994) 3;’;;1:5;21011015 Gr -/Vibriobasil Sporsuz + + d - d - - - -
kitabina gore Brevundimonas
. ) Gr -/Vibriobasil Sporsuz + + d - d d - - -
vesicularis
31 461/ IK4 Gr -/Vibriobasil | Sporsuz + + + R.V. - + - - -

d= %11-89 pozitif; R.V.= Reaksiyon vermedi; A.D.= Arjinin dekarboksilaz

123!
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Bizim yaptigimiz biyokimyasal testler ile karsilagtirildiginda 31 no’ lu izolatin
Acinetobacter sp.’den ¢ok Brevundimonas diminuta / vesicularis ikilisinin
sonuclarina benzedigi goriilmektedir. Ancak bu ikiliden i¢inden glukoz ve ksiloz (+)
olusu nedeniyle Brevundimonas vesicularis’ ¢ benzetilmistir. BLASTN sonucu elde
edilen Acinetobacter sp. ihtimalinden uzaklagilmasinin en biiyiik nedeni 31 no’ lu

izolatin oksidaz (+) olusudur. Ciinkii Acinetobacter sp. tiirleri oksidaz (-) tirler.

Cizelge 4.1° de goriilecegi gibi 42 no’ lu izolat, Vitek 2 sistemi ile tanimlama
sonucu % 91 benzerlik orami ile Brucella melitensis olarak tanimlanmistir. Bu
izolatin BLASTN sonucu incelendiginde ayni1 benzerlik orani (%99) ile kiiltiire
edilemeyen Acinetobacter sp. klonu MRT-87 ve Acinetobacter sp. MN33’ e

benzetilmistir.

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology kitabina gore, Brucella
melitensis Gram negatif, kok-kokobasil formunda, mikroskopta kisa zincirli ya da tek
tek konumlanmis olarak goriiliirler (Claus ve Berkeley., 1994). Bu ve benzeri
ozellikleri ve yapilan biyokimyasal test sonuglarini i¢eren bir ¢izelge olusturulmustur

(Cizelge 4.7).



Cizelge 4.7. Brucella melitensis izolatina ait biyokimyasal test sonuglari ile Brucella melitensis’ in biyokimyasal 6zelliklerinin Bergey’s Manual

of Determinative Bacteriology referans kitabindan karsilastirilmasi.

; . Gram Boyama / Gluko.zdan .
Izolat No 1zolatin Ad1 Hiicre Sekli Spor asit Jelatin
Boyama | Katalaz | Oksidaz olusumu Hareketlilik | Kullanim Ksiloz MR | VP
Bergey’s
Manual (1994) | Brucella melitensis | Gram -/kokobasil | sporsuz + d + - - - - -
kitabina gore
42 A4l /K-2 Gram -/kokobasil sposuz + - - - - - - -

d= %11-89 pozitif, A.D.= Arjinin dekarboksilaz

oSl
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Cizelge 4.7 incelendiginde 42 no’ lu izolatin Brucella melitensis’ e jelatin
kullanimi (-), MR (-), VP (-), Ksiloz (-), hareketlilik (-) olusu ile biiylik Olciide
benzedigi goriilmektedir. Tiir seviyesinde tanimlama seviyesinde bu izolatimiz igin

de Vitek2 daha basarili bulunmustur.

Bu doktora tez ¢aligsmasi kapsaminda tanimlanan son izolat 34 no’ lu izolattir.
Bu izolat Vitek 2 sistemi ile tanimlanamamis izolatlarimiz arasinda yer almaktadir.
BLASTN sonucu ise bu izolatimiz %98 esit benzerlik orani, Staphylococcus pasteuri
strain EIV-2 ve Staphylococcus sp. DJ11’ye benzetilmistir. Bu bakteri ilk defa 1993
yilinda Chesneau ve arkadaslar1 (1993) tarafindan tanimlanmistir. Bu nedenle
elimizde bulunan Bergey's Manual Systematic Bacteriology (Claus ve Berkeley,
1984) ve Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Claus ve Berkeley.,1994)
referans kitaplarinda yer almamaktadir. Bu referanslarda Staphylococccus sp.” ye ait
genel Ozellikler incelendiginde bu cinsin Gram pozitif, kok formunda, sporsuz,
hareketsiz, fakiiltatif anaerop ve katalaz (+), oksidaz (d= %11-89 +), % 10 tuzlulukta
bliylime 6zelligi olan bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Claus ve Berkeley 1994).
34 no’ lu bu izolatimiz tiim bu &zellikleri iizerinde toplamakla birlikte BLASTN ile
tanimlama ile benzetildigi Staphylococcus pasteuri’ye ait ayirt edici biyokimyasal
testlere ulasilmasi gerekliligi olusmustur. Yapilan literatiir aragtimasi ile Chesneau ve
arkadaglarinin (1993) c¢alismalarina ulasilmis ve bu yeni tiirii tanimlama kriterleri

temel alinarak bir ¢izelge olusturulmustur (Cizelge 4.8).



Cizelge 4.8. 193 / IK2-2 izolatina ait biyokimyasal test sonuglari ile Staphylococcus pasteuri’ nin biyokimyasal 6zelliklerinin Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology ve Chesneau ve ark. (1993)’ e gore tanimlanmasi.

Gram Nitrati % 10
izolat No izolatin Adx boyama / nitrite tuzlulukta
Hiicre sekli | Spor boyama | Katalaz Oksidaz indirgeme Hareketlilik biiyiime FA/A A.D.
](BIegrggg/’ ZI;/garr;ual Staphylococcus sp. Grg::l: / Sporsuz + d + - + FA d, z,b.
34 Gram + /
193 /IK2-1 Kok Sporsuz + - + - + FA b

d= %11-89 pozitif; A.D.= Arjinin dekarboksilaz; +*=zayif iireme; +y= yogun iireme; b=belirlenemedi

Cizelge 4.8’ in devamu

izolat No izolatin Ad Pigment Jelatin Kazein
olusumu kullammm | Hidrolizi [ A.D. FA /A Trehaloz | Mannoz Laktoz Mannitol V.P.

Chesneau ve ark. BM 9357 + + - + + + - + + +
(1993)’ e gore BM 9359 + + + + + + - - + +
BM 9363 + - + - + + - + - -

Staphylococcus BM 10507 - + - - + + - + + +
pasterui suslart BM 10425 - + + + + + - +* + +
BM 10426 - + + + + + - - + +

BM 10427 - + + + + + - +* + +

34 193 /IK2-1 - - - b + + T N N :

A.D.= Arjinin dekarboksilaz, b=belirlenemedi; FA / A= Fakiiltatif anaerop /Aerop; V.P.=Voges-Preskauer

8S1
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Cizelge 4.8 incelendiginde 34 no’ lu izolatin S. pasteuri’ nin farkli suslarina
benzemekle birlikte farkli bir alt tlir olma olasiliginin yiiksek oldugu goriilmektedir.
BLASTN tarafindan %98 benzerlik orani ile benzetildigi Staphylococcus pasteuri
strain EIV-2’ ye ait ayirt edici biyokimyasal testlere herhangi bir sekilde
yayinlanmadigi i¢in ulasilamamuistir. Sadece Rhee ve arkadaslar1 tarafindan bitki kok
hiicrelerinden endofitik bir bakteri olarak izola edildigi ve 08.0cak.2009° ta NCBI’ a
dizi giriginin yapildig1 bilgisine ulagilmigtir. Bu bakteri soyu ile ilgili heniiz
yayinlanmig bir veri bulunmamaktadir.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=Retrieve&db=nucleotide&dopt=Gen
Bank&RID=1SBRGFTHO013&log%24=nucltop&blast rank=1&list uids=22301687
4).

4.2. Antibiyotik ile Agir Metal Direncliligi Arasindaki
Etkilesim

[zmit Kérfezi’ nden izole edilen 1 izolat (Sphingomonas paucimobilis) harig
diger izolatlarin tamaminin en az 2 agir metale ve antibiyotige direncli olmasi ¢oklu
agir metal ve antibiyotik direngliligi arasindaki etkilesime isaret etmektedir (Cizelge

4.9).



160

Cizelge 4.9. Marmara Denizi, Izmit Koérfezi ve Karadeniz izolatlarinda ¢oklu agir
metal ve antibiyotik direngliliginin karsilagtirllmas1 (M=Marmara Denizi,

K=Karadeniz, IK= izmit Korfezi).

Agir Izolat Sayis1

Metaller Antibiyotikler Vi T < Toplam

1 - - - -
2 - - - -
1 3 - 1 - 1
4 - - -
5 - - - -
1 - - - -

2 2 8 1 11
2 3 1 1 - 2
4 - - - -
5 - 1 - 1
1 - - - -
2 3 4 1 8
3 3 2 2 3 7
4 - 1 2 3
5 - - - -
1 - - - -

2 3 5 2 10
4 3 - 4 1 5
4 - 1 2 3
5 - - 1 1

Toplam 11 28 13 52"

"53 izolattan 1 i (izmit Korfezi’ nden izole edilen Sphingomonas paucimobilis) tim agir metallere
kars1 hassas oldugu i¢in bu ¢izelgede yer almamustir.

Agir metal direngliligine sahip Izmit Korfezi ve Karadeniz izolatlar1 5
antibiyotige (spektinomisin, ampisilin, trimentoprim-sulfamethoksazol, streptomisin
ve kloramfenikol) kadar direng gosterirken, agir metal direngliligine sahip Marmara
Denizi izolatlar1 ampisilin, kloramfenikol ve spektinomisin adli 3 antibiyotige
(Acinetobacter ~ baumannii  6rneginde oldugu gibi) veya trimentoprim-
sulfamethoksazol (Bacillus cereus / B. thuringiensis) dayamklihik gdstermistir. Ornek
toplama istasyonlarina bakilmaksizin test edilen tiim agir metaller ile en az 2
antibiyotige (ampisilin ve kloramfenikol) direnglilik, agir metal direngliligi gosteren

izolatlarin cogunda gozlenmistir.
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4.3. Hiicre Dis1 Enzim Uretimi ile Agir Metal ve Antibiyotik
Direncliligi Arasindaki Etkilesim

Hiicre dis1 enzim iireticisi izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu Gram pozitif Bacillus
cinsine aittir. Coklu agir metal ve antibiyotik direncliligine sahip bu cinsin test edilen
enzimler icinde en az 5 tanesinin (katalaz, nitrat rediiktaz, jelatinaz, amilaz ve
proteaz %47,3 oraninda) iireticisi oldugu goriilmektedir. I¢lerinden 5 izolat seliilaz
lireticisi iken tamami hem amilaz ve hem de proteaz iireticisidirler. Ustelik Izmit
Korfezi’ nden izole edilen B. cereus / B. thuringiensis izolatlarindan 1 tanesinin (257
/ 1K3-1 adl izolat) test edilen tiim enzimleri iirettigi goriilmektedir. Ek olarak, Vitek
2 Kompakt otomatik tanimlama sistemi tarafindan tanimlanamamis Gram pozitif
Ozellikte ve en az 5 enzimin ireticisi izolatlarin ¢ogunda, ¢oklu agir metal ve
antibiyotik direngliligi bulunmaktadir. Gram negatif izolatlar arasinda Acinetobacter
sp. cinsini temsil eden grup doktora c¢aligmasi kapsaminda Ornekleme
istasyonlarindan ¢ok sayida izole edilmis, se¢ilmis izolatlar i¢inde en baskin cinsi
olusturmustur. Izmit Kérfezi ve Marmara Denizi ¢oklu agir metal ve antibiyotik
dayanikliligma sahip izolatlar1 en az 2 enzim (katalaz ve nitrat rediiktaz %61,9
oraninda) fretebilen bu cinse aittirler. Bununla beraber, ¢oklu agir metal ve
antibiyotik diren¢li Karadeniz izolatlariin iginde bu genusa ait olanlarin ise 5
enzimin {reticisi oldugu goriilmektedir. Cogu endiistiiriyel 6neme sahip bu enzimler
arasinda Acinetobacter cinsine ait izolatlarin 6 tanesi proteaz, ve 1 tanesi de amilaz
tireticisidir. Bu genusa ait izolatlarin higbiri seliilaz enzimi iireticisi degildir (Cizelge

4.10).



Cizelge 4.10. Se¢ilmis 53 izolatin hiicre dig1 enzim iiretimi, antibiyotik ve ¢oklu agir metal direncliligi arasindaki etkilesim.

i Antibiyotik Agir Metal . . Hiicre Dis1 Enzim Varligi
Izolatin Direngliligi Direngliligi Vitek 2 Kompakt ile Gram Nitrat
Adi (toplam 8 adet)  (toplam 5 adet) Tanimlanma Adi boyama  Katalaz  Oksidaz roditbtay  Jelatinaz Amilaz  Proteaz Seliilaz

42 /IK1-1 2 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
42 /iK1-2 2 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
42 /1K1-3 2 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
43 1K1 2 3 Tanimlanamadi + + - + + + + -
45 iK1 2 4 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
46 IK1 2 4 Tanimlanamadi - + - + - - - -
65 IK1 3 1 Sphingomonas paucimobilis - + + + B.* - - N
96 IK2 1 0 Sphingomonas paucimobilis - + - + + + + -
171 IK2 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
181 IK2 3 4 Tanimlanamadi + + - + + + + -
189 iK2 2 4 Tanimlanamadi + + - + + + + -
193 / IK2-1 4 3 Tanimlanamadi + + - + B.* - - -
193 / IK2-2 2 4 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
2351K3 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
237 1K3 3 3 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + + + + + + -
257/ 1K3-1 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + + + + + + +
257 /IK3-2 3 3 Tanimlanamadi - + - + - - - -
301 /1K3-1 2 2 Acinetobacter baumannii + + - + + + + -
301 /1K3-2 2 2 Brevibacillus laterosporus + + - + + + + -
318 IK3 3 4 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + +
332 IK3 4 4 Tanimlanamadi + + - + + + + +
406 / iK4-1 3 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
*B.=Belirlenemedi Devami arka sayfada

a1



Cizelge 4.10° un devami

Antibiyotik Agir Metal Hiicre Dig1 Enzim Varligi
Izolatin Direngliligi Direncliligi Vitek 2 Kompakt ile Gram Nitrat
Adi (toplam 8 adet)  (toplam 5 adet) Tanimlanma Adi boyama  Katalaz  Oksidaz rediiktaz ~ Jelatinaz ~ Amilaz  Proteaz Seliilaz

406 / IK4-2 3 4 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
406 / IK4-3 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
421 IK4 5 2 Tanimlanamadi - + + + - - - -
429 iK4 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + +
447 IK4 2 2 Tanimlanamadi + + - + + + + -
461 IK4 3 4 Brevundimonas - + + + - - - -
475 / iIK4-1 2 4 Tanimlanamadi + + - + + + + +
A27/K-1 2 4 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + +
A31/K-1 4 4 Acinetobacter baumannii - + - + + + + -
A36K 5 4 Acinetobacter baumannii - + - + + - + -
A37K 3 4 Acinetobacter haemolyticus - + - + + - + -
A41/K-2 2 2 Brucella melitensis - + - + B. - + -
A73/K-2 4 4 Acinetobacter baumannii - + - + + - + -
A73/K-3 4 3 Acinetobacter haemolyticus - + - + + - + -
A77/K-1 2 4 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + +
A78/K-1 3 3 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + +
A78/K-2 4 3 Acinetobacter baumannii - + - + + - + -
A79K 3 3 Acinetobacter baumannii - + - + + - - -
A80/K-1 3 3 Tanimlanamadi + + - + + + + +
A80/K-2 2 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
A106 / M-1 2 4 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
*B.=Belirlenemedi Devami arka sayfada

€91



Cizelge 4.10° un devami

Antibiyotik Agir Metal Hiicre Dis1 Enzim Varligy
Izolatin Direngliligi Direngliligi Vitek 2 Kompakt ile Gram Nitrat
Adi (toplam 8 adet)  (toplam 5 adet) Tanimlanma Adi boyama  Katalaz = Oksidaz redilktaz  Jelatinaz =~ Amilaz  Proteaz Seliilaz
Al115/M-1 2 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
All15/M-2 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + + + + + + -
Al118/M-1 2 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
Al118/M-2 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
Al25M 3 3 Acinetobacter baumannii - + + + - - - -
Al139M 3 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
Al54 M 2 4 Acinetobacter haemolyticus - + - + - - - -
A155/M-1 2 4 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
Al155/M-2 3 3 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
Al56 M 3 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -

124!
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Bu asamaya kadar secilmis 53 izolat i¢in irdelenen coklu agir metal ve
antibiyotik direngliligi, ¢esitli hiicre dis1 enzimlerin iireticisi olma gibi 6zelliklerin
arasinda herhangi bir etkilesimin olup olmadigina iliskin elde edilen sonuglar daha
once yapilmis, bu ve benzeri ¢alismalar ile karsilastirilmis ve asagidaki sonuglara

varilmstir.

Toksik bilesenlerin varliginda mikroorganizmalar, se¢cime zorlanir ve sahip
olduklar1 direng gelistirme yetenegine bagli olarak hayatta kalabilirler (Hideomi ve
ark., 1997; Mudryk, 2002; Mudryk 2005). Bu bakimdan Izmit Kérfezi, Marmara
Denizi ve Karadeniz’ den elde edilen izolatlar, érnekleme bolgelerinde var olan
sartlara diren¢ kazanmislar ya da kazanmak zorunda kalmislardir. Vitek 2 Otomatik
tanimlama sistemine gore tanimlanan izolatlarin biiylik ¢ogunlugunun Acinetobacter
sp. (%50), ve Bacillus sp. (%38)’ ye ait oldugu goriilmektedir. Calismamiz
kapsaminda elde edilen sonuglar Galler Bolgesindeki kirletilmig Taff Nehri” nden
(Rochelle ve ark., 1988) ve Tel Aviv sahillerinde yapilan ¢alismalardan (Reisfeld ve
ark., 1972) elde edilen sonuglar ile benzerdir. Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda da
Ozellikle metal bulasi olan cevrelerde Bacillus sp.’ lerin varligi (Hassan ve ark.,
1996; Olukaya ve ark., 1997; Narita ve ark., 2003; Kamala-Kannan and Jea Lee,
2008) ve muhtemelen baskin oldugu (Kamala-Kannan and Jea Lee, 2008) rapor

edilmistir.

Beraber goriilen metal ve antibiyotik direncliligi, temel biyolojik bilesen (bio-
esansiyel) olmalar1 nedeniyle veya metal ve/veya antibiyotiklerin yanlis kullanimi
nedeniyle bakterilerin kazanmis oldugu en yaygin 6zelliklerdendir (DeSouza ve ark.,
2006). Test edilen agir metaller arasinda, Pb™> ve Cd"? iz miktarda olsa bile biyolojik
sistemler icin zehirli (toksik) ve gerekli degilken, Cu™, Cr™ ve Mn™> gerekli
(esansiyel) metaldirler (Tiirkmen ve ark., 2005). Mevcut calismada 6rnek toplama
bolgelerine bakilmaksizin Cu™*>Cd*™>Cr™’ iin goreceli olarak yiiksek miktarlarina
direncli izolatlar gozlenmistir. Sonuglar, bu agir metallerin 6rnek toplama
bolgelerinde oldukca yogun bir sekilde birikmis oldugunu gdstermektedir. Cd™ ve
Pb* boya endiistiirisinde belirte¢ (markers) olarak bilinirken (Aksu ve ark., 1998;
Lin ve ark., 2002), Cr™ ve Cu™ nin metal sanayiinde izleyici (tracers) ve belirteg

olarak kullanildig1 bildirilmektedir (Jervis ve ark.,1993; Gallego ve ark., 2002; Loska
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ve ark., 2004). Boya, petrol, plastik endiistiirisinde ve bocek oldiiriiciilerde kullanilan
farkli ve cesitli ¢oziiciilerin depolandig1 tanklar, dzellikle izmit Koérfezi civarinda
konumlanmistir (Pekey ve ark., 2004) ve bu bolge kdmiir yakith demir ve gelik
endiistiirisinden etkilenmektedir (Pekey 2006 a,b). Bu baglamda tez calismasi
kapsaminda elde edilen agir metal dayaniklilig1 olan izolatlardan elde edilen sonuglar
ile izmit Korfezi’ nde daha énce yapilng baliklar veya sediment iizerinde yapilan
calismalarda (Tolun ve ark.; 2001, Pekey ve ark., 2004; Pekey 2006a,b) elde edilen

sonuclar ile iliskilendirilebilir.

Ornek toplama istasyonlarina bakilmaksizin tiim izolatlar incelendiginde, en
yiiksek antibiyotik direngliligi yiizdesi kloramfenikol (%52,8) ve ampisilin (%50,9)
icin bulunmustur. Kloramfenikol kullanimi ¢ok ciddi yan etkilere (aplastik anemi
vbg) sahip olmasina ragmen diislik maliyeti nedeniyle 6zellikle gelismekte olan veya
az gelismis lilkelerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Penisilin grubu antibiyotiklere
ait bir ilag olan ampisilin, bakteriye bagh infeksiyonlarda yaygin olarak kullanilan
aynt zamanda yogun tiiketilen bir antibiyotiktir ve bu antibiyotige yiiksek direng
baska caligmalarda (Zemelman ve ark., 1980, De Souza ve ark., 2006) da rapor
edilmistir. Izolatlarimizda antibiyotiklere kars1 géreceli olarak yiiksek direncliligin
varligi, tilkemiz hastanelerinde bu antibiyotigin ¢ok yaygin olarak kullanilmasindan
kaynaklanmaktadir (Matyar ve ark., 2004) ve bunlarin atiklar1 sehir kanalizasyon
sistemi ile denize akitilmaktadir. Ustelik bu varsaymmla iliskili olarak, mevcut
calisma, baskin olarak izole edilen Acinefobacter sp.” nin yaygin antibiyotik
kullanimina kars1 gosterdigi direnglilige ve 6zellikle hastane ortamlarinda antibiyotik
direnglilik genlerinin kaynagi olabilmesine dair yetenegine dikkat ¢eken literatiirde

yapilmis calismalar bulunmaktadir (Towner ve ark., 1991).

Son zamanlarda yaymlanmis bir ¢ok c¢alismada (Alonso ve ark., 2001,
Summers 2002), dogal g¢evrede metal kirliliginin olmasinin, antibiyotik
direncliliginde degismeye ve bu degisimin devamliligi lizerinde bir role sahip
olabilecegini ifade edilmektedir. Mevcut calismada izolatlarin %25,4’ iinde Cd"™ ve
Cu™ a Karst ¢ok yogun direnglilik gézlenmistir. Ek olarak; metal-antibiyotik ¢ifte
direncliliginin  goriilme sikligi, test edilen diger antibiyotikler (siras1 ile

spektinomisin, trimentoprim-sulfamethoksazol ve streptomisin) i¢in goéreceli olarak
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oldukca diisiikk (%16,7, %16,7, %8,3) iken, bu iki metal ve kloramfenikol ve

ampisilin antibiyotikleri arasinda %100 olarak hesaplanmuistir.

Muhtemelen agir metal ve / veya antibiyotik direngliligine iliskin plazmid ve /
veya transpozonlar1 kodlayan genlerin varliginin sagladig1 avantajlar (De Souza ve
ark., 2006) sayesinde, bu calisma i¢in secilen izolatlarda, hem agir metallere, hem de
antibiyotiklere veya her ikisine birden direngliligin bulundugu goézlenmistir. Mevcut
calismada en yogun izole edilen tiir olan Acinetobacter sp.” nin agir metal ve
antibiyotik direngliligine iliskin kendinde dogal olarak bulunan plazmitlerin varligina
dikkat ¢ceken (Towner ve ark., 1991) calismalar vardir. Ek olarak, bir izolat harig
kloramfenikole direngli izolatlarin biiylik bir g¢ogunlugunun, ampisiline de
dayaniklilik gostermesi, (tipki ampisilin, kloramfenikol, co-trimethoksazol ve
tetrasiklin direncliligine ait genetik kodlar1 bir arada tagiyan ACCoT plazmiti gibi),
kloramfenikol ve ampisiline direncli genlerin de bir plazmit iizerinde
taginabilecegine isaret etmektedir. Coklu antibiyotik ve agir metal direncliligine dair
benzer sonuglar sadece Iskenderun Korfezi’ nde (Matyar ve ark., 2008) degil aym
zamanda Providence Nehri ve Narragansett Korfezi (Traxler and Wood, 1981) ve

Antartika Denizi’ nde de (De Souza ve ark., 2006) rapor edilmistir.

Biiytimenin durdurulmasi (inhibisyon), bir mikroorganizmaya kimyasal veya
antibiyotigin zehirleyici etkisinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir ve
mevcut ¢alismada Izmit Korfezi, Marmara Denizi ve Karadeniz’ den elde edilen
izolatlarin metal ve antibiyotiklere dayanikliligmin ortaya c¢ikarilmasinda
kullanilmigtir. Bununla beraber oksijen tiiketimi (Slabbert ve Grabow, 1986), ATP
seviyesi (Parker ve Pribly, 1984) veya enzim aktivitesi (Dutka ve Bitton, 1986) gibi
diger ozellikler bir mikroorganizmaya bir ajanin zehirli etkisinin de olabilecegine
isaret edebilmektedir. Bu son yaklasimlar, mevcut ¢calismada kullanilmais, izolatlarin
sadece enzim {ireticisi olup olmadigi degil, ayn1 zamanda eger varsa enzim iiretici
olma &zeligi ile agir metal ve/veya antibiyotik direngliligi arasinda bir baglantinin
varhig1 arastirllmistir. Bu calisma direngli izolatlarin enzim profilleri arasinda bir
cesitlilik oldugunu gostermistir. Ozellikle Marmara Denizi ve Izmit Kérfezi’ nden
elde edilen Acinetobacter sp. izolatlari, diger ¢oklu direng gdsteren izolatlar ile

karsilagtirildiginda enzim {iretecisi olma 6zelligi daha diisiiktiir. Bununla birlikte,
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mevcut ¢alismada iki izolatin disinda (96 / IK2 ve 65 /IK1) izolatlarin tamami en az
2 veya daha fazla agir metal ve antibiyotige direng gostermistir. Ancak ¢oklu direng
gosteren izolatlar ile yalnmiz bir antibiyotik veya agir metale direng gosteren
izolatlarin enzim ireticisi olma yoOniinden karsilastirilmalari miimkiin degildir.
Ancak ¢oklu enzim iireticisi izolatlarin i¢inde en az 5 enzimin hepsinin {ireticisi

olmalar1 dikkate deger bir sonug olarak degerlendirilmistir.

4.4. Tammlanan lizolatlarin Cesitli Ozellikleri ve Yeni

Arastirma Konulari i¢in Sahip Olduklar1 Potansiyel

Elde edilen ve tamimlanan bakterilerin Ornekleme istasyonlar1 ve
derinliklerine gore yapilmig dagilimi incelendiginde (Cizelge 3.9) A. baumanii’ nin
10-100 m arasinda her derinlikte bulunabildigi, B. cereus / B. thuringiensis’ in 10-40
m arasinda s1§ ve orta sularda, A.haemolyticus, S.paucimobilis, B. melitensis, B.
diminuta / B. vesicularis, B. laterosporus ve Vitek 2 Kompakt ile tanimlanamayan
bakterilerin ise 20-45 m arasinda orta derinlikteki sularda bulundugu goézlenmistir.
Bu da ¢alisma alanm1 kapsaminda orta derinliklerdeki sularda bakterilerin yogun bir
sekilde bulundugunun bir gostergesidir. Ayrica 100 m derinlikte dahi bakteri
izolasyonu yapilmis olmasi ise basinca ve laboratuvar kosullarina dayaniklilig: ile
genis bir yasam yelpazesine sahip tiirlerin varligina isaret etmesi bakimindan

Onemlidir.

Bu acidan tek tek izolatlara dair literatiir incelendiginde, Acinetobacter
baumannii bakterisi ¢oklu ila¢ dayanikliligina sahip insanda dahil pek ¢ok canlida
Oldiirticii olan bir patojendir (Nitzan ve Ashkenazi, 2001). Buna ek olarak lipolitik
Acinetobacter sp. iwrklarimin var oldugu ve gesitli kaynaklardan izole edildigi
bildirilmistir (Snellman ve ark., 2004). Son 10 yil i¢inde yapilan caligmalarda
polisilik aromatik hidrokarbon (PAH)’lar1 parcalayabilen, 6zellikle kiiclik molekiil
agirh@ina sahip naftalen ve fenanteren bilesenlere c¢eviren bakteri cinsleri
kesfedilmistir. Bu bakteri cinsleri arasinda Acinetobacter sp., Bacillu sp. ve

Sphingomonas sp.’ler vardir (Zhang ve ark., 2004). Ayrica Penaeus stylirostris
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karidesinde hemolenf sivisinda sadece Acinetobacter sp. tiirlerine rastlanildig: ifade
edilmektedir (Buller, 2004). Bununla birlikte denizden elde edilmis Acinetobacter
baumannii tirleri ile yapilmis bu anlamda herhangi bir biyoteknolojik calismay1
iceren yayma rastlanmamustir. Marmara denizden izole ettigimiz Acinetobacter
baumannii tirleri, yasadig1 dogal ortam geregi farkli tuz, 1s1 ve pH sartlarina da
dayanikli olmalidir. Marmara denizinde 100 metreden alinan 6rnegimizden bile izole
edilebilmesi tiim yukaridaki ozelliklere ek olarak yiiksek bir basing dayaniklilig
olmast gerektigini diisiindiirmektedir. Elbette tiim bu 0Ozellikleri gerekli
biyoteknolojik uygulamalar1 takiben, basta Istanbul Bogazi olmak iizere farkli
denizlerde 6zellikle polisiklik aromatik hidrokarbon bilesiklerinin ve/veya kirliliginin

temizlenmesi i¢in dogal bir kaynak olarak kullanilabilir.

Bacillus thuringiensis (Bt), bugiline degin toprak, cesitli sivrisinek larvasi
yataklarindan, Diptera, Koleoptera, Hemiptera gibi pek c¢ok bocek cinsinden,
stoklanmus tirlinlerden ve ¢esitli yiyeceklerden izole edildigi bildirilmistir (Charles ve
ark., 2000). Biyoteknolojik olarak Onemi, sporulasyon sirasinda liretilen protein
yapili 9-endotoxinlerin insektisidal etkiye sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
toksinleri kodlayan genler B#’ nin sahip oldugu plazmidler iizerinde kodlandigi
bildirilmektedir (Knowles, 1994). Bu toksinlere kristal (Cry) sitolitik (Cyt) toksinler
de denmektedir. Bu endotoksinler, Lepidoptera, Diptera, Coleoptera takimina ait
tiirler tizerinde 6zgiil bir etkiye sahiptir (Broderick ve ark., 2006). Bu nedenle genetik
mithendisliginde cry genlerini igeren ve kanatlilara dayanikli misir, patates, soya
fasiilyesi tiirlerinin gelistirilmesi, biyolojik insektisitlerin yapimi c¢alismalari
onemlidir ve bu c¢alismalar1 igeren yayinlara sik¢a rastlandigi rapor edilmistir
(Charles ve ark., 2000). Bununla birlikte diinya literatiiriinde denizden elde edilmis
Bacillus thuringiensis tirleri ile yapilmis bu anlamda herhangi bir biyoteknolojik
calismay1 iceren yayina rastlanmamistir. Dogada ¢ok sik bulunan bu bakterinin
denizel sartlardan elde edilmesi sasirtict bulunmamistir. Burada ilging olan topraktan
kolaylikla elde edilen Bacillus thuringiensis tiirlerine gore elbette denizden izole
edilen tiirlerin, yasadigi dogal ortam geregi basta tuz direnci olmasina ek olarak

farkli 1s1, basing ve pH sartlarina da dayanikli olmasiin beklenmesidir.
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Sphingomonas paucimobilis’ in nozokomiyal hastane enfeksiyonu etkeni
oldugu ve seftazidim ve amikasine direncli oldugu ve tedavisi gii¢ bir patojen oldugu
bilinmektedir (Yalgin, 2000). Dogal habitatlar1 bilinmemekle beraber (Reinhardt ve
ark., 1979) sulardan izole edildiklerine de isaret edilmektedir (Smalley 1982). Neden
oldugu hastane enfeksiyonlar1 arasinda bacaklarda olusan {lserler de
gosterilmektedir (Peel ve ark., 1979; Slotnick ve ark., 1979; Southern ve ark., 1981).
Smalley (1982), bu bakteriyi sahip oldugu enzim profili nedeniyle firsat¢i bir patojen
olarak tanimlamaktadir. Ayrica Sphingomonas paucimobilis’ in mukoid varyantlari
tarafindan iiretilen bir ekzopolisakkarit olan ve ticari olarak Gellan sakizi olarak
adlandirilan bir madde iiretir (Sa- Correia ve ark.,, 2002). Gellan sakizinin
mikrobiyolojik besiyerlerinin katilastirllmasinda agara es deger bir Ozellik
gosterdigine (Shungu ve ark., 1983) ve vyiksek biiyiime sicaklifina sahip
hipertermofilik bakteriler i¢in, normal agarin yliksek sicaklikta yumusamasi
nedeniyle alternatif bir besiyeri katilastiricist olduguna dair ¢alismalar vardir (Lin ve
Casida, 1984). Bunlara ek olarak DNA izolasyonu ve elektrofez i¢in hazirlanan
agaroz (Cole, 1999) ve patojenlerin PCR temelli tayini i¢in kullanilan tastyict agar
icin de uygun bir bilesen oldugu bildirilmektedir (Rath ve Schmidt, 2001).
Ulkemizde kendi denizel kaynaklarimizdan elde ettigimiz ve/veya edebilecegimiz bu
bakteri susunu, benzer sekilde agara alternatif katilastirici olarak kullanmak miimkiin

olabilir.

Pek ¢ok Brucella sp. iiyesi evcil ve vahsi hayvanlarda ciddi sonuglar doguran
zoonotik enfeksiyonlara yol agmaktadir (Whatmore ve ark., 2006). Sise burunlu
yunuslarda (Tursiops truncatus) yapilan bir arastirmada diisiiklere yol acan Gram
negatif, kokobasil formunda bir bakteri izole edilmistir. Koloni morfolojisine
bakildiginda tipik bir Brucella sp. 6zelligi gosteren bu bakteri 37°C’ta 72 saatte iyi
gelisen koloni Brucella sp olarak tanimlanmis fakat bilinen tiirlerinden farkli
Ozellikleri oldugu gosterilmistir. Bunun yeni bir alttiir yada serovar oldugu
distintilmistir (Ewalt ve ark., 1994). Giinlimiizde ¢esitli deniz memelilerinden izole
edilen Gram negatif bakteri izolatlar1 Brucella sp. olarak tanimlanmaktadir (Bricker
ve ark., 2000). Bunlarin hizla tanimlanmasi i¢in molekiiler alt tipleme yapilmasi ve

molekiiler tanimlama yontemlerinin ortaya konmasi énemlidir (Whatmore ve ark.,
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2006). Farkli ¢aligmalarda, kiicik Gram negatif kokobasiller foklardan, domuz
baliklarindan, su samurlarina kadar pek ¢ok canlida (Jahans ve ark., 1997), Minke
balinasinin dalak ve karacigerinde (Clavareau ve ark., 1998) Brucella sp. olarak
tanimlanmislardir. iskogya sularindaki memelilerden elde edilen izolatlar da Brucella
sp. olarak rapor edilmistir (Foster ve ark., 2002). Ayrica geleneksel bir Brucella sp.
tirii 1995°te Kanada - Pangnirtung yakinlarindan toplanan halkali foklarin (Phoca
hispida) lenf nodiillerinden izole edilmistir. 1996 yillinda Kanada-Magdelan adasi
yakinlarindan toplanan bir kutup fokundan (Phoca groenlandica) da 5 Brucella sp.
tiirli izole edilmis ve bilinen tiirlerden farkli bulunmustur. Bu biyovarlarin Kanada
sularinda ilk kez tespit edildigi bildirilmistir (Forbes ve ark., 2000). Bunlar CO,
ihtiyaclari, metabolik galaktoz ihtiyaglari, baskin antijenleri bakimindan ve
geleneksel yontemlerle tanimlanmis, daha sonra PCR uygulamalari ile yeni bir alt tiir
oldugu gosterilmistir (Clavareau ve ark., 1998). Diger ¢aligmalarda ise, ayni
izolasyon kaynaklarindan elde edilen Brucella sp tiirlerini birbirinden ayirmak i¢in
DNA polimorfizim yontemi (Cloeckaert ve ark., 2001), 16S rRNA gen analizi ile
homolog dizilere sahip Brucella abortus, B. melitensis, B. canis, ve B. suis.IS711
tiirlerini birbirinden ayirmak i¢cin DNA parmak izi yontemi kullanilmis ve deniz
memelilerinden 23 izolat elde edilmistir (Bricker ve ark., 2000). Bizim ¢alismamizda
elde edilen izolatin daha 6nce denizlerimizden izole edildigine dair bir yayimna heniiz

rastlanmamustir. Bu elde edilen B. melitensis’in yeni bir alttiirii olma olasilig1 vardir.

Akdeniz’ de yapilan bir ¢alismada ise, alt1 tane Gram negatif, ¢ubuk sekilli,
sporsuz bakteri izole edilmistir. 16S rRNA gen analizi yapilan bu bakteri izolatlar
Brevundimonas cinsinden, Brevundimonas intermedia’ya (%99.4), Brevundimonas
vescularis’e (%99.2) benzerlik gostermistir. Bu calisma kapsaminda izole edilen
V4.BO0.10" kodlu tiir Brevundimonas mediterranea sp. olarak adlandirlmustir (Fritz
ve ark., 2005). Brevundimonas diminuta’nin enfeksiyonlara yol agmasi ve bu Gram
negatif bakterilere yapilan antibiyotik caligmalari ile ilgili Han ve Andrade (2005)
nin hazirladig1 raporda, Brevundimonas diminuta’nin gergekten florokuinolonlara
dayanikli oldugu ve bdylece se¢ilebilirliginin belirlendigi ifade edilmektedir (Han ve
Andrade, 2005). Buna ek olarak bu bakteri tiirii bifenile adapte olmus bakteri elde

etmek i¢in uygundur. Inkiibe edilmis toprak ve sediment drneklerine eklenmis bifenil
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kristalleri ile kirletilmis ve kirletilmemis orneklerde calisilmistir. Bu bakterinin
bifenil parcalayabilen bilinen 177 bakteriden biri oldugu calismalarla gosterilmistir
(Wagner-Dobler ve ark, 1998). Bizim ¢alismamizda elde edilen izolatin daha 6nce
denizlerimizden izole edildigine dair bir yayina heniiz rastlanmamistir. Bu baglamda
bizim izolatimizin yeni bir alttiir olma ihtimali yaninda yukaridaki nitelikler yoniinde

incelenmesi ayr1 bir calisma konusu olusturmaktadir.

Brevibacillus laterosporus bakterisinin ise aerobik, Gram pozitif, sporlu bir
bakteri formu oldugu, spora yapisik ya da bitisik kano-sekilli, tabakalar halinde
birikintiler (inkliizyonlar) iiretebildigi bildirilmektedir (Huang ve ark., 2005;
Krachkovskii ve ark., 2002). Huang ve arkadaglari (2005) tarafindan yapilan
arastirmada, Nematotlara kars1 Brevibacillus laterosporus’un G4 diye tanimlanan
izolatinin spora yakin (parasporal) kristal yapilarmin dikkat cekici bir toksik
aktivitesinin olmadigi, ancak 24 saatte Nematotlar lizerinde dldiiriicti etkisi oldugu
gosterilmistir. Homojenize edilmis hiicre dis1 proteaz, nematisidal aktivitesi igin
kromotografi ile saflastirilarak, hipotez dogrulanmistir. (Huang ve ark., 2005). Tian
ve arkadaglar1 (2007), arastirmalarinda Nematotlara kars1 mikrobiyal patojenlerde var
olan proteaz aktivitesi gibi, virulans faktorleri etkileyen enzimlerin kullanilmasini
onermislerdir. Nematotlara kars1 bu enfeksiyon etkisi, diizenlenen hiicre dis1 proteaz
aktivitesinin bir sonucu oldugunu fakat canli iizerinde etki mekanizmasinin
bilinmedigini ifade etmislerdir. Bu ¢alisma ile hiicre dis1 alkalen proteaz iireten BLG
4 Brevibacillus laterosprus bakteri geninde gerceklestirilen delesyonlar ile konuk¢u
(Nematodun kendisi) kiitikiilasindaki yikim ile nematosidal aktivite gosterilmistir
(Tian ve ark., 2007). Petrol arama alanlarinda (Cin’de) yapilan bir caligmada ise, yer
tabakalar1 arasindan aciga ¢ikan sudan elde edilen farkli ve aktif mikrobiyal topluluk
icinde kemoheterotropik bakteriler (hidrokarbon okside edebilenler dahil) ve
anaerobik fermentatif, sulfat- rediikte edenler ve metanojenik bakteriler izole
edilmistir. Laboratuvar kosullar1 altinda sicakligi, pH ve tuzlulugu tabakalar arasi su
ile ayn1 olan besiyerlerinde, izole edilen bakterilerin ¢ogunun ham petrolii ve genis
oranda hidrokarbonlari, yag asitlerini ve alkolleri kullanabildigi gosterilmistir.
Calisma kapsaminda, bu izolatlara ait 16S rRNA analizleri yapildiginda, bunlarin

Gram pozitif olanlarinin arasinda Bacillus sp, Brevibacillus sp.’ ler, Gram negatif
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olanlarinda ise Pseudomonas sp. ve Acinetobacter sp. cinsine ait bakteriler oldugu
goriilmiistiir. Bu c¢alisgma diger cinslerin yaninda Brevibacillus cinsi bakterilerin
ozelliklerine vurgu yapmasi bakimindan 6nemli olup, ¢alisma ile elde edilen bir
kisim izolatlar da yeni tamimlanmakta ve i¢lerinde yeni tiirler bulundugu
bildirilmektedir (Nazina ve ark., 2002). Brevibacillus sp.’ lere vurgu yapan baska bir
aragtirmada, Malezya musir plantasyonlar1 halosfer, rizosfer ve endofitlerinden fitaz
aktivitesini taramak tlizere 200 bakteri izole edilmis ve bunlarin 30 tanesinde fitaz
tiretimi tespit edilmistir. Bu grup icinde fitaz iireten 10 tanesi ilk kez bu ¢alismada
ortaya konmus ve elde edilen sonuclarin ¢evre ve ticari uygulamalar i¢in yeni bir
firsat olarak degerlendirildigi bildirilmistir. Bu 30 bakteriden ayrilan grup igerisinde
Brevibacillus laterosporus tirii bakteri de yer almaktadir (Hussin ve ark., 2007).
Bizim c¢alismamizda elde edilen bu izolatin da daha Once denizlerimizden izole
edildigine dair bir yayina heniiz rastlanmamaistir. Yukaridaki literatiirde ifade edildigi
gibi bu tiiriinde ¢esitli enzimler yoniinden ¢ok ciddi bir arastirma potansiyeline

sahiptir.

Yukaridaki literatiir 6zetinden de anlasilacagi gibi, arastirma kapsaminda elde
ettigimiz tiirler pek ¢ok aragtirma konusunu i¢lerinde barindirmaktadir. Namatosidal
etkiye sahip olmasi ile Brevibacillus laterosporus, PAH pargalama 6zellikleri ile yine
Brevibacillus sp.’ler, Acinetobacter sp. ve Bacillus sp.’ler, coklu antibiyotik
direncliligi gostermesi ile Acinebacter baumannii ve Brevundimonas dimunata,,
tirettigi o-endotoksinler ile ¢esitli kanatlilara kars1 6zgiin bir insektisidal etkiye sahip
olmasi ve bu toksinleri lireten genlerin aktariminin yapilarak bu zararlilara dogal
olarak direncli yeni bitki tiirlerinin gelistirilmesinde kullanilabilmesi nedeniyle
Bacillus thuringiensis, sahip oldugu patojenite ve izolasyon noktalarina gore
gosterdigi genetik cesitlilikte alt tiirlere sahip olmasi ile Brucella melitensis, sahip
oldugu biyodegradatif ve biyosentetik yetenekleri ile Spingomonas paucimobilis
onem arz etmektedir. Elde edilen izolatlarin tamamina yakin1 biyoteknoloji
arastirmalar i¢in kaynak olusturmasi onemlidir ve ¢ok sayida yeni arastirma icin
kaynak olusturmaktadirlar. Biyoteknoloji, ¢evre koruma, biyoinsektisit vbg pek cok

calisma alaninda 6zgiin ve yerel kaynak olarak kullanilmalar1 da miimkiindiir.
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4.5. Secilmis 53 1Izolatin Ornekleme istasyonlar1 ve
Derinliklerine Gore Agwr Metal ve  Antibiyotik

Direncliliklerinin Incelenmesi

Secilmis 53 izolatin i¢inde Marmara Denizi 100 m Orneklemesinden elde
edilen tek Ornek olan Acinetobacter baumannii (A106 M-1 no’ lu izolat) One
¢ikmaktadir. Bu izolatin hem elde edildigi derinlik ve hem de sahip oldugu ¢oklu
agir metal direncliligi (Mn™ disinda hepsine direncli) ve coklu antibiyotik
direncliligi (ampisilin ve kloramfenikole direng) ile ©zel bir izolat oldugu
diistiniilmektedir. Bu izolat 100 m gibi bir derinlikte kazanmis oldugu basinca

direngli yapisi ile dikkate deger bulunmustur.

Vitek 2 otomatik tanimlama sistemi ile tanimlanamamis 11 izolat
incelendiginde bu izolatlarm iginde 421 IK4 no’ lu izolatin (I¢ Kérfez 22 m
derinlikten izole edilmistir) klasik tanimlam yontemi ile tanimlanamadigi ancak
BLASTN ile Acinetobacter sp. cinsine dahil edildigi goriilmiistiir. Orta Korfezden
izole edilen 3 izolattan 2’ sinin (43/IK1, 301/iK3-1) BLASTN ile Bacillus sp.
cinsine, 1 izolatin (193/IK2-1) ise klasik yéntemle de tanimlanamazken BLASTN
ile Staphylococcus pasteuri olarak tanimlanmistir. Bu izolat yiliksek tuzlulukta (% 10
w/v) tiremesi ile 6ne ¢ikmakta ve sahip oldugu ¢oklu agir metal (Cu™, Cr™, Pb™) ve
antibiyotik direngliligi (spektinomisin, streptomisin, ampisilin, kloramfenikol) ile
dikkate deger bir aragtirma konusu olusturmaktadir. Dig Korfez’ den izole edilen 6
tanimlanamamis izolatin 1’ 1 diger yontemlerle Acinetobacter sp. olarak
tanimlanirken, diger 5 tanesi Bacillus sp. cinsine dahil edilmislerdir. Karadeniz 44 m
orneklemesinden izole edilen tek tanimlanamamis Ornek ise klasik yontem ve
BLASTN ile Acinetobacter sp. cinsine dahil edilmistir. Sonu¢ olarak, se¢ilmis
izolatlarin yogunlukla Acinetobacter sp. ve Bacillus sp. cinsine mensup olduklar1 ve

ornekleme bolgelerinde homojen bir dagilim gosterdikleri goriilmektedir.
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4.6. Genel Sonuclar ve Degerlendirme

Genel olarak bakildiginda tez calismasi kapsaminda. Vitek 2 otomatik
tanimlama sistemi ile 11 izolat hari¢ toplam 42 izolat tiir seviyesinde
tanimlanabilmistir. 16S rDNA dizilerinin BLASTN programu ile taranmasindan elde
edilen sonuclara gore ise, 11 izolatin tiir seviyesinde, 37 izolatin ise cins diizeyinde
tanimlandig1, diger 5 izolatin ise dizi yetersizligi vbg sebeplerden tanimlanamadigi
anlagilmaktadir. Fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal testlere dayali klasik
tanimlama sonucunda ise 48 izolatin cins 11 izolatin tiir diizeyinde tanimlandig1 ve 4

izolatin da tanimlanamadig1 goriilmektedir (Sekil 4.1).

60 A
50 ~
42
40 A
2, B Tur duzeyinde
330 1 tanimlama
S50 | B Cms duzeyinde
N LU
— tanimlama
11
10 - B Tanimlanamadi
1
0 A T
Vitek 2 Klasik 16S TDNA

Sekil 4.1. Izolatlarin farkli tanimlama ydntemlerine gore tanimlanma diizeylerinin
karsilagtirilmasi.

Bu baglamda bizim izolatlarimiz i¢in Vitek 2 Otomatik Tanimlama
Sistemi’nin tiir seviyesinde tanimlama konusunda kiitiiphanesinde yer alan bakteri

tiirlerine uyumluluguna bagh olarak daha basarili oldugu diisiiniilmektedir.
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Literatiirde 16S rDNA dizi analizi ve Vitek 2 otomatik tanimlama sistemini
kiyaslayan, tiir ve cins seviyesinde tanimlama konusunun karsilagtirildig: ¢caligmalar
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar 6zellikle Gram negatif, nonfermentatif basillerin dogru
tanimlanmast konusunda klasik biyokimyasal testlere olan bagimliliga vurgu
yapmaktadir. Burada vurgulanan bir diger konu da Vitek 2 tanimlama kartlarinin 1yi
veya ¢ok iyi tanimlama olarak ifade ettigi tanimlamalarin 16S rDNA dizi analizi ile
tiir seviyesinde dogru tanimlanabildigidir (Zbinden ve ark., 2007). Bu nedenle tez
calismas1 kapsaminda, tiim izolatlarimizin mevcut olanaklar ile gergeklestirilebilen
klasik biyokimyasal testlerinin sonuglar1 izolat i¢in verilecek son tanimlama
kararinda kullanilarak her iki tanimlama sisteminde olusan tanimlama farkliliklari

asilmaya calisilmistir.

Ancak olas1 yanlis Vitek 2 kolorimetrik kart se¢iminden, ya da cihaza yapilan
bakteri yliklemesinde dogru bakteri yogunlugunun ayarlanamamasi1 ya da el ile
yapilan klasik tanimlama testlerinde olusabilecek kisisel hatalarin 6niine gecilmesi
konusunda, 16S rDNA dizi analizi ile tanimlama (BLASTN) biiyiik 6lgiide yol
gdsterici bir arag oldugu da agiktir. 16S rDNA dizi analizi ile yapilacak biyokimyasal
testlerin dogru yonlendirilmesi ve Vitek 2 Otomatik Tanimlama Sistemi ile sonucun
desteklenmesi ve son karar verilirken ayirt edici biyokimyasal testlere bagvurulmasi,
bilinmeyen bir izolatin tiir seviyesinde tanimlamasi1 konusunda dogru bir yaklasim
gibi goriinmektedir. Bu sekilde bakteri tanimlanmasi konusunda zaman ve malzeme

kaybinin oniine gegilmesi saglanabilecegi diisliniilmektedir.

Yukarida ifade edilen tiim degerlendirmeler elimizdeki izolatlarin yeni tiir ve
alt tiir olma olasiligina isaret etmektedir. Bu izolatlar ayn1 zamanda kendi
denizlerimizden izole edilerek saflastirlmis ve tamimlannmuslardir. Ustelik farkli
ozellikleri bilinen bir i¢ denizden (Marmara Denizi) izole edilmislerdir. Bu tez
calismast ile en az yararlamlan dogal =zenginliklerimizin basinda gelen
denizlerimizden ilgili kurum ve kuruluslarin destegi de alinarak mikrobiyolojik
zenginlikleri agisindan incelenmistir. Izolasyon asamasinda kullanilan deniz sulari
Istanbul Universitesi, Deniz Bilimleri ve Isletmeciligi Enstitiisii, R/V Arar Gemisi

personeli ve Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Cevre Miihendisligi Boliimii ilgili



177

personel tarafindan alinarak ¢alismamiza destek verilmistir. Bunun disindan Vitek 2
otomatik tanimlama cihazinin kullanimi konusunda Pendik Veteriner Arastirma
Enstitlisii calisanlarindan gerekli izinlerin alinmasi kosulu ile destek alinmustir.
Calismanin diger asamalari Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitlisii mali destegi ile

Biyoloji Boliimii imkanlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bu doktora tez ¢alismasi kapsaminda deniz suyu Orneklemelerinin yapildigi
istasyonlar bulunduklar1 denizin Ozelliklerini tam olarak tagimalari, sehir ve ev
desarj1i almayan nokta ve derinliklerden alinacak sekilde secilmistir. Ancak elde
edilen veriler ve literatiir bilgisinin yogun sanayilesme ve kirlilik etkenlerine maruz
kalmas1 nedeniyle Karadeniz, Marmara Denizi ve dolayisiyla Izmit Korfezi® nin
barindirdigi mikrobiyolojik kiitlenin bundan etkilendigini isaret etmesi nedeniyle
calisma bu yonde de derinlestirilmis ve kazanilmis ¢oklu agir metal ve antibiyotik
direngliligi gibi 6zel yetenekleri de sorgulanmustir. Ayrica, kazanilmis agir metal ve
antibiyotik direncliligi 6zelliklerinin izolatlarin ¢esitli hiicre dis1 enzimleri liretebilme
yetenegi tizerine herhangi bir etkisinin olup olmadig1 incelenmis ve ¢alisma ile Cd™
ve Cu™ metallerinin ikisine birden direng gdsteren izolatlar ayni zamanda
kloramfenikol ve ampisiline de direng gosterdigi belirlenmistir. Bu da literatiirle
uyumlu olarak metal direnglilii ve antibiyotik direngliliginin berabeerce
bulunduguna iligkin delilleri gili¢glendirmistir. Ayrica bulundugumuz bdlgede adi
gecen antibiyotiklerin gerek tibbi, gerek farmasdtik ve gerekse veteriner kaynakli

olarak sik kullanildigina da dikkat cekmektedir.

Boylece, bu tez ¢alismasit mevcut denizlerimiz i¢in yapilacak calismalarin bu
yonde gelistirilerek irdelenmesi konusunda yeni bir bakis agisi getirmis ve bu
konudaki akademik ¢aligmalara katkida bulunmustur. Bu baglamda iizerine ¢ok az
sayida mikrobiyolojik ¢alismanin bulundugu boélgemiz denizlerinde yapilmus,
konusunu deniz mikrobiyolojisinden alan ve tamimlanan izolatlarin 6zel

yeteneklerine vurgu yapan ilk ¢aligmalardan biridir.

Bu c¢alisma ile elde edilen izolatlarin var olan ve yeni ortaya konmus bazi

Ozellikleri yeni arastirma projeleri i¢in baslangi¢ biyolojik materyalini olusturma
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potansiyelleri bulunmaktadir. Ustelik bu doktora tez ¢alismasi ile iilkemizi
cevreleyen denizlerimizin yukarida ifade edilen arastirma alanlarindaki c¢aligmalar
icin ne kadar biliylik ve onemli bir kaynak oldugu da ifade edilmektedir. Deniz
mikrobiyolojisi  konusunda iilkemiz denizlerinde benzer bir c¢alismaya
rastlanilmamigtir. Daha once de ifade edildigi gibi denizlerimizde yapilan
calismalarda, baliklar, diger deniz canlilar1 ve sediment iizerinde yogunlasmis ve
daha ¢ok patojen ve kirlilik indikatorii bakteriler i{izerine odaklanilmistir. Bu
baglamda bu doktora tez ¢alismasi 6zgiin bir ¢alisma olup, pek ¢ok yeni arastirma

konusuna onciiliik edecegi diisiiniilmektedir.
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Boliimii, Genel Biyoloji Ana Bilim Dalinda Yiiksek Lisan egitimini tamamladi. 2002
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EK-1

Se¢ilmis 53 saf deniz izolatina ait, her bir izolatin morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testlerine ait sonuglari i¢ceren tanimlama ¢izelgelerinden olusmaktadir.
Tez i¢inde bu veriler toplu halde verilmis olup bu boéliimde her bir izolata 6zel

diizenlenmistir.



Spingomonas

Vitelk ada X il Acrop - Glukoz =+
paucimobilis O/F Testi***
‘.r'itek %Yo 91% F aldiiltatif anasrob - TSI Agar Testi Sulcroz +
Istasyon Orta-3/1 Inert (ethkdisiz) + Laktoz +
24 vl 24 + N -
Biiviime 4h IYI Ghikoz 4h HoS olusummu
48 h I¥1 48 h + Gaz olnsunm -
SARIMSI
Fengi Glukozd 24h - 24h -
e BEYAZ - 0‘;5 1:; Hareketlilil
G orantmn NOKTALI g i 48 h - 48 h -
e e .. |Kenars - 24 h + Hemoliz Testi |Hemoliz tiirii®**= ¥
Koloni giriiniimii
DUZ- Sukeroz 48 h Indol
i i . 4 + -
Yiilcseldigi YUKSEK ol
DATGALL
Yizeyi PARLAKr 24 h - , A Metil krmuizisy -
Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre selkli Basil 48 h - Voges preskaner -
Gram boyama Gram (+/-) 24h - Sitrat -
. . p Mannitol
4+
S!:-mr boyama ?.e. ..... < sporh:1= 48 h - Jelatini srvilastirma Tabaleah +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller
Karbonhidrat = -
Katalaz ++ leullanm Ksiloz 24h + Amilaz +
Oksidaz - 48 h + Lipaz -
Kapsiil bovama - Arabi 24h - Proteaz +
Lipit bovama + abmoz 48 h - Sevive 1 +/-
o Selulaz -
Gm™  -Gentamisin 26 mm-S 24h + Sevive 2 -
Antibiogram testi-| ., . Mannoz )
Inhibisyon Na™-Nalididsik asit 22 -5 48h * 5D = Suur Degerde
zonlarmm capi Sel?_Spelktinomisin 20 mm-S . 24 h +i- ** RV — Realksivon Vermedi
(mm) n Sellobivoz - 4
. AT - Ampisilin 20 mm- S D.* 48h - *=x% O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyvon Test
R=resistant 0
(direncli), 57" -Streptomisin 21 mm-5 24 h + w=REE o—Alfa F=Beta, y=Gamma
S=scnsitive Cozf—Trh:aeﬂloprm- Trehaloz ; T. ; ;
30 mm-S 48 h + FaEEEC: Merkezi (Santral), T-Ugta (Terminal), I): Degisken
(cduyarlt). sulfametalczol ¢ - sta (T - giske
I=Intermediate T3° _Tetrasikh 30 S 24h _
(arada) " Galaktoz
C™"-Kloramfenikol 30 mm- S 48 h -
Dekarboksilaz Arjinin R W == 24 h +/-
Frulct:
Testi Lizin - i 48 h +
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

N> gazi olusumm

00¢



235 iK3

Bacillus cereus /
Vitek ada Bacillus Aerop - Glulkcoz +
thuringiensis O/F Testi~>*
Vitelt %o 85% Faldiltatif anasrob - TSI Agar Testi |Sukroz +
Istasyon Ic/2 Inert (etldsiz) + Laktoz +
Biiviime 24h Ivi Glukos 24h + H,S olusumu -
- 48 h ivi 48 h + Gaz olusumu -
Rengi MAT BEYAZ Glukozdan |24 h - - 24 h +
~ - Hareketlilik
Gortmtmi DUZENSIZ gaz olusumu |48 h - areketint 418 h +
Koloni goriiniimii |Kenan DATLGALI Sulroz 24 h + Hemoliz Testi |Hemoliz tiia®*** o
Yiilcseldigi DUZ-YUKSEK 48 h + Indol -
Yiizeyi DATLGALI 24 h - Metil kormzisa +
Sorbitol o .
Hiicre sekli Basil orbie 48 h - IMVIC Testi Voges preskauer +
Gram boyama Gram (+) 24 h - Sitrat -
_ ~ Mannitol
S!:-mr boyama ?.e. ..... +/C sporlu basiller 48 h - Jelatini sivilastirma Tabakah, +
hiicre morfolojisi *****
Katalaz + Ksil 24 h + Amilaz +
. OZ -
gks"{;ﬁ) — Karbonhidrat 1_81 : + ]];.lpaz —
apsiil boyvama - leallanm Arabi 24 - roteaz ++
Lipit bovama + abmoz 48 h - Selul Seviye 1 -
Gm'°-Gentamisin 25 mm-S 24n | + entaz Seviye 2 R
Antibiogram testi_ _ ., . ns Mannoz )
Inhibisyon Na™-Nalididsik asit 23 mm-S 48h | ¥ | ls D = Sinr Degerde
zonlarmm capi Se'®’_Spektinomisin 15 mm-1 Seflobivor 24h +/-] |** R.V .= Reaksivon Vermedi
(mm) . AIC—Ampisjlin 0 mm-R ) 48 h - ==* O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasvon Test
R=resistant
(direncli), Slc—Sn’eptom.isin 20 mm-S 24h + =x%% o=Alfa f=Beta. yY=Gamma
S=sensitive Cozi—Trin:lethoprin— Trehaloz . - . .
12 mm-R 48 h + w=EEEEC: Merkezi (Santral), T-Ugta (Terminal), D: Degisken
(duyarls). sulfametalkzol ( - cta (T - isk
I=Intermediate T3 _Tetrasillin 25 mm-S 24h -
(arada) o Galaktoz
C~" -Kloramfenilkcol 28 mm-S 48 h -
Dekarboksilaz Arjinin + 24 h +
Frulct:
Testi Lizin - o 48h | +
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon

Testi

N, gan oluswmn

10¢




Bacillus cereus /

237 IK3

Vitek ad Bacillus Aerop - Glukcoz +
thuringiensis O/F Testi**>
Vitels %0 85% Falgiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
istasyvon Orta-3/2 Inert (etkisiz) + Laktoz +
24 /Tvl 24 + 2 -
Biiyiime 4h ORTA IYI Ghukoz 4 h H;S olusumu
48 h ORTA /IY1 48 h + Gaz olugumu -
Bengi MAT BEYAZ Glukozdan |24 h - - 24 h +
~ ~ Hareketlilils
Gortnamn DUZENSIZ gaz olsumm [48h | - areetiy 48 h T
Koloni goriiniimii |Kenar DATGALI Sulroz 24 h + Hemoliz Testi |Hemoliz tirii® *** o
Yiiksekdigi DUZ, YUKSEK 48h | + Indol -
Yiizeyi DATLGALI 24 h - Metil karnuzisa +
- . . Sorbitol IMVIC Testi N
Hiicre sekli Basil 48 h - - es WVoges preskauer -
Gram boyvama Gram (+) 24 h - Sitrat -
. - i Mannitol
+
SEN}I’ boyama 1"e- ..... 'c sporh:1= 48 h - Jelatini srvilastirma Tabalkah, +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller
Katalaz ++ . 24 h + Amilaz +
- . Ksiloz .
Oksidaz +? Karbonhidrat 48h | + Lipaz -
Kapsiil boyvama - kullanimm ) 24 h - Proteaz ++
P Arabinoz -
Lipit boyama + 48 h - Seviye 1 -
o Selulaz -
Gm™  -Gentamisin 22 mm-5S 24h | + Seviye 2 -
Antibiogram testi-{ _ 5, _ ) " Mannoz )
Inhibisyon Na™-Nalididsik asit 23 -5 48h |+ * 5. D.= Simr Degerde
zonlarmm ¢api Se'""_Spektinomisin 11 mm-R ) 24h |+/-| |*= R V.= Reaksivon Vermedi
(mm) 0 Sellobivoz 4
. AT -Ampisilin 0 mm-R 48 h - ==% O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyon Testi
R=resistant
(direngli). Sw—Sh’eptomisin 22 mm-5 24h | + =x2% g=Ala PB=Beta. y=Gamma
S=sensitive Co**-Trimethoprin- 22 mm-S Trehaloz 48h | + | |[#*=**C: Merkezi (Santral), T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duyark), sulfametalkczol - = - - L
I=Intermediate T3°_Tetrasikh 25 mm-5 24 h _
(arada) Galalctoz
C*"_Kloramfenikol 25 mm-S 48 h -
Dekarboksilaz Arijinin + 24 h +
Frult
Testi Lizin - oz 48h | -+
WNitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N> gan olugumu

c0¢



Acinetobacter

Al115/M-1

Vitek adx b . Aerop - Ghukoz -
QAT | |orF Testi===
7= o 0.0 — .
‘.; itelt %o 99% Falqiltatif anaerob + TSI Agar Testi Sulcroz -
Istasyon 10m/2 Inert (etkdisiz) - Lakioz -
24 Ivi 24 + 2 -
Biiyiime 4h IYI Ghukoz 4h i H-,5 olusumu
48 h IY¥I 48 h + Gaz olusmmu -
SARIMSI.
Rengi ’ Ghukozd 24h - 24h -
e BEYAZ - Hareketlilik
Gortmimn DUZENSIZ gaz oy 45h | - 1S h _
olom SHrinimT lxenan DALGALI Sulror 24h | - | |Hemoliz Testi [Hemoliz mra®=== ¥
Viiksekligi YUKSEK 48 h + indol -
Yiizeyi DATGALI 24h - Metil ktrmizisi -
Sorbitol Pt .
Hiicre sekli Kok-kokobasil orere 48h | - | [TMVIC Testi  |yro0cs preskaner -
Gram bovama Gram (-) 24h - Sitrat +
i § (-) sporsuz Mannitol
E?or bo3 a:.l;: ‘..e. sraia koldar, 48 h - Jelatini sivilastirma -
iicre morfolojisi
! kokobasiller
Katalaz ++ Karbonhidrat Ksi 24h + Amilaz -
Oksidaz - kullanmm: oz 18n | + | |Lipaz -
Kapsiil bovama - Arabi 24h - Proteaz -
Lipit boyama - abmoz 48 h - Sevive 1 +-
10 .. 17 S 24h Selulaz Sovive 2
Antibiogram testi Gm - Gentamisin mm- Mannoz = Svye < -
Inhibisyon Na’®-Nalididsik asit 17 mm- 1 48h * § D = Smur Degerde
zonlarmn cap1 100_¢ } — 13 S ah
_Spelctin mm- 2 - xRV — von V. ;
(mm) Sew p omisin Sellobiyoz RV = Reaksivon Vermedi
R=resistant AT - Ampisilin 10 mm-R 48 h - === O/F Testi= Qksidasvon-Fermantasvon Testi
(direncli). $'°_Streptomisin 18 mm-$ 24h | - | |=*=* g=Alfa p=Beta, y=Gamma
S=sensitive - Trehaloz = =
(cuyark) Co*” - Trimethoprin-sulfam 15 mm-I 48 h - =EExE(C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D: Degisken
I=Intermediate | T°°-Tetrasiklin 21 mm-S 2an | +
d Galaktoz
(arada) C**_Kloramfenikol 9 mm-R 48 h +
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h -
Testi Lizin RV.** Fruktoz 45h | -
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasvon

Testi

N, gazn olusmmu

€0¢



Bacillus cereus /

Al11S5/M-2

Vitek ad Bacillus Aerop - Glulkcoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitek %o 28% Faldiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukooz +
istasyon 10m/2 Inert (etldisiz) + Laktoz +
24 Ivi 24 o _
Biiyiime 24h m Ghleoz 24 h + H;5 olusumm
48 h Iv1 48 h + Gaz ohisummu -
SARIMSI,
Renci : Glukozd. 24h - 24 h
e BEYAZ - 0‘;’; u;’iu Hareketlilik
Gorunumn DUZENSIZ & i ashn | - 18 h
Koloni gériiniimii |Kenar Di‘égLA{iL Sukroz 24h Hemoliz Testi |Hemoliz tirii**** a
Yiikesekdigi YUKSEK 48 h Indol -
DALGALI
Yiizeyi KIVRIK ) Sorbinol 24 h - Metil kormmzisy +
a9 orbito IMVIC Testi
Hiicre sekli S:JEPFOE;I;? 48 h - Voges preskauer -
Gram bovama Gram (+) 24 h - Sitrat -
. . .- Mannitol
+/
S?or boyama T.e. ..... 'c Sporh.-1= 48 h - Jelatini srvilastirma Tabakah, +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller
Karbonhidrat
Katalaz + arbonindra , 24h | + | [Amilaz +
- kullanmmn Ksiloz "
Oksidaz + 48 h + Lipaz -
Kapsiil bovama - Arabi 24 h - Proteaz ++
Lipit bovama + abmoz 48 h - Sevive 1 -
0 Selulaz -
Gm - -Gentamisin 22 mm-S 24 h + Seviye 2 -
Antibiogram testi-{ ., . Mannoz )
Inhibisyon Na™-Nalidi asit 22 -5 48h - * 8 D = Siur Degerde
zonlarmm cap: Selcc_spc],cﬁnomjsjn 15 mm-1 . 24 h - =% R W = Reaksivon Vermedi
(mm) n Sellobivoz - 2
. AT - Ampisilin 0 mm-R 48 h - *==% O/F Testi= Oksidasyvon-Fermantasyon Testi
R=resistant "
(direncli), 57" -Streptomisin 18 mm-5 24 h + =EE% g=Alfa f=Beta, y=Gamma
S=sensitive Cozf—TrﬁaemopM— S Trehaloz
21 mm-S 48 h + wrEEEC: Merkezi (Santral), T:Ucta (Terminal). D): Degisken
(cduyarlt). sulfametalczol ¢ V- sta (T - giske
I=Intermediate T3 Tetrasikh 25 mm-S 24 h ,
(arada) " Galalctoz
C™"-Kloramfenikol 25 mm-S 48 h -
Dekarboksilaz Arjinin + 24 h +
Testi Lizin - Fruktoz a8h | +
Witrah nitrite indirgeme +

Denitrifikkasyvon
Testi

N, gan olnsmwmm

¥0¢



Acinetobacter

A118/M-1

Vitek ada 5 B Aerop - Ghakoz -
aumaniii O/F Testi***
‘.r’itek %o 99% Falqiltatif anaerob + TST Agar Testi Sukroz -
Istasyon 20m/3 Inert (etkisiz) - Laktoz -
24 Iyl 24 + 2 -
Biiyiime 4h IY'[ Ghakoz 4h H,S olugumu
48 h IY1 48h | + Gaz ohismmu -
Rengi BEYAZ Ghikozdan |24 h | - - 24 h -
Hareketlilik
Goritnitmi NOKTALI gaz olisumm |48 h | - arexetitt 48 h -
Kenan DUZ 24 h - Hemoliz Testi |Hemoliz tiria**** ¥
Koloni goriiniimii YUKSEEK Sulcroz i
Yiikeseldig : 48h | + Indol -
e KONVEKS °
DUZ,
Yiizeyi PARL AK 24h | - i} i Metil krnmziss -
Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre sekli Kok-kokobasil 48 h - Voges preskauer -
Gram bovama Gram (-} 24h - Sitrat +
. . - Sporsuz Mannitol
Eﬁmr boy a;._l? ‘_‘_e_ easss koldar, 48 h - Jelatini sivilastirma -
iicre morfolojisi kokobasiller
Katalaz ++ Karbonhidrat Kl 24h | + Amilaz -
Oksidaz - Lkullanim oz 18h | + | [Lipaz B
Kapsiil bovama - Arabi 24h - Proteaz -
Lipit bovama - abmoz 48 h - Seviye 1 +/-
0 Selulaz -
Gm™  -Gentamisin 17 mm- S 24h | + Seviye 2 -
Antibiogram testi{__ 5, . Mannoz )
Inhibisyvon Na™"-Nalididsik asit 20 mm-S 48h |+ * S.D.= Syur Degerde
zonlarmn capa Sewc-Spe]{ﬁnomisin 17 mm-I . 24h | - =% BV = Reaksivon Vermedi
(mm) 5 Sellobivoz - 4
) AT -Ampisilin 9 mm-R 48h - *=*%= O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyon Testi
R=resistant
(direncli), Slc—Streptomisin 18 mm-S 24h | +z wxEE g=Alfa f=Beta. yY=Gamma
S=sensitive Co™’-Trimethoprin- 19 mm-S Trebaloz en |+ | |o=emec: Merkes (Santral), T-Ugta (Terminal), D: Degisken
(duyarlt). sulfametakzol o T e
I=Intermediate T3 Tetrasilkh 23 mm-S 24 h
(arada) Galaktoz
C*° _Kloramfenikol 7 mm-R A8 h
Dekarboksilaz Arjinin RV == 24h | -
Frukt
Testi Lizin RV.** o 48h | -
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

N» gazn olusumm

S0¢



Bacillus cereus /

Al118/M-2

Vitek adi Bacillus Aerop - Ghakoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitek %o 88% F akdiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
Istasyon 20m'3 Inert (etldsiz) + Lakioz +
2 Iyl 24 + N -
Biiviime 4h IY'[ Glukoz 4 h H-S olugummu
48 h I¥1 48 h + Gaz ohsunm -
Rengi BEYAZ Ghikozdan |24 h - - 24 h +
= - Hareketlilik
Goriintmi DUZENSIZ gaz olusurm [48 6 | - areketit 48 h T
FLAMENTLI,
N A . . P
Koloni gériiniimii Kenan DALGALIT Sulroz 24 h Hemoliz Testi |Hemoliz timii a
Yitksekligi YUKSEK 48 h Indol -
PURUZLU,
lizeyi : 24 - Meti +
Yiizevi DALGALIT Sorbitol 4 h Metil kmmizisy
orbito. IMVIC Testi
Hiicre sekh Basil, kok 48 h - WVoges preskaner -
Gram boyama Gram (+/-) 24 h - Sitrat +
. . .- Mannitol
+
S{)or boyama ‘..e. ..... c spor%‘u= 48 h - Jelatini srvilastirma Tabalah, +
hiicre morfolojisi ***** streptobasiller
Katalaz ++ Karbonhidrat Ksil 24 h + Amilaz +
Oksidaz + kullanmm;i o 48 h + Lipaz -
Kapsiil bovama - Arabi 24 h - Proteaz +
abinoz
Lipit boyvama + 48 h - Seviye 1 -
o Selulaz -
Gm™ " -Gentamisin 22 mm-S 24h + Seviye 2 -
Antibiogram testi-| _ ., . Mannoz )
Inhibisyon Na™ -Nalididsik asit 23 mm-S 48h + * 8.D.= Smr Degerde
zonlarnmmn capi Se!_Speldtinomisin 15 mm-I . 24h - =% RV = Reaksivon Vermedi
(mm) 10 Sellobivoz ¥
. AT - Ampisilin 0 mm-R 48 h - ==* (O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasvon Testi
R=resistant ”
(direncli), 57" -Streptomisin 22 mm-5 24h + =*=% o=Alfa f=Beta, yY=Gamma
S=sensitive Cozi—'['ri:nemoprm_ 5 Trehaloz
20 mm-S 48 h + FEEE=(C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D: Degisken
(chryarlt), sulfametakzol ( - eta (T - giske
I=Intermediate -[-30_-[-&13_ ilcli 21 mm-5 24 h _
(arada) p” Galaktoz
C" -Kloramfenilcol 26 mm-S 48 h -
Dekarboksilaz Arjinin + 24 h +
Frulkt
Testi Lizin - o 48h | +
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

M- gan olnsuwmu

90¢



Bacillus cereus /

257 /TK3-1

Vitek ada Bacillus Aerop - Glukoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitek %o 85% Falkdiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
istasvon I¢i2 Inert (etldsiz) + Laktoz +
2 Ivi 24 + 2 -
Biiyiime 4h m Glukoz 4h H,S olusumu
48 h IY1 48 h + Gaz olugumu -
SARIMSI
Rengi Glukozd 24 h - 24h
e BEYAZ e Hareketlilil
G orintima DUZENSIZ gaw oy 48h | - 48 h
Koloni gériiniimii |Kenan ; E_B:;L;L:[ Sulror 24h Hemoliz Testi |Hemoliz tiria**** o
Yiikseldigi YUKSEK 48 h Indol -
DATLGALI
Yiizeyi KIVRIK ) 24 h - Metil krmuzist +
Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre sekli Basil 48 h - Voges preskauer -
Gram boyama Gram (+) 24h - Sitrat +
- - f Mannitol
+
SE’UF boyama ‘..e. ..... c sporh:1= 48 h - Jelatini srvilastirma Tabalkah, +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller
Karbonhidrat
Katalaz ++ Lkullanmm . 24 h + Amilaz +
- Ksiloz -
Oksidaz +7 48 h + Lipaz -
Kapsiil boyama - Arabi 24h - Proteaz +
abinoz
Lipit bovama + 48 h - Seviye 1 +
0 . 23 S 240 | + Selulaz Sevive 2 n
Antibiogram testi Gm -Gentamisin <2 mm- Mannoz = eviye 2
Inhibisyon Na~°-Naldidsik asit 22 mm-S 48h | +| s sp— s Degerde
zonlarmmmm capr 100 ) . 17 1 24h
- a 24 - T 7 — s 7 .
(mm) Selc Speldinomisin T Sellobivoz B_V = Reaksivon Vermedi
R=resistant AT -Ampisilin 0 mm-R 48h - =%% O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Test
(Sd“m‘?‘ft); $*°_Streptomisin 20 mm-S Techalon 24h | + | |#=*% g=Alfa p=Beta. y=Gamma
=sensitive e . - . .
(chuyark) Co*” -Trimethoprin-sulfam 14 mm-1 48 h + wrEaxC: Merkezi (Santral), T:Ugta (Terminal), D: Degisken
I—Intermediate | T°0-Tetrasiklin 21 mm-S 24h | -
g Galaktoz
(arada) C*°_Kiloramfenikol 22 mm-S 48 h -
Dekarboksilaz Ariinin + 24 h +
Frukt
Testi Lizin - o 48h | +
Nitrati nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N> gaz olusumn

L0¢



Acinetobacter

Vitek ada - Aerop - Ghukoz -
baumarnii O/F Testi***
Vitek %o 99% Faldiltatif anaerob + TSI A Testi Sukroz -
istasyon I¢/2 Inert (etldsiz) - Agar lesti Laktoz -
24 Iyl 2 + 2 -
Biiviime 4h ].'YI Glukoz 4h z H,S olusunm
48 h IYT 48h | + Gaz olisumu -
. YESILIMSI
R 24h | - 24h -
e BEYAZ Ghikozdan Hareketlilik
T DUZGUN, gar olusuwmu 18 h 18 h
T AKISKAN j i
Koloni giriiniimii |Kenan DUZ 24h | - Hemoliz Testi |Hemoliz tiwrii®*** Y
YUKSEK, Sulcroz .
Yulseldigi : 48h | - Indol -
e KONVEKS °
Yitzevi DUZ. 24h IMVIC Testi | Metil krmizist
" 24 _ NV 1 _
e PARLAK Sorbitol es ©
Hiicre sekli Kok 48 h - Voges preskauer -
Gram bovama Gram (-) 24h - Sitrat +
; y Mannitol
S!.)or boyama T_e_ _____ - sporsuz koklar B 48h | - Jelatini sivilastirma -
hiicre morfolojisi **%** .
Katalaz i+ Karbonhidrat o 24h | + | [Amilaz _
Oksidaz - kullanmm oz 18h | + | [Lipaz _
Kapsiil bovama - Arabi 24h - Proteaz -
abinoz
Lipit boyvama - 48 h - Seviye 1 +/-
10 .. - Selulaz —
Antibiogram testi-| Gm " -Gentamisin 17 mm-S Mannos 24h | + Sevive 2 -
Inhibisyon NaC Nalididsik asit 18 mm-S ) 480 | + | |* S.D.= Sir Degerde
zonlarmm ¢apr |5 100 gy omisin 13 mm-R Setobives PR~ | [** RV.=Reaksiyon Vermedi
(mm) . Alc—Ampisi]jn 0 mm-R i 48h | - #=%% (O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasvon Test
R=resistant 0
(direncl), S -Streptomisin 15 mm-5 24h | - ==2% g=Ala [f=Beta. y=Gamma
- e 25 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™ - Trimethoprin 15 mm-1 48h | - | [****=C- Merkezi (Santral), T-Ucta (Terminal), D- Degisken
(duyark), sulfametakzol
I=Intermediat 30 ilchi 23 mm-S 24h | +
ermediate T~ -Tetrasiklin mim Galaktoz
(ﬂl’ﬂdﬂ) CSG_Kloramfenjkol ] 1 IILII[—R 48 h +
Dekarboksilaz Arijinin RV == 24h | -
Frulct
Testi Lizin RV ** o 48h | -
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N, gan olusimmu

257 /IK3-2

80¢



Acinetobacter

42 /1IK1-1

Vitels ad - Aerop + Ghakoz -
baumariii O/F Testi***
Vitekk %o 99% Falciltatif anaerob - . |Sukroz -
istasyon Ic Inert (etkisiz) - TSI Agar Testi Laktoz -
= — .y ) ~
Biiyiime 24 h IY[ Ghikoz 24h | +z H-S olusumu
48 h IY1 48h | +z Gaz olhisumu -
. YESILIMSI
R 24h | - 24h -
e BEYAZ Ghukozdan Haroketlilik
G it DUZGUN gaz olusumun 48 h 48 h
e AKISKAN i -
Koloni goriiniimii DALGALI-
orom strinim¥ |k enan g 24h | - | |Hemoliz Testi |Hemoliz tira®*=* ¥
DUZ
YUKSEK. Sukroz
Yiksekligi i 48h | - Indol -
e KONVEKS °
Yiizevi DUZ PARLAK Sorbitol 24h | - IMVIC Testi  |Metil karmizis: -
Hiicre sekli Kok orbro 48h | - WVoges preskauer -
Gram bovama Gram (-) 24h | - Sitrat —+
Spor boyama ve (-) sporsuz, Mannitol . .
- . - Jelat alast -
hiicre morfolojisi ***** Kok, kokobasil . 48 h elatini srvilastirma
Katalaz + Karbonhidrat iy 24n | + | [Amilaz _
Oksidaz - kullanum oz 28h | = | [Cipaz _
Kapsiil bovama - Asabi 24h | - Proteaz -
abinoz
Lipit bovama - 48h | - Sevive 1 +/-
10 . . 5 Selulaz .
Antibiogram testi-|Gm  -Gentamisin 17 mm-5 Mannos 24h | + Sevive 2 -
Inhibisyon Na® " -Nalididsilc asit 15 mm-I ) 48h | + | |* S.D.= Suur Degerde
zonlarmm capt g 100 g 4o oicin 15 mm-I . 24h | - | |** RV = Reaksivon Vermedi
(mm) 0 Sellobivoz
. A" -Ampisilin 7 mm-R 48h | - ==% O/F Testi= Oksidasyvon-Fermantasyon Testi
R=resistant 0
(direncl), 57" -Streptomisin 13 mm-1 24h | - #x2% g=Alfa f=Beta, y—Gamma
_ e 25 T i Trehaloz
S=sensitive Co™" -Trimethoprin 11 mm-T 48h | - | [**=**C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal), D- Degisken
(chryarh), sulfametalczol
I=Intermediat 30_ il 20 mm-S 24h | +
dame ate Tsc Tetrasikdin 1T Galaktoz
(arada) C*°_Kloramfenikol 10 mm-R 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h | -
Frulkt
Testi Lizin RV~ % a8h | -
WNitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon
Testi

N, gaz olusumn

60¢




Acinetobacter

42 /iK1-2

Vitek ada . Aerop + Ghukoz -
baurmanmnii O/F Testi***
Vitek %o 99% Faldiltatif anaerob - TSI A Testi Sukroz -
istasyon ic Inert (etkisiz) - Agar Lesti Laktoz -
2 ivi 24 =+ 2 -
Biiyiime ad- L Ghukoz 4h H;S olusunm
48 h IYI 48 h + Gaz olusumu -
. YESILIMST
R 24h - 24h -
e BEYAZ Ghukozdan Hareletililc
Gt DUZGUN gaz olusumu 48 h 18 h
Koloni goramimi | AKISKAN
Kenan DUZ Sukroz 24h - Hemoliz Testi |Hemoliz timrii™ *** Y
Yiitksekligi KONWVEKS 48 h - Indol -
Yiizevi DUZ PARLAK 24 h - Metil larmmzis: -
-di - Sorbitol IV i
Hiicre sekl KOL]LCCOEI:};I}ZZTLC orere 48 h - IMVIC Testi Voges preskauner -
Gram bovama Gram (-) 24 h - Sitrat +
F ; +) / Mannitol
S?UI’ boyama ‘.‘_e. _____ () / C sporin, annte 48 h - Jelatini sivilastirma -
hiicre morfolojisi ****~* sporsuz, Kol
Katalaz +++ Karbonhidrat . 24 h + Amilaz -
- Ksiloz -
Olksidaz - kullanimn 48 h + Lipaz -
Kapsiil bovama - Asabi 24h - Proteaz -
abinoz
Lipit bovama - 48 h - Sclul Seviyve 1 +/-
- elulaz -
Antibiogram testi- Gm' - Gentamisin 16 mm- S Mannoz 24 h +/- Seviye 2 -
Inhibisyon Na ' Nalididsilc asit 14 mm-I 48h + | |* $.D.= Smwr Degerde
zonlarmm capt g 100 gy inomisin 19 mm-S . 240 | - | |** RV = Reaksivon Vermedi
(mm) 0 Sellobivoz -
. A7 -Ampisilin 7 mm-R 48h - *=%% O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyvon Test
R=resistant 0
(dirench), 57 _Streptomisin 17 mm-S 24 h - *x5% oAl B=Beta, y—Gamma
- e 235 T -~ Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 12 mm-T 48h | + | |****=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal), D- Desisken
(duvarh), sulfametalczol
I=Int diat 30 asildin 21 -5 24 h +
ermediate T "-Tetr: mim. Galaktos
(arada) "_Kloramfenikol 6 mm-R 48 h +
Dekarboksilaz Arjinin BV ** 24h -
Frulkt
Testi Lizin RV ** o 48h | +
Denitrifikasyon |Nitrati nifrite indirgeme +

Testi

N, gan olisumu

0T¢



Acinetobacter

42 /iK1-3

Vitek adr - Aerop + Ghikoz -
bamannii O/F Testi***
Vitek %o 99% Faldiltatif anaerob - . |Sukroz -
Istasyon Ic Inert (ethisiz) - TST Agar Testi Laktoz -
2 ivi 2 + 2 -
Biiyime +h ].'YI Ghakoz 4h H,;S olhisumu
48 h IY1 48h | + Gaz ohisimm -
. YESILIMSI
R 24h | - 24h -
- BEYAZ Glukozdan Hareketlilik
G oSrinfmi DUZGUN gaz olusunm 48 h A8 h
Sriintimi - : - : -
Koloni gériiniimii AKISKAN
Kenan DUZ Sukroz 24h - Hemoliz Testi |Hemoliz tiarii®**** ¥
Yiikesekdigi KONVEKS 48h | - Indol -
Yiizeyi DUZ PARLAK 24h | - Metil kermizisy -
- Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre sekh Kok orhie 48h - es Voges preskaner -
Gram boyvama Gram (-) 24h - Sitrat +
Spor boyama ve (-) sporsuz Mannitol ..
- : - Jelati nlasty -
hiicre morfolojisi ***** kokobasil 48h elatm svHaghrma
Katalaz +++ Karbonhid Ksil 24h | + | |Amilaz -
oz
Oksidaz B . "‘l‘l’ onhidrat 48h | + | |Lipaz -
Kapsiil bovama - ianimt Arabi 24h - Proteaz -
Lipit bovama + abmoz 48h - Selud Seviye 1 +i-
elulaz ;
Antibiogram testi Gm '’ -Gentamisin 20 mm-S Manaoz 24h | + Seviye 2 _
Inhibisyon Na ?_ Nalididsilc asit 17 mm-I ) 48h | + | |* 5D = Sinr Degerde
zonlarmm ¢apt {50100 g0 einomisin 19 mm-S Scllobives  PHEL = | [#* RV.=Reaksiyon Vermedi
(mm) . Alc-Ampisj]jn 7 mm-R i 48 h - *=%% O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyon Test
R=resistant 0
(dirench). 57" -Streptomisin 17 mm-S 24nb | - sx%% o AMs B=Beta, y—Gamma
- e 35 Ty . Trehaloz
S=sensitive Co™-Trimethoprin 15 mm-1 4gh | - | |#===*C: Merkesi (Santral). T-Ugta (Terminal). D- Degisken
(chuyarl), sulfametakzol
I=Intermediat *0_Tetrasiklin 23 mm-§ 240 |+
dame ate ch Tetr mm Ciadakcions
(ﬂl’ﬂ ﬁ) " _Kloramfenikol 11 mm-R 48 h +
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24 h
Frulct
Testi Lizin RV ** ° lssn |-
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N; gan olisunm

T1¢



TANIMLANA

43 iK1

A
Vitelk adr Py -j‘l.E:.; J Aerop - Glukoz +
HEEHEE | | O/F Testiz==
Organizsm) .
Vitek % 0% Fakltatf anaerob | - | [ForAgar Testi o0z +
Istasvon Orta-3 Inert (etkdisiz) + Laktoz +
2+ vi 2 + - -
Biiyiime 4h IY'[ Glukoz 4h H,S olusumm
48 h Y1 48 h + Gaz olusumu -
Rengi BEYAZ 24h - 24h
Cormmam DUZGUN. Ga};iohjdlzu ieh Hareketlilik [,
Oriiniimii DAGINIK g =1 -
Koloni goriiniimii |Kenan PngB'EELll:‘Tl[ 24 h + Hemoliz Testi |Hemoliz timrii**** o
YUKSEK. Sukroz
- o > A + T _
Yiiksekdigi KONVEKS 48h Indol
Yiizeyi PURUZLU Sorbitol 24h - IMVIC Testi Metil krrnuzisy +
Hiicre sekli Basil, kok OToIEe 48 h - WVoges preskauer +
Gram bovama Gram (+/-) 24 h - Sitrat -
. N +y / Mannitol
S?UF boyama ‘..e. ..... S Spor?'u: Ao 48 h - Jelatini srvilastirma Tabalkah, +
hiicre morfolojisi ****~* sporsuz basil
Katalaz + Karbonhidrat . 24h + Amilaz +
. Ksiloz -
Oksidaz - kullanmu 48h + Lipaz -
Kapsiil boyvama - Asabi 24 h - Proteaz +
Lipit bovama —+ abmoz 48 h - Selul Sevive 1 -
elulaz -
Antibiogram testi|Gm'*-Gentamisin 24 mm-S Mannoz 24h | + Seviye 2 -
Inhibisyon Na®°-Nalididsik asit 21 mm-8§ ) 48h | + | |* S.D.= Smr Degerde
zonlarmm capt {5100 g itinomisin 20 mm-S . 24h | - | |[** RV = Reaksiyon Vermedi
(mm) 10 o Sellobiyoz . . .
. AT -Ampisilin 0 mm-R 48h - *=%* O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasvon Test
R=resistant T
(direnc). 57 _Streptomisin 20 mm-S 24h | + | |***= g=Alfa. B=Beta, v=Gamma
_ e 23 Ty i Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 15 mm-I 48h | + | |[#**==C: Merkezi (Santral), T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duyarls), sufametakczol
I=Int diat 30_ ilcli 21 -5 24h -
dEImE are ch Tetrasiklin pudiauk Galaktoz
(arada) C~"-Kloramfenilcol 24 mm-5 48 h -
Dekarboksilaz Arjinin + 24 h +
Testi Lizin - Fruktoz 4sh | +
Nitraty nitrite indirgeme —+

Denitrifikasyon

Testi

N, gan olusmmn

[Ax4



Vitek ady Acmembac:r.er Aerop + Glukoz - i
baumanii O/F Testi*** 45 1K1
Vitek % 999 s Falkltatif anacrob | -  [sukroz -
Istasyon Orta-3/1 Inert (etkisiz) - TST Agar Testi Laktoz -
oy ivi .y . _
Biiyiime 24h IYI Ghakoz 24h | +z H-S ohisumn
48 h IYI 48h | +z Gaz olusmmmn -
Rengi BEYAZ 24h - 24h -
— —— Ghilcozdan -
GSriiniimii fllééii:{ gaz olusumu |48 h - Hareketlilik 48 h -
Koloni goriiniimii |Kenan DUZ Sukroz 24h - Hemoliz Testi |Hemoliz timii®*** ¥
Yitkseldigi KONVEKS 48 h - fndol -
DUZ,
i3 - : g — 3 L TF S -
Yizeyl PARLAK Sorbitol 24h IMVIC Testi | o0
Hiicre sekli Kok 48 h - Voges preskauer -
Gram boyvama Gram (-) 24h - Sitrat +
Y
Spor bovama ve (+)/ C sportu, Mannitol L.
hiicre morfolojisi ***** sporsuz. kok. 48 h - Jelatini svilastirma -
kokobasil
Katalaz ++ Karbonhidrat Ksiloz 24h + Amilaz -
Oksidaz - kuollanmu 48h -+ Lipaz -
K-al?siil bovama - Arabinoz 24h - Proteaz : -
Lipit boyvama + 48 h - Sevive 1 -
0 — S - Selulaz —
Antibiogram testi{Gm™-Gentamisin 20 mm-5S Mannoz 24h | + Seviye 2 -
Inhibisyon Na P Nalididsik asit 19 mm-S ) 48h | + | |* 5.D.= Suur Degerde
zonlarmm capr g 100 g 4 omicin 18 mm-S setiobives ARl | |** R V.= Reaksiyon Vermedi
(mm) A Ampisilin 7 mm-R ’ 48h | - | |*** O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
R=resistant o - T
(direncli). S -Streptomisin 16 mm-5 24h - =xxx o Alfn B=Beta y=Gamma
_ By 25 T i Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 14 mm-T 48h | - | |**==*=C- Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duvark), sulfametakzol
I=Intermediate T30 _Tetrasilklin 23 mm-5 Galakt 24 h +
oz
(Efﬂdﬁ) CSC_Kloramfeﬂjkgl 10 mm-E 48 h =+
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h -
Frult
Testi Lizin RV ** o 48h | -
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasvon

Testi

N- gaz olusumn

€T¢



ORNEK

Vitek ad: VITEE Aerop + Glukoz - .
CIKTISIYOK | |O/F Testi*** 46 1K1
Vitekk %% 0% Falkdiltatif anaercb - TSI Agar Testi |Sukroz -
Istasyon -7 Inert (ethisiz) - Laktoz -
24 ivi 24 =+ 2 -
Biiviime 4h IYI Ghikoz 4h H,S olisumu
48 h IY1 48 h + Gaz olusumu -
Rengi BEYAZ 24h - 24h -
— = Ghakozd
G ormmim DUZGUN, pran Hareketilik |,
Griiniimii AKISKAN g 7 - -
Koloni goriiniimi |Kenan ; SHBGL;”L:I Sulros 24h | - | |Hemoliz Testi |Hemoliz tizrii**** ¥
Yitksekligi KONVEKS 48h - fndol -
DATLGALI
i3 - : P — 3 Seigaalralt | -
Viizeyi PARLAK Sorbitol 24h IMVIC Testi |00
Hiicre sekli Kok 48 h - WVoges preskauer -
Gram bovama Gram (-) 24 h - Sitrat +
Spor bovama ve (-) sporsuz, Mannitol ..
- 4 - Jelat nlast -
hiicre morfolojisi ***** kokobasil 48h €latimt stiriastirma
Katalaz + Karbonhidrat . 24h + Amilaz -
- Ksiloz -
Oksidaz - kallanimm 48h | + Lipaz Z
Kapsiil boyvama - Arab 24h - Proteaz +
Lipit boyvama - abmoz 48 h - Selul Seviye 1 +
elulaz -
Antibiogram testi Gm'" Gentamisin 18 mm-S5 24 h - Seviye 2 +
o Mannoz
Inhibisyvon Na ' Nalididsik asit 18 mm-1 48 h + = S D = Suur Degerde
zonlarmm capr g 190 gy vinomisin 15 mm-1 . 24h | - | |** R.V.=Reaksivon Vermedi
(mm) 0 — Sellobivoz . . .
, A7 -Ampisilin 7 mm-R 48 h - =2% O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
R=resistant o
(direncli). S™-Streptomisin 17 mm-S 24h - =2x% g=Alfa f=Beta, v—Gamma
- e 25 _Tri e Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 13 mm-I 48h | - | [#****C- Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal), D- Desisken
(duvark), sulfametalkzol
I=Int diat 30 ilcti 23 -5 240 | +
dame ate Tsc Tetrasiklin mm Galaktoz
(arada) C™" -Kloramfenilkol & mm-R 48 h +
Dekarboksilaz Arjinin BV ** 24h -
Frukt
Testi Lizin RV *= o 480 | -
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifilkkasyon
Testi

N> gaz olusumu

v1¢



Bacillus cereus /
Vitek ad: Bacillus Aerop Glukoz + .
thuringiensis O/F Testi*** 4006 / 1IK4-1
Vitekk %o £6% Falgiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
istasyon Orta-3/1 Inert (etkisiz) + Laktoz —+
2 Ivi 2 + 5
Biiviime 48 fY'[ Glukoz 4h HoS oligumu
48h IYT 48h | + Gaz ohisumu -
Rengi MAT BEYAZ 24h | - 24h +
- - Glukozd
Cortmt DUZENSIZ. - 0‘;‘: stnuu st Hareketlilik [, N
Sriiniimii VAVILAN g =2 -
DALGALIL
= 2. + H - H P 0 3
Koloni goriniimi | """ LOBLU Sukroz 4h Hemoliz Testi  [Hemoliz tiru °
Yitksekligi KONVEKS 48h | + Indol -
TUNUMSU,
Yiizey PURUZLU, 24h | - Metil larmizist +
e : Sorbitol IMVIC Testi |
MAT
Hiicre sekli Basil 48h | - Voges preskaner +
Gram bovama Gram (+) 24h | - Sitrat +z
4 4 + Mannitol
SE’M boyama :s-e- ..... 'c SpOI’hIL annio 48h | - Jelatini srvilastirma Tabakah +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller .
Katalaz + Karbonhidrat < 24h | + | [Amilaz +
Oksidaz R kullanim of 28n | + | [Lipaz ]
Kapsiil bovama - Arab 24h | - Proteaz +
abinoz
Lipit bovama + 48h | - Selul Sevive 1 -
elulaz ;
Antibiogram testi|Gm'-Gentamisin 19 mm-S Masnos 24n | + Seviye 2 i
Inhibisyvon Na ' Nalididsilc asit 16 mm-I 48h | + | |* S.D.= Smr Degerde
zonlarmm capi SelGB-Spckh'nomisin 15 mm-I Selobivor 24h | - ** RV = Reaksivon Vermedi
(mm) . Alc—Ampisilin 7 mm-R ’ 48h | - =22 (O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyon Testi
R=resistant 0
(dirench). S -Streptomisin 17 mm-S 24n | + =x2% o=Alfa B=Beta. y=Gamma
_ iy 25 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™"-Trimethoprin 8 mm-R 48h | + | [#***=C: Merkezi (Santral). T-Ugta (Terminal), D- Degisken
(duyark), sulfametalczol
TI=Intermediat 30 _Tetrasiklin 18 mm-I 24h | -
ermediate Tsc Tetr: mim Galaktoz
(arada) C”"-Kloramfenikol 19 mm-S 48h | -
Dekarboksilaz Arijinin + 24h | +
Frulet
Testi Lizin - °f  Jagn |+
WNitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

M, gaz1 ohisumu

qT¢



Acinetobacter

406 / TK4-2

Vitek adu - Aerop - Glukoz
baumarnnii O/F Testi***
Vitek %o 99% Falcltatif anaerob + . |Sukroz
Istasyon Orta-3/1 Inert (etldsiz) - TSI Agar Testi Laktoz
24 ivi 24 o
Biiviime 24h IY[ Glukoz 4h |+ H,S olusumu
48 h IY1 48h | + Gaz olusumu
. YESILIMSIT
R 24h | - 24h
- BEYAZ Glukozdan Hareketlilik
Gérimnimii DUZGUN. gar olsumu 48 h 48 h
Koloni sbriintmii b AKISKAN -
oromt orinin® K enan DALGALI Sulros 24h | - | [Hemoliz Testi |Hemoliz ===
Yikeseldigi KONVEKS 48h | - Indol
DALGALL
N : o ) .
Yozeyi PARLAK Sorbital |- IMVIC Testi | o0 Rt
Hiicre sekli K ok-kokobasil 48 h - WVoges preskaner
Gram boyvama Gram (-) 24h - Sitrat
o
Spor bovama ve hiicre 'C sporh, Manmnitol ..
morfolotisi **+** sporsuz 48h | - Jelatini sivilagtirma
! kokobasiller .
Katalaz S :"‘l'l’b"“h‘d"‘“ e 24h | + | [Amilaz
Oksidaz R ullanum oz 48h | + | |Lipaz
Kapsiil bovama - Arab; 24h - Proteaz
abinoz
Lipit bovama - 48 h - Sevive 1
o — Selulaz .
Gm"™ -Gentamisin 18 mm-S 24n | + Seviye 2
Antibiogram testi- n Mannoz
Inhibisvon Na  -Nalididsik asit 16 mm-I 48h | + * 5 D.= Smr Degerde
zonlarlvmn capr SEIBG‘SPEkﬁﬂomiSiﬂ 13 mm-R Sellobivoz 24h | - ** R_V.= Reaksivon Vermedi
(mm) R=resistant [A'" Ampisilin 11 mm-R i 48h | - *=% ()/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
(dirench), Slc-Streptomisin 15 mm-5 24h | - *®%% g=Alfa. f=Beta, yY=Gamma
S=sensitive 25 o, : Trehaloz
(dhuyark) Co™ -Trimethoprin- 14 mm-1 48h | - | [*****C: Merkezi (Santral). T:-Ucta (Terminal), D: Degisken
I ]:;'lt : diat sulfametalczol
=Intermediate 30 — . s an | =
(arada) T"_-Tetrasildin mm Galaktoz
" _Kloramfenikol 11 mm-R 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h | -
Frukt
Testi Lizin RV.** “ Jasn |-
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon
Testi

N, gaz olisumu

9T¢



Bacillus cereus /

406 / IK4-3

Vitek ady Bacillus Aerop - Glukoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitek % Q0% Fakiiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
Istasyon Orta-3/1 Inert (etldsiz) + Laktoz +
2 Ivi 24 + 3 -
Biiviime 4h m Glukoz 4h H,S ohisumm
48 h Y1 48 h + Gaz olisumu -
: 24 _ 24
Rengi }'Lﬁgf B]%YAZ Glukozdan 24h N 24h
G Srimtimi DUZENSIZ, az ohusumu |48 b Hareketlilil 48 h
Sriiniimii YAVILAN g =1 -
DALGALL
- L H 3 " 3 Ta
Koloni goriimiimii Kenan LOBLU Sulroz 24h Hemoliz Testi |Hemoliz tiri o
Yiikesekdigi KONVEES 48 h Indol -
YUNUMSU.
Yiizevi PURUZLU, 24h - Metil kornmzisy +
e : Sorbitol IMVIC Testi ©
MAT
Hiicre sekli Basil 48 h - Voges preskauer +
Gram boyama Gram (+) 24h - Sitrat +z
+/C sporha, .
S boy: 7 : Mannitol
hg:::e ;}oi?:?u;i:i sisss sporsuz annee 48 h - Jelatini srvilastirma Tabalkah, +
streptobasiller Karbonhidrat
Katalaz ++ Lkullanmm: Ksioz 24 h + Amilaz +
Oksidaz - 48 h + Lipaz -
Kapsiil bovama - Arabi 24h - Proteaz +
Lipit bovama + aomoz 48 h - Seviye 1 -
0 — Selulaz ;
. . | Gm™ " -Gentamisin 20 mm- S 24h | + Seviye 2 -
Antibiogram testi-[——-— Mannoz
Inhibisvon Wa  -WNalididsik asit 18 mm-I 48 h + * § D= Smr Degerde
zonlarmm cap: S3wG-SIC?*Elfd:i-ﬂCrlfiil-if‘ll-rl 15 mm-T Sellobivoz 24h - ** R_V.= Reaksiyon Vermedi
(mm) R=resistant Alc—Ampisﬂ.in 0 mm-R i 48 h - ==% ()/F Testi= Olksidasvon-Fermantasyon Testi
(direnchi). SIC—SU’eptomisin 17 mm-S 24h | + *==2% a=Ala p=Beta, y=Gamma
S=sensitive 25 : Trehaloz
(Guyark). Cuif ‘Tr:gﬂl“’pm‘ 12 mm-T 48h | + | |*****C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal), D- Degisken
- : i
I=Intermediate ;3883_?8 .ol 20 S ih
- asilcin 20 mm- 24 -
(arada) etr Galaktoz
C*°_Kloramfenikol 21 mm-S 48 h -
Dekarboksilaz Arjinin + 24 h +
Frukt
Testi Lizin - oz 48h | +
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N> gan olusmmu

LT¢



Acinetobacter

Al54 M

Vitek ada ) Aerop + Ghikoz
haemolyvticus O/F Testi***
Vitek % 94% s Fakiltatif anacrob | -  |sukroz
Istasvon 20m'l Inert (etldsiz) - TSI Agar Testi Lakioz
24 Ivi 2 + 2
Biiyiime 4h m Glukoz 4h z HaS olusummu
48 h IYI 48h | +z Gaz olusumu
Rengi BEYAZ 24 h - 24 h
= = Ghakcozd
e DUZGUN, - O‘LZ 1:; sh Harekedlilik [,
Oriniimii AKISKAN g =1 -
e e o |Kenan DALGALI 24h |+/-| |Hemoliz Testi |Hemoliz tigria****
Koloni gorinimi KONVEKS Sulroz
Yiiksekligi : 48h | + fndol
e YASTIKSI °
Yazeyi DUZ, 24 h IMVIC Testi  |Metil krmuzisa
e PARLAK Sorbitol - HEE R
Hiicre sekli Kok-diplokok 48 h - Voges preskauer
Gram bovama Gram (-) 24h - Sitrat
- y +fl Mannitol
S{)Ur boyama ve /C sporlu, ARG 48 h - Jelatini srvilastirma
hiicre morfolojisi ***** SPOrsuz
Katalaz +zayif Karbonhidrat Ksil 24h + Amilaz
Oksidaz R Lkullanmm of 48h | + | |Lipaz
Kapsiil bovama - Arabi 24h - Proteaz
abinoz
Lipit bovama +/- 48 h - Sevive 1
0 — 5 Selulaz .
Antibiogram testi{Gm  -Gentamisin 18 mm- 5 Mannoz 24h + Seviye 2
Inhibisyon Nz~ -Nalididsik asit 17 mm-I ) 48h + * S D.= Smur Degerde
zomlarmm capt |5 100 g i omisin 14 mm-R Sctobivey  PPAE_L - | ** RV.= Reaksiyon Vermedi
(mm) . Alc—Ampisjlin 6 mm-R i 48h - *=%% O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasvon Test
R=resistant 0
(dirench), S -Streptomisin 16 mm-S 24h - =xxx oAl B=Beta, y=Gamma
_ iy 25 Ty i Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 12 mm-1 480 | + | |*****C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duyarl), sulfametalczol
I=Int diat 30_ asilclin 24 -5 24 h +
derme ate T3c Tetr mm Galakios
(a.ra a} C " -Kloramfenilcol 11 mm-R 48 h +
Dekarboksilaz Arjinin RV * 24 h -
Frult
Testi Lizin RV> o ash | +
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N, gan olusumu

8T¢



Acinetobacter

Al155/M-1

Vitekk adh N Aerop - Ghukoz
bavmarnii O/F Testi***
Vitek %o Q9% F aldiltatif anasrob + . |Sukroz
Istasyon 20m/2 Inert (etkisiz) - TSI Agar Testi Laktoz
Biiviime 24 h Ivi Ghedeos 24h | + H,S olusumu
- 48 h ivi 48h | + Gaz olusumu
. YESILIMSI
R 24 h - 24h
e BEYAZ Ghukozdan Hareketilik
Gortmtim DUZGUN, gaz oluywmm | 48 h
Koloni eériiniimii AKISKAN ]
olont gortinfimi I cnan DALGALI s 24 | - | |Hemoliz Testi |Hemolz tara==**
Wiikeseldigi KONVEEKS 48h | - Indol
PURUZLU,
Yiizevi PARLAK : 24h | - Metil karmuiziss
Kok Sorbitol IMVIC Testi
ok,
Hii kli = F. _ T
icre sekli ctafilokokobasil 48 h WVoges preskauer
Gram boyvama Gram (-) 24h | - Sitrat
Spor boyvama ve +/C sporhu, Mannitol
. - . e s SPOrsuz 48 h - Jelatini sivilastirma
hiicre morfolojisi ***** .
kokobasiller Karbonhidrat
Katalaz ++ kullanmm Ksiloz 24h | + Amilaz
Oksidaz - 48h | + Lipaz
Kapsiil boyama - Arabi 24h | - Proteaz
Lipit boyvama - abmoz 48h | - Selul Seviye 1
elulaz ;
Antibiogram testi-| Gm'"-Gentamisin 19 mm-S Mannos 24h | + Sewviye 2
Inhibisyon Na " Nalididsik asit 18 mm-I 48h | + | |* 5.D.= Suur Degerde
zonlarmm capt 5190 g itinomisin 14 mm-R . 24h | - | |** RV =Reaksiyon Vermedi
(mm) 10 Sellobivoz
R—resistant AT Ampisilin 7 mm-R 48h | - ==% (O)/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyon Testi
(direncli). SIC;_Sn’eptomisin 17 mm-S ol 24h | - ==EE o—Ala F=Beta, v—=Gamma
_ o 25 o . - T oz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 15 mm-T 48h | - | [*==**C: Merkesi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duryvarl), sulfametakczol
I=Intermediate I‘SC_'['en—a_qj]djn 24 mm-S Galakt 24nh | +
oz
(arada) C*"_Kloramfenilcol 13 mm-1 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin RV =* 24h | -
Frukt
Testi Lizin RV * o* 48h | -
Nitrat: nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon

Testi

N> gazi olusumm

6T¢C



Bacillus cereus /

Al155/M-2

Vitek ady Bacillus Aerop - Glukoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitek %o 90% F alkdiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
Istasvon 20m/2 Inert {etldsiz) + Lalktoz +
2 YT 2 + 2 -
Biiyiime 4h TYI Ghikoz 4h z H;S olusummu
48 h IY1 48h | + Gaz olismmu -
Rengi BEYAZ 24k | - 24h
= - Glukozd.
ot DUZENSIZ. . Oohf u;’iu et Harekedlilik [,
Sriiniirmii VAYILAN g g -
Koloni gériiniimii |Kenar Dfég?ér Sukroz 24 h Hemoliz Testi |Hemoliz tiirii™*** a
Yiikseldigi YUKSEK 48 h Indol -
YUNUMSU,
fizevi - e 24 - Metil krnazisy
Yuzeyi PURUZLU Sorbitol 4h IMVIC Testi | o0
Hiicre sekli Basil, kok 48h | - Voges preskauer
Gram boyvama Gram (+/-) 24h | - Sitrat -
+/C sporlu, .
S boy 4 : Mannitol
Eor oyama T.e. ..... sporsuz . 48 h - Jelatini sivilastirma Tabakah, +
hiicre morfolojisi ***** i :
streptobasiller .
Katalaz - Karbonhidrat i 24h | + | [Amilaz -
Oksidaz R kullanim oz 48h | + | |Lipaz -
Kapsiil boyama - Arabi 24h | - Proteaz +
abinoz
Lipit boyama + 48h | - Seviye 1 -
10 .. n - Selulaz 5
Antibiogram testi|Gm _-Gentamisin 21 mm-§ Mannos 24h | + Sevive 2 -
Inhibisyvon Na " Nalididsik asit 18 mm-I B 48h | + | |* S.D.= Suur Degerde
zonlarmmn cap: Se!’_Spelctinomisin 17 mm-I Sellobivor 24h | - == R W = Realksivon Vermedi
(mm) . Am—Ampisilin 0 mm-R i 48h | - =*% /F Testi= Oksidasvon-Fermantasyon Testi
R=resistant 0
(direncli), S”-Streptomisin 18 mm-S 24n | + =x%% o Alfa f=Beta, y=Gamma
- A 23 _Tr . Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 0 mm-R 48h | + | |[#***=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal), D- Degisken
(chavarh), sulfametakzol
I=Int diat *0_Tetrasildin 21 mm-S 24h | -
derme ate T3G Tetr mim Galaktoz
(arada) C"-Kloramfenilcol 20 mm-S 48 h | -
Dekarboksilaz Arjinin + 24h | +
Frukt
Testi Lizin - o 48h | +
WNitrats nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

M gaz olusurmu

0¢¢



Barcillus cereus /

Al56 M

Vitel adu Bacillus Aerop - Glukcoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitek %o 86% Fakdiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sulroz +
istasvon 20m'3 Inert (etldsiz) + Laktoz +
24 Iyl 24 + N -
Biiyiime 4h m Ghikoz 4 h H,S olusumu
48 h I¥T 48 h | + Gaz olhisumu -
Rengi BEYAZ 24h | - 24h
— — Glulcozdan -
G oriiniimii PURUZLU. gaz olusumu |48 h - Harekeilik 48 h
DALGALI
LOBLU.
- . - - HE T e T
Koloni giriiniimii Kenan DALGALIT Sulroz 24 h Hemoliz Testi |Hemoliz tiiri o
Yiikesekdigi DUZ, YUKSEK 48 h Indol -
YUNUMSU,
Yiizeyi PURUZLU, 24h | - Metil krmizis: +
i MAT Sorbitol IMVIC Testi ©
Hiicre sekli Basil, basil 48 h | - WVoges preskaner -
Gram bovama Gram (+/-) 24h | - Sitrat +z
+/C sporha, .
S boy 7 : Mannitol
!-)or oyama T.e. ..... SpoOrsuz © 48 h - Jelatini srvilastirma Tabalkah, +
hiicre morfolojisi ***** .
streptobasiller Karbonhidrat
Katalaz ++ kullanmm Ksiloz 24h | + Amilaz +
Oksidaz - 48h | + Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit bovama + abmoz 48 h | - Selul Sevive 1 -
elulaz ;
Antibiogram testi-| Gm'"-Gentamisin 22 mm-S Mannoz 24h | + Seviye 2 -
Inhibisyon MNa 0 Nalididsile asit 17 mm- I ) 48h | + | |* S.D.= Suur Degerde
zonlarmm capt g 100 o ) yinomisin 15 mm-I cetobivor  PAEL - | [** RV=Reaksivon Vermedi
(mm) AL Ampisilin 0 mm-R i 48h | - | |*** O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
R=resistant 0 - T
(direnck). 5™ -Streptomisin 18 mm-5 24h | + =225 oo AWa P=Beta, y=Gamma
- g 25 Ty i Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 0 mm-R 48h | + | |****=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duvarh), sulfametakzol
I=Intermediate T3®_Tetrasildin 22 mm-S Galaks 24n | -
oz
(arada) C*"_Kloramfenilkol 23 mm-5 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin + 24h | +
Testi Lizin - Frultoz 48h | +
Nitrat: nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon
Testi

N> gar oliswmm

| Y44



AYIRT

421 iK4

LEL _
Vitel adh EDIff {EDI Aerop - Glulkoz -
_mow ) |oF Testiz==
Discriminatior) .
Vitek % 0% Fakiiltatif anacrob | + | | L oLA&ar Testi [q 1 oe R
Istasyon Ic/3 Inert (etkisiz) - Laktoz -
Biiyviime 24h Ivi Ghikoz 24h |4z H,S olasumu _
- 48 h ivi 48h | + Gaz oliyumn -
Rengi SARI Ghikozdan |24k | - - 24h -
H keetlililz
Goritntimi NOKTALI gaz ohsurm |48 h | - aresett 48 h -
_ ¥ _ - - I T
Koloni goriiniimii Kenan _ ul Sukroz 24h Hemoliz Testi '_[-[a:uohz il ¥
Yiilcseldigi DUZ 48 h - Indol -
PURUZLU,
Yiizevi NDKTALf 24h | - Metil kemrrmzis -
Kokobasi Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre sekli ,0 ,0 - 48 h | - WVoges preskauer -
Vibriobasil
Gram boyama Gram (+/-) 24h | - Sitrat +
(-) wibrio-basiller .
S boy ; Mannitol
Emr ovama ‘.‘.e. ..... mukus iginde gibi ° 48h | - Jelatini srvilastirma -
hiicre morfolojisi ***** T
gorimmityorlar
Katalaz + Karbonhidrat Ksiloz 24 h |+/-| |Amilaz -
Oksidaz + kullanm 48h | - Lipaz Z
Kapsiil boyvama - Arabi 24h | - Proteaz -
abinoz
Lipit boyvama - 48h | - Seviye 1 +/-
PP . 10 . . 14 I in _ Selulaz Sevive 2 i}
Antibiogram testi-|Gm ™ -Gentamisin o Mannoz - EVIye &
Inhibisyon Na P -Nalididsik asit 21 mm-S ) 48h | - * 5 D = Smar Degerde
zonlarmm capt 5. 190 g o ptinomisin 14 mm-R setiobivey PR, - | [** RV.= Reaksivon Vermedi
gl_[::sistant AIC-AmPiSﬂjﬂ 0 mm-R i 48h | - =*% O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
(direncli). Slc;_Sn’E:ptomisin 0 mm-R .y 24h | - w==E% o—Alfa F=Beta, v—Gamma
_ o 25 o . o T oz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 0 mm-R a8h | - | [****=C- Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D Degisien
(chryarl), sulfametakzol
I=Intermediate T*%_Tetrasiklin 30 mm-S Galait 24h | -
oz
(arada) C*"_Kloramfenikol 18 mm-S 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin RV == 24h | -
Frukt
Testi Lizin RV *= o 48h | -
Denitrifilkasyvon WNitrat nitrite indirgeme +

Testi

N> gan olnswmu

¢ce



Bacillus cereus /

429 iK4

Vitek ada Bacillus Aerop - Glukoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitek %o 0% F alqiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
Istasyon /3 Inert (ethisiz) + Laktoz +
2 Ivi 2 + 2 -
Biiyvime 4h IY'[ Glukoz 4h H>S olusumm
48 h IY1 48h | + Gaz ohismmu -
Rengi MAT BEYAZ 24h | - 24 h
Glukozd
ot NOKTALL - 0‘;’5 l:;u ish Hareketlilik |
Griiniimil YAVILAN g F -
Koloni giriiniimii FLAMENTL],
g Kenan DALGALI, Sukroz 24h | + Hemoliz Testi |Hemoliz tirii®*** o
LOBLU
Yiikcseldigi DUZ, YUKSEK 48h | + Indol -
Yiizeyi PURUZLU 24h | - Metil kenrmizisa +
- Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre sekli Basil orone 48h | - es Voges preskaner -
Gram boyvama Gram (+) 24h | - Sitrat "+z
+/C sporha, .
S boy ; : Manmnitol
!-)or oyama ‘-s-e- ..... SpOrsuz @ 48 h - Jelatini sivilastirma Tabakah. +
hiicre morfolojisi ***** .
streptobasiller .
Katalaz + f"l'l”b"“h‘d"‘“ iy 24n | + | [Amilaz ¥
oz
Oksidaz - ufanumt 48h | + | |Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24h | - Proteaz ++
Lipit boyvama + aomoz 48h | - S Seviye 1 +
elulaz ;
Antibiogram testi|Gm'®-Gentamisin 21 mm-5 Mannos 24h | + Seviye 2 +
Inhibisyon Na ' Nalididsik asit 21 mm-S ) 48h | + | |* $.D.= Suur Degerde
zonlarmm capt |5 100 g prinomisin 20 mm-S , 24h | - | |** B.V.= Reaksivon Vermedi
(mm) 10 . Sellobivoz - . . .
\ A7 -Ampisilin 0 mm-R 48 h |+/-| |*** O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
R=resistant o
(direncl). S -Streptomisin 20 mm-5S 24 h =222 oAty P=Beta. =G a
_ ey 25 Tr i Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 18 mm-S 48h | + | |****=C- Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duyarh), sulfametakzol
I=Int dliat 30_ ilcli 23 mm-S 24h | -
dEfme are Tsc Tetrasiklin T Galalctoz
(arada) C~ " -Kloramfenilcol 24 mim-S 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin + 24h | +
Frukt
Testi Lizin - o 48h | +
Witrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N2 gaz olusumn

€cc



Spingomonas

65 IK1

Vitek adr ) . HAerop Glukoz +/-
paucimobilis O/F Testi***
es
Vitek % 89%% Fakiiltatif anaerob . |Sukroz +/-
Istasyon Orta-3 Inert (etldsiz) TSI Agar Testi Laktoz +/-
2.4 Vi pr - _
Biiyiime 24h ].'Y'[ Ghikoz 24 h H;S olusumm
48 h IY1 48 h Gaz olusumu -
Rengi BEYAZ Glulkcozdan 24 h - 24 h -
H ketlilil
Gorantma DALGALI gaz olgunm |48 h aremetit 48 h -
LOBLTU,
Kenan § 24 h Hemoliz Testi |Hemoliz tiirii**** Y
DATGALI Sulroz
Koloni giriiniimii YUKSEK. :
Yiiksekligi : 48 h Indol -
e KONVEKS °
DALGALT,
Yiizevi PURUZLU. . 24 h IMVIC Testi Metil kormmiziss -
Sorbitol
MAT
Hiicre sekli Basil 48 h WVoges preskauer -
Gram bovama Gram (-) 24 h Sitrat +
7 i +/ Mannitol -
Sgor boyama T.e. ..... 'c sporh:1= © 48 h Jelatini srvilastirma Uremedi
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller i
Katalaz T+ Karbonhidrat e 24h Amilaz -
Olksidaz ¥ kullanmu oz 48h Lipaz -
Kapsiil boyama - Arabi 24 h Proteaz -
abinoz
Lipit boyama - 48 h Seviye 1 -
10 . - - Selulaz -
Antibiogram testi|Gm -Gentamisin 24 mm-5 Mannoz 24 h Seviye 2 -
Inhibisyon Na®? Nalididsik asit 13 mm-R ) 48 h * S D.= Suwr Degerde
zonlarmm capt | 100 g, i omisin 22 mm-S , 24 h ** R V.= Reaksivon Vermedi
(mm) 10 . - Sellobiyoz . . .
. A" -Ampisilin 14 mm-5.D. 48 h ==% (/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
R=resistant o
(dirench), S _Streptomisin 22 mm-S 24 h *xxx o= Alfy B=Beta. y=Gamma
- iy 25 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 30 mm-S 4%h sxxexC- Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(dayark), sufametakzol
I=Int diat 30_ ikl 34 mm-S 24h
derme ate Tsc Tetrasiklin mm Galaktoz
(arada) C~ " -Kloramfenikol 18 mm-5 48 h
Dekarboksilaz Arjinin R W == 24 h
Frulct
Testi Lizin RV ** o* 48 h
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

N> gaz1 olugumu

444




AYIRT

301 /iK3-1

—— _
Vitek adr EDL;LE I:EDI Aerop - Glukoz +
= | | OF Testi===
Discrimination) .
Vitek % 0% Fakltatf anaerob | - | |LoL Agar Testi o, o7 ¥
Istasvon Orta-3/3 Inert (etkisiz) + Laktoz +
24 VI 24 . -
Biiyiime 24h 1"1:"[ Ghikoz 240 | + H-S olusumu
48 h IY1 48h | + Gaz olugumn -
Rengi BEYAZ 24h | - 24h
et DUZENSIZ. G:Zl;:d:;u Sk Hareketlilik [,
Sriiniimii DAGILAN g £ -
Koloni gériiniimii |Kenar DALGALI Suleroz 24h | + Hemoliz Testi |Hemoliz tirin™*** o
Yiikesekligi YUKSEK 48h | + Indol -
PURUZLU,
fizeyi y 24 - Metil kirmiziss +
Yuzeyl DALGALI Sorbitol 4h IMVIC Testi | o0
Hiicre sekli Basil 48h | - Voges preskauer -
Gram bovama Gram (+) 24h | - Sitrat +
; 4 Mannitol
SEM boyama ‘..e. ..... +/C sporh basiller annte 48h | - Jelatini srvilastirma Tabakah +
hiicre morfolojisi *****
Katalaz ++ Karbonhid Ksil 24h | + Amilaz +
oz
Oksidaz - . "l'l” onhidrat 18h | + | |Lipaz B
Kapsiil bovama - i Arabi 24h | - Proteaz +
abinoz
Lipit bovama + 48h | - Selul Sevive 1 -
elulaz -
Antibiogram testi- Gm'°-Gentamisin 21 mm-5 Mannoz 24h | + Sevive 2 -
Inhibisyon Na " Nalididsik asit 21 mm-S ) 48h | + | |* SD.= Smur Degerde
zonlarmm ¢apt [, 100_ g in omisin 18 mm-S . 24h | - | |** R.V.=Reaksiyon Vermedi
(mm) 0 — Sellobivoz i i .
. A7 -Ampisilin 0 mm-R 48h | - =% O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasvon Test
R=resistant 0
(dirench). S -Streptomisin 20 mm-S 24h | + ==EE g=Alfa p=Beta. yY—Gamma
_ ey 25 o . Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 20 mm-S 48h | + | |****=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duvark), sulfametakzol
I=Int diat 30_ asilclin 24 -S 24h | -
derme ate T3c Tetr fuaiast Galaktoz
(arada) C™" -Kloramfenikol 25 mm-S 48h | -
Dekarboksilaz Arijinin + 24h | +
Testi Lizin - Fruktoz 48h | +
Nitraty nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon
Testi

N, gazi olusumm

STA4




Brevibacillus

Vitek adi Aerop - Ghikoz —+
laterasporus O/F Testi***
Vitek % £5% Falciltatif anaerob - TSI A Teost: Sukroz +
Istasvon Orta-3/3 Inert (etldsiz) + Agar lestl Laktoz +
24 Ivi 2+ + 5 -
Biiyiime 4h m Glukoz 4h H,S olisumu
48 h IYT 48 h + Garz ohisumu -
Rengi BEYAZ 24 h - 24 h
— — Ghakozdan .
Goriiniimi Igf;;if: gaz olusumu |48 h - Hareketlilik 48 h +
Koloni giriiniimii |Kenan DALGALI Sulroz 24 h + Hemoliz Testi |Hemoliz timri™*** o
Yiikesekdigi YUKSEK 48h | + Indol -
PURUZLU,
Yiizevi DALGAL [' 24h - Metil karmizis +
— — Sorbitol IMVIC Testi
. . Buyik-kiciik .
Hiicre sekli basil 48h - Voges preskauner -
Gram boyama Gram (+) 24h - Sitrat +
N . -+ Mannitol
S?OF boyama ‘-;-e- ..... c s.pcrhl anmte 48 h - Jelatini svilastirma Tabakah, +
hiicre morfolojisi *****= basiller
Katalaz + Karboohidrat Ksiloz 24h + Amilaz +
Oksidaz - kullanmm 48h | + | [Lipaz -
K.al.)siil bovama - Arabinoz 24h - Proteaz . +
Lipit bovama + 48 h - Selal Sevive 1 -
elulaz -
Antibiogram testi/ Gm"’-Gentamisin 23 mm-5 Manooz 24 h + Sevive 2 -
Inhibisyon Na U Nalididsik asit 22 mm-S 48 h + * 5 D = Smur Degerde
zonlarmm capt  |5.1%0_ g ektinomisin 15 mm-I selobives PR | |** RV.=Reaksiyon Vermedi
g:'le}sistant Alc—Ampisi]jn 0 mm-R i 48h - =%% (/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyvon Testi
(direncli). Slc-Streptom.isin 21 mm-S 24 h + =2x% g=Alfa f=Beta, y=Gamma
_ iy 25 Ty i Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 18 mm-S 48h | - | |****=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D: Degisken
(duvarl), sulfametakzol
I=Intermediat 30_ ikcli 22 mm-S 24h | -
dcrme ate Tsc Tetrasiklin mm Galaktor
(arada) 7" -Kloramfenikol 23 mm-5 48 h -
Dekarboksilaz Arjinin + 24 h +
Frukt
Testi Lizin - o 48h | +
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

N> gan olusmmu

301 /1iK3-2
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TANIMILANA

447 iK4

M
Vitek ady Py jﬂz‘; . Aerop - Ghakoz +
aerified | | o/F Testix*=
Organism) .
Vitek % 0% Fakiltatif anaerob | - | |* o 8ar Testi g0z +
Istasyon Dis-7/1 Inert (etkisiz) + Laktoz +
24 Iyi 2 + 2
Biiviime 4h IY'[ Ghuiloz 4h H,S olusummu
48 h IY1 48h | + Gaz olusumu -
Rengi BEYAZ 24h | - 24 h +
= - Ghkozd
S DUZENLL - 0‘;’: uaiu st Hareketlilik |, R
Oriniimii DAGILAN g F -
Koloni goriniimii |Kenan DALGALI Sukroz 24h | + Hemoliz Testi |Hemoliz tirii®*** o
Yiiksekligi YUKSEK 48h | + Indol -
DALGALIL
fizevi ; 2 - Metil krmizis: +
Yuzeyi PARLAK Sorbitol 4h IMVIC Testi | oo
Hiicre sekh Basil 48h | - WVoges preskauner -
Gram bovama Gram (+) 24h | - Sitrat +
- 4 +l Mannitol
S{)or boyama ?.e. ..... c S.IC)O-I’hl annte 48h | - Jelatini stvilastirma Tabalcah, +
hiicre morfolojisi ****= basiller
Katalaz + . Ksil 24h | + | |Amilaz +
Olsidaz _ Larbonhidrat oz 48h | + | [Tipaz -
Kapsiil bovama - [ Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit bovama + abmoz 48h | - Selul Sevive 1 -
elulaz -
Antibiogram testi| Gm '’ Gentamisin 23 mm-S Mannoz 24h | + Seviye 2 -
Inhibisyon Na ? Nalididsik asit 23 mm-S 48h | + | |* SD = Smur Degerde
zomlarmm ¢ap1 |5 100 g tinomisin 16 mm-I setobiver  PPHEL | |** RV.=Reaksivon Vermed
(mm) , AIC—Ampisi]jn 0 mm-R i 48h | - ==% O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasvon Test
R=resistant T
(dirench). S -Streptomisin 20 mm-5 24h | + ==2%% g=Alfa f=Beta, y=Gamma
_ e 25 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 20 mm-$ 48k | + | |*****C- Merkezi (Santral). T-Ugta (Terminal). D- Degisken
(duvark), sulfametakzol
I=Int diat 30_ asilkdin 24 -5 24h | -
ermediate T "-Tetr mim Galaktoz
(arada) C*"_Kloramfenikol 25 mm-S 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin + 24h | +
Frule
Testi Lizin - oF 18h | +
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

M, gaz1 olisumu

Lic



Bacillus cerews /

171 IK2

Vitek ad Bacillus Aerop - Glukoz +
thuringiensis O/F Testi™>*
Vitelk %o 85% Faldiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
Istasyon Orta-3/1 Inert (etldisiz) + Laktoz +
2 Ivi 2 + 2 -
Biiviime 4h ]_'Y'[ Glukoz 4 h FoS olisumu
48 h IY1 48h | + Gaz ohisummn -
SARIMSI
Rengi Ghalcozd 24h | - 24 h +
e BEYAZ A Hareketlilik ‘
Gorunnma DALGALI g i 48h | - 48 h T2
DATLGALI.
- 7 - - oy e
Koloni goriimiimii | ~o"2" FLAMENTLI Sukroz 4h Hemoliz Testi  |Hemoliz furt o
Yiileseldigi YUK SEK 48 h Indol -
DATLGALI.
Yiizevi MAT,. . 24 h - . . Metil konuzisy +
YUNUMST Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre sekli Basil-streptobasil 48 h - Voges preskauer -
Gram bovama Gram (+) 24h | - Sitrat -
7 i +/ Mannitol
S!:-mr boyama il 'c sporh:1= anne 48h | - Jelatini srvilastirma Tabakah, +
hiicre morfolojisi ****~* sporsuz basiller .
Katalaz S+ Karbonhidrat e 244 | + | [Amilaz ¥
Oksidaz B kullanimz oz a8h | - | [Lipaz B
Kapsiil bovama - Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit bovama + abmoz 48 h - Solul Sevive 1 +/-
elulaz -
Antibiogram testi]Gm'’-Gentamisin 23 mm-S Monos 24h | + Seviye 2 _
Inhibisyon Na " -Nalididsik asit 23 mm-S ) 48h | + | |* S.D.= S Degerde
zonlarmm cap: Se!?_Spelctinomisin 16 mm-I . 24h | - == R % — Realksivon Vermedi
(mm) 0 Sellobivoz
. A7 -Ampisilin 0 mm-R 48h | - ==% O/F Testi= Oksidasyvon-Fermantasvon Testi
R=resistant o
(dirench), 5" -Streptomisin 20 mm-S 24h | + =xx% oo Alfy B=Beta. y—Gamma
- i 25 T Sm Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 18 mm-S a8h | + | |*****C: Merkesi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duvarh), sulfametakzol
I=Intermediat 30 _Tetrasiklin 20 mm-S 24h | -
ccate I _Tew Galaktoz
(arada) C*"_Kloramfenikol 25 mm-S 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h | +
Testi Lizin - Fruktoz 48h | +
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N> gazn olusumu

8¢¢




TANIMTANA

181 iK2

M
Vitek adu (L’_m'j:?i‘;‘ig . Aerop - Ghakoz +
Orgarismi) O/F Testi=== i
Vitek % 0% Fakaultatif anaerob | - | | 1oL Agar Testi 15,0, -
istasvon Dis-7/2 Inert (etkisiz) + Laktoz -
24 %] 24 - _
Biiyiime 24h m Glulcoz 24h | + H2S oluigumu
48 h I¥1T 48h | + Gaz ohsummn -
Rengi BEYAZ 24h | - 24 h +z
Glulcozdan -
Gariniimii gﬁ%ﬁ; gaz olusumm |48 h - Hareketlilik 48 h +z
e .. |Kenan DALGALI 24h | + Hemoliz Testi |Hemoliz tiwii**** o
Koloni goriiniimii — — Sukroz -
Yitksekdigi YUKSEK 48 h | + Indol -
YUNUMSU,
Y i NMAT, 24 h - Metil karmuzisy +
Hees PURGZLD Sorbitol IMVIC Testi =
Hiicre sekli Basil 48 h - WVoges preskauner -
Gram bovama Gram (+) 24h - Sitrat -
v 7 +/ Mannitol
S!:-ror boyama ‘..e. ,,,,, c sporl'.u= © 48 h - Jelatini srlastirma Tabakah. +
hiicre morfolojisi *™>*~ sporsuz basiller,
Katalaz +++ Karhonhidrat Ksiloz 24h | + Amilaz +
Oksidaz - kullanmmy 48h | + Lipaz -
l(-al?siil bovama - Arabinoz 24h - Proteaz . +
Lipit bovama + 48 h - Selul Sevive 1 +/-
elulaz )
Antibiogram testi-| Gm'’-Gentamisin 20 mm-S Mannoz 24h | + Seviye 2 -
Inhibisyvon Na ' Natididsik asit 19 mm-S 48h | + *= 5 D = Smr Degerde
zonlarmm capt [, 100_ g0 ctinomisin 13 mm-R Sclobiver P4 L - | [** RV.=Reaksiyon Vermedi
(mm) A Ampisilin 0 mm-R i 48 h | +/-| |[*** O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
R=resistant 0 § T
(dirench), S -Streptomisin 15 mm-S 2490 | + =x%% o—Aln B=Beta. y—Gamma
- ey 25 Ty i Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 13 mm- I agh | + | |**=*=C: Merkezi (SantraD), T-Ucta (Terminal), D: Degisken
(duvark), sulfametalczol
I=Intermediate T3°_Tetrasiklin 22 mm-S Galuikt 24b | -
oz
(arada) C>°_Kloramfenikol 23 mm-S 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin + 24h | +
Frulct
Testi Lizin - ot 48h | +
Witrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon
Testi

N> gan olhiswmn

6¢¢




Brevundimona

Vitel ady 5 diminuta / Aerop - Glukoz -
vesicularis O/F Testi®™**
Vitek %o Q9% F akiiltatif anaerob + TSI Agar Testi |Sukroz -
istasyvon Dis-7/1 Inert (etkisiz) - Laktoz -
Biiviime 24 h ivi Ghukos 24h | + H.S olusumu -
- 48 h ivi 48 h | + Gaz olusumu -
SARIMSI.
Rengi : 24h | - 24 h -
el BEYAZ Ghikozdan Hareletlilik
G Srtintims DUZENSIZ, gar olhsmmm 48 h 4% h
Oriiniimil DAGINTE - -
. DATLGALI
Koloni gériinimii |Kenan o 24h | - Hemoliz Testi |Hemoliz tira**** ¥
LOBLU Sukroz
KONVEKS, -
Tiiksekligi : 48 h | - Indol -
e YASTIKSI °
PARTLAK,
fzevi : 24 _ v i ; -
Yitzevi DALGALI Sorbitol 24 h IMVIC Testi Metil kenrmurisa
Hiicre sekli Vibriobasil 48 h | - Voges preskauner -
Gram bovama Gram (-) 24 h - Sitrat +
7 ; + Mannitol
SENH' boyama ‘"e_ _____ c sporl‘lu= anmttoe 48 h | - Jelatini sivilastuirma -
hiicre morfolojisi **>*= sporsuz basiller.| |Karbonhidrat
Katalaz ++ kullanmm Ksiloz 24h | + Amilaz -
Oksidaz - 48h | + Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24h | - Proteaz -
Lipit bovama +/- abmoz 48 h - Selul Seviye 1 +/-
elulaz ;
Antibiogram testi- Gm'"-Gentamisin 15 mm-S Mannoz 24h | + Sevive 2 -
Inhibisyon Na ' _MNalididsik asit 14 mum- T 48h | + = S D= Sir Degerde
zonlarmm cap: Se!??_Spelktinomisin 13 mm-R ) 24h | - == RV = Reaksivon Vermedi
(mm) 0 Sellobiyoz
R istant AT - Ampisilin g mm-R 48h | - === O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasvon Test
e 51°_Streptomisin 14 mm-1 24h **** a=Alfa. f=Beta, y=Gamma
(direncli). -Strep e - Y=
- e <> _Tri H. T oz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 12 mm-T a8 h | - | |#***=C:- Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duyarl), sulfametakzol
I=Intermediate T30 _Tetrasillin 21 mm-5S Galaic 24 h +
oz
(arada) C*_Kloramfenikol 13 mm-I 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin R W *= 24 h | -
Frukt
Testi Lizin RV *= o 48h | -
Witrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasvon

Testi N- gan olusumn

461 IK4

0€¢



AYIRT

189 iK2

_— _
Vitek ady EDIff {EDI Aerop - Glukoz +
e | |orF Testi===
Discriminatior) .
Vitek % 0% Falciiltatif anaerob | _ | [LoLAgar Testi [g, 007 -
istasyvon Dhs-7/2 Inert (etkisiz) + Laktoz -
by vi 2 + 2 -
Biiyviime 4h m Glukcoz 4 h HaS olusumu
48 h IY1 48h | + Garz ohismmu -
. YESILIMSIT
R 24h | - 24 h +
e BEYAZ Ghikozdan .
= — Hareketlilik
vt KOKSU. gaz olusumm | o 48h +
Kolomi «triimtim b IPLIKSI -
oloni girinimii -
g Kenan FLAMENTLI Sukroz 24 h - Hemoliz Testi |Hemoliz tiria®**>** o
Yiikeseldigi YUKSEK 48h | - Indol -
DATGATI,
izeyi R 24 - Metil kormmizisy +
Yuzeyi PURUZLU Sorbitol 4h IMVIC Testi | o0
Hiicre sekli Basil 48h | - Voges preskauer +
Gram bovama Gram (+) 24 h - Sitrat -
Spor boyvama ve +/'C sporta, Mannitol .. Tamamu smvi.
= : 4 - Jelati lastu )
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller 48h elatmm sivilagtirma -
Katalaz + Karbonhidrat K< 24h | + Amilaz +
Oksidaz + kullanim o 48h | + Lipaz -
Kapsiil bovama - Arabi 24 h - Proteaz +
Lipit boyvama + abmoz 48 h - Seviye 1 -
10 .. ~ > - Selulaz -
Antibiogram testi|Gm™ -Gentamisin 20 mm-S Mannoz 24 h |+/- Seviye 2 -
Inhibisyon Na>° Nalididsik asit 18 mm-S ) 48h | - * S D.= Siur Degerde
zonlarmm capt 5100 g, ictinomisin 18 mm-§ Sellobives  PHELT| |** RV.=Reaksiyon Vermedi
(mm) . Alc—Ampisilin 0 mm-R ) 48 h | += *=*% (OWF Testi= Oksidasyon-Fermantasvon Test
R=resistant 0
(dirench). 57 -Streptomisin 18 mm-5 24h | + *=x%% o= Ala B=Beta. =G a
- e 25 T - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 0 mm-R 48h | + | |*****C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duvarl), sulfametakzol
I=Int dliat 30_ ilcli 24 mm-S 24 h |+/-
ermediate T Tetrasiklin T Galaktoz
(arada) C*°_Kloramfenikol 24 mm-S 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin - 24 h |+/-
Frukt
Testi Lizin - oz 48h | -
WNitrat nitrite indirgeme +

Denitrifilkasyvon

Testi

N2 gan olusmmm

1€¢




Bacillus cereus /

3181IK3

Vitel adu Bacillus Aerop - Glulkoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitels %0 B25% Faldiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
istasvon Ic/3 Inert (etldsiz) + Laktoz +
24 v oy - _
Biiyiime 24 h ].'Y'[ Glukoz 249h | + H-5 olusummm
48 h IY1 48h | + Gaz olnsmmu -
Rengi BEYAZ 24h | - 24 h
= - Glukozd
. DUZENSIZ. - Gohj uajm isn Hareketliik [
fal gl aibhuuii] DAGINIK g F -
LOBLT.
e [Kenan ) 24h | + Hemoliz Testi |Hemoliz timrii®*** o
Koloni goriiniimii DATLGALI
YUKSEK Suleroz
Yiileselkdigi : 48h | + Indol -
e KONVEKS °
TUNUMSU,
fizeyi o o 24 - Metil lermuzis: +
Yuzeyi PURUZLU , 4 IMVIC Testi | o0
Sorbitol
Hiicre sekli Basil -streptobasil 48 h - Voges preskauer +
Gram bovama Gram (+) 24h - Sitrat -
v 4 + Mannitol
S!:-mr boyama T.e. ..... c Sp(}rh:l= . 48 h - Jelatini sivilasturma Tabakah, +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller Karbonhidrat
Katalaz ++ kullanmm ) 249h | + Amilaz +
" Ksiloz -
Oksidaz - 48h | + Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24 h - Proteaz +
abinoz
Lipit bovama + 48 h - Selul Seviye 1 +
elulaz ;
Antibiogram testi-| Gm'"-Gentamisin 19 mm-S Mannos 24h | + Seviye 2 +
Inhibisyon Na*-Nalididsik asit 18 mm-S ) 48h | + | |* S.D.= Suur Degerde
zonlanmm capt |5 100 g cptinomisin 15 mm-1 Settobiver PR - | |** RV.=Reaksiyon Vermed
(mm) \ Alc—Ampisﬂiﬂ 0 mm-R ) 48 h - =*% (O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyvon Test
R=resistant 0
(direncli), S -Streptomisin 17 mm-5S 249nh | + =x%% o= Alfs B=Beta, y=Gamma
- g 25 Ty in- Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 7 mm-R a8h | + | |****=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal), D- Degisken
(duvarh), sulfametalczol
I=Intermediate T3®_Tetrasildin 20 mm-S Galaton 24n | -
(arada) C*°_Kloramfenikol 22 mm-S 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin + 24h | +
Frulct:
Testi Lizin - o 48h | +
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N> gar olismmm

¢ee



AYIRT

193 /iK2-1

— .
Vitek ada EDIff {EDI Aerop - Ghikoz +
ow
N - O/F Testi~**
Discrimination) .
Vitek % 0% Fakultatif anacrob | + | |ToLAgar Testi [q oz -
Istasvon Orta-3/2 Inert (etkdsiz) - Laktoz -
24 vl 2+ + 2 -
Biiviime 4h IY'[ Glulkcoz 4h oS olusumu
48 h I¥1 48h | + Gaz olusumu -
BEYAZ.
Rengi : Glukozd 24h | - 24 h -
e SARIMSI e Hareketlilik
Gorantmi NOKTALI g F 48h | - 48 h -
Koloni goriinimii |Kenan - Sulroz 24 h |+/-| |Hemoliz Testi |Hemoliz tiirii™=*** Y
Yiikeselkdigi DUZ, YUKSEK 48h | + Indol -
PARLAK.
Yiizevi PLRUZLU 24 h - Metil krnmzisa +
— Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre sekli Buytike kolc- 48 h Vi sk
_ stafilokolkdar - oges preskaner -
Gram boyvama Gram (+) 24 h - Sitrat -
Spor hoyvama ve . Mannitol .. - .
. he . s +/C sporha koklar 48 h - Jelatini sivilastirma Tremedi
hiicre morfolojisi *****
Katalaz +++ Karbonhidrat Ksil 24h0 | + Amilaz -
oz
Oksidaz - kullanmmm 48h | + Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24 h - Proteaz -
Lipit boyvama - abmoz 48 h - Seviye 1 +/-
0 — Selulaz -
Antibiogram testi{Gm  -Gentamisin 24 mm-5 24h | + Seviye 2 -
o Mannoz
Inhibisyvon Na ' Nalididsik asit 15 mum-1 48h | + = 5 D= Smwr Degerde
zonlarmm capt |5 100 g inomisin 13 mm-R . 24h | - | |** RV .= Reaksiyon Vermedi
() 10 . 5 Sellobivoz . . .
. AT -Ampisilin 12 mm-R 48 h - =% O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Test
R=resistant 0
(direncl). S -Streptomisin 11 mm-R 24h | + ==== o= Alfs f=Beta, y=Gamma
_ ey 25 _Tri - Trehaloz
S=sensitive Co™" -Trimethoprin 22 mm-S 48h | + | |*=====C: Merkezi (Santral). TUcta (Terminal). D: Desgisken
(duyark), sulfametalkzol
I=Int diat 50 ilcli 24 mm-S 24h | -
da'me ate 1“30 Tetrasiklin mm Galakios
(arada) C7" -Kloramfenikol 24 mm-S 48 h -
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h | +
Frukt:
Testi Lizin - i 48h | +
Nitran nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

N> gan olisumu

€ec



Bacillus cereus /

193 /IK2-2

Vitek adu Bacillus Aerop Glukoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitek %o 85% Falqiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
stasyon Orta-3/2 Inert (etkisiz) + Laktoz +
24 Ivi 24 + )
Biiyiime 4 h m Ghukoz 4 h H-S olusumu
48 h IYI 48h | + Gaz ohisumn -
Rengi BEYAZ Glukozdan |24k | - - 24 h +
— - Hareketlilik
Goriintmi DUZENSIZ gaz olgumn [48h | - areretin 48h n
LOBLU,
: s H . o HiEEE
Kolont eriming Kenan DALGALI Sukroz 24h Hemoliz Testi |Hemoliz tiirii o
£ Yitksekligi YUKSEK 48h | + Indol -
PURUZLU,
Yiizeyi DALGALL Sorbitol 24h | - IMVIC Testi Metil karnuzisy +
PARLAK
Hiicre sekli Streptobasil 48h | - WVoges preskauer -
Gram bovama Gram (+) 24h | - Sitrat -
4 ; -+ Mannitol
S?UF boyama ‘..e. ..... c SpOI’hIL annio 48h | += Jelatini srilastirma Tabalah, +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller
Katalaz ++ Karbonhidrat Ksiloz 24h | + Amilaz +
Oksidaz - kullanim 48h | + Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit boyvama + abmoz 48h | - Selul Sevive 1 +/-
elulaz -
Antibiogram testi- Gm'’-Gentamisin 20 mm-S Mannoz 24h | +=z Sevive 2 -
Inhibisyvon Na-"_Nalididsilc asit 17 mm-I ) 48h | + * 5 D = Smur Degerde
zonlarmm capr Sewc-Sp Ietinomisin 16 mm-I . 24h | - =% R V.= Reaksivon Vermedi
(mm) 0 — Sellobivoz i i .
. A7 - Ampisilin 0 mm-R 48h | - *=%% (O/F Testi= Oksidasyvon-Fermantasyon Test
R=resistant 0
(direncli). S -Streptomisin 18 mm-S 24h | + =xx% o= Al F=Beta, y=Gamma
- ey 23 Ty - Trehaloz
S=sensitive Cuif Tf:;::ﬂf‘}pm 13 mm-T 48h | + | [*****C: Merkezi (Santral), T-Ucta (Terminal). D- Desisken
(d‘ll}'ﬁl’]l): sulfamet 0
I=Intermediate T Tetrasiklin 19 mm-S Galakt 24n | -
oz
(arada) " Kloramfenilkcol 21 mm-5 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin + 24h | +
Testi Lizin _ Fruktoz 48h | +
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon
Testi

N, gan olusumm

144



TANIMEANA
MADI

475 /iIK4-1

Vitek ada _ Aerop - Glukoz +
(Unidenti
ridentified | | o/F Testivr=
Organism) .
Vitek % 0% Fakailtatif anacrob | _ | [Lo1-4&ar Testi [ o, -
istasyvon Dus-7/2 Inert (etkisiz) + Laktoz +
24 vl 24 + 2 -
Biiyiime 4 h ].'Y'[ Ghalcoz 4 h H,S olusumu
48 h I¥1 48 h | + Gaz olusmmu -
Fengi BEYAZ 24 h - 24 h
ot DUZENSIZ. Gah:zohjdlzu ish Harekedlilik [
Sriiriimii KOKST g 5 _
LOBLU,
- 24 1 3 H i 20 8 2
Koloni goriniima |- 020" FLAMENTLI Sukroz +h Hemoliz Testi  |Hemoliz tarn o
Yiilcseldigi YTUKSEK 48 h Indol -
DATGALI
Vi i PURUZLU. 24 h - Metil krmzisa +
e MAT Sorbitol IMVIC Testi =
Hiicre sekli Basil 48 h | - WVoges preskaner -
Gram boyvama Gram (+) 24h | - Sitrat -
. : + Mannitol
S?or boyama T.e. ..... 'c sporl'l:_l: © 48 h - Jelatini sivilastirma Tabalcah, +
hiicre morfolojisi ****~* sporsuz basiller .
Katalaz + Karbonhidrat e 240 | + | [Amilaz -
Olksidaz - kullanim: oF 48k | + | |Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit boyvama + abmoz 48 h | - - Sevive 1 +/-
elulaz ;
Antibiogram testi-| Gm'"-Gentamisin 20 mm-5 Mannos 24h | - Seviye 2 —+
Inhibisyon Na l Nalididsik asit 17 mm-I ) 48h | - * §.D.= Smur Degerde
zonlarmm ¢apt |5 100 g oitinomisin 15 mm-1 . 24h | - | |** RV = Reaksiyon Vermedi
(mm) 0 Sellobivoz
R—resistant AT - Ampisilin 0 mm-R 48h | - =%% ()/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyon Test
(direncli), Slc—Streptomisin 17 mm-5 24h | + w===2* g=Alfa f=Beta, y=Gamma
_ e 25 T - Trehaloz
S=sensitive Cu; T‘";’z:ﬂlmpm 0 mm-R 48h | + | |***=**C- Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(chuyark), sulfamet )
I=Intermediate T30 _Tetrasiklin 18 mm-I Galaks 24h | - ==xxxC- Merkezi (Santral), T-Ucta (Terminal), D: Degisken
(u
(arada) C*Y_Kloramfenikol 20 mm-5 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin RV == 24h | +
Frulkt:
Testi Lizin RV.** o 48h | +
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon

Testi

N> gan olusmmn

Gee




TANIMT ANA

M
Vitek ad (L-'_n;'j:r‘zfjie " Aerop - Glukoz +
Orgarism) O/F Testi===
Vitek % 0% Fakultatif anaerob | - | |1 o) Agar Testi Ioq00s T
istasyon Dis-7/1 Inert (etkisiz) + Laktoz +
Iy P I - _
Biiviime 24h m Glulkcoz 24h - H,S oluyumu
48 h I¥1 48h | + Gaz olisumm -
Rengi BEYAYZ 24h | - 24 h +
— — Glakozdan -
G Srimtimii D'L.Z}ET\ S]:Z.:= gaz olisummu |48 h _ Harekethlil A% h "
DAGILAN
LOBLU,
Koloni riinimii Kenan DATLGALI, 249h | + Hemoliz Testi |Hemoliz tifrig™***= o
& FLAMENTLI Sukroz
YUKSEK, .
Yikselligi i 48h | + Indol -
e KONVEKS °
DALGALL
. . - ~ j— . .
Yiizevi PURTIZLT Sorbitol 24 h IMVIC Testi Metil larmizis +
Hiicre sekli Basil 48 h Voges preskaner -
Gram bovama Gram (+) 24 h - Sitrat +
v 4 + Mannitol
S?ur boyama T.e. ..... 'c sporh:1= © 48 h - Jelatini sivilastirma Tabakah, +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller Karbonhidrat
Katalaz +++ kullanmm Ksiloz 24k | + Amilaz +
Oksidaz - 48h | + Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24 h - Proteaz ++
Lipit bovama -+ abmoz 48 h - Selul Sevive 1 -+
elulaz ;
Antibiogram testi-| Gm'"_ Gentamisin 19 mm-S Mannoz 24h | + Seviye 2 +
Inhibisyon Na"°-Nalididsike asit 15 mm-1 48h | + | |* S.D.= Smr Degerde
zonlarmm capt 5100 g ctinomisin 13 mm-R cctobives  |PAE] - | [** RV.=Reaksivon Vermedi
(mm) . Alc—Ampisi]jn 0 mm-R ) 48 h - *==% (O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyvon Test
R=resistant
(direncli). SIC_Sn—eptom_{sjn 16 mm-5S 24k | + =xx% n—Alfa f=Beta, y—Gamma
- L. 25 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 0 mm-R 48 h =xxxxC: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal), D- Degisken
(chryarl), sulfametalkzol
I=Intermediate T _Tetrasiklin 20 mm-S Galalet 24h | -
oz
(arada) C*°_Kloramfenikcol 23 mm-5 48h | -
Dekarboksilaz Arijinin + 24k | +
Frukt
Testi Lizin - o 48h | +
Nitrat nitrite indirgeme -+

Denitrifikasyon

Testi

N> gaz olnsumu

332 1K3
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Bacillus cereus /

A27 / K-1

Vitek ada Bacillus Aerop - Ghulcoz +
thuringiensis O/F Testi* *
Vitek %o 85% Falqiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +
Istasvon 40m'1 Inert (etkdisiz) + Laktoz +
24 Ivi 24 + 2 -
Biiyiime 44 IYI Glukoz 4h H,S olusumu
48 h IYT 48h | + Gaz olisumu -
Rengi SARIMSIBEYAZ 24h | - 24 h +
= = Glakozd.
ortitm DUZGUN. - Oohf l:zu st Hareketlilic [ N
Koloni edriiniimii b YAYILAN T ]
oloni gériiniimii -
£ Kenar DUZ Sukroz 24h | + Hemoliz Testi |Hemoliz timii™*** o
Yiikseldigi YUKSEK 48h | + Indol -
Yiizeyi PURUZLU, MAT 24h | - Metil krmizisi +
- - Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre selli Basil orbre 48h | - es Voges preskaner +
Gram bovama Gram (+) 24h | - Sitrat -
; ; +/ Mannitol
S?Dr boyama T.e. ..... c sporhll= SpoTsiz annie 48h | - Jelatini sivilastirma Tabalah, +
hiicre morfolojisi ***** basiller
Katalaz ++ . 24h | + Amilaz +
- Ksiloz -
Oksidaz - Karbonhidrat 48h | + Lipaz -
Kapsiil boyama - kullamim Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit boyama + abmoz 48h | - Selul Sevive 1 +i-
elulaz ;
Antibiogram testi- Gm'°-Gentamisin 21 mm-S Mannos 24n | + Sevive 2 +
Inhibisyon Na ’-Nalididsik asit 18 mm-S ) 48h | + | |* S.D.= Smr Degerde
zonlarmm capt |5 100 gy nmisin 16 mm-I Selobiver  PAELF] [** RV.=Reaksiyon Vermedi
(mm) . Alc—Ampisi]jn 0 mm-R ) 48h | - =%% O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyvon Testi
R=resistant T
(direngl), 57" -Streptomisin 20 mm-S 2490 | + s o Alfa f=Beta, y—=Gamma
- e 25 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 11 mm-I 48h | + | |****=C- Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D: Degisken
(duvarh), sulfametalczol
I=Intermediate 30 asiklin 20 mm-S 24h | -
P T _Tew Galaktoz
(arada) C*°_Kloramfenikol 22 mm-S 480 | -
Dekarboksilaz Arjinin + 24h | +
Frult
Testi Lizin - oz a8h | +
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

N, gazn olisumu

LEC



- Acinerobacter
Vitek ad: baumanii O/F Testisas Aerop - Glukcoz - A31 / K-1
es
Vitek %o 99% F aldiltatif anaerob + TSI A Testi Sukroz -
Istasyon 40m/1 Inert (etkisiz) - Agar lestt Laktoz -
2 vl 24 + 2 -
Biiyiime 4h IYI Ghilcoz 4h H-5 olusmmu
48 h IYT 48h | + Gaz olusumu -
Rengi BEYAZ 24h | - 24 h -
— = Glukozd
st DUZGUN, - 0‘;; u;'zu sen Hareketlilik [,
Sriiniimil AKISKAN g g - -
Koloni giriiniimii |Kenan DATGALI Sukroz 24h | - Hemoliz Testi |Hemoliz tiria®*** Y
Yikeselkdigi KONVEKS 48h | - Indol -
DALGALL
fizey: : 24 _ T P—— _
Yizeyi PARLAK Sorbitol 24h IMVIC Testi | o0
Hiicre sekli Kok 48h | - Voges preskaner -
Gram boyvama Gram (-) 24h | - Sitrat +
- - .. . +/C sporln Manmnitol . Tamanu s,
Spor bovama ve hiicre morfolojisi kokobasiller 48h | - Jelatini sivilastirma 4
Katalaz ++ Karbonhid Kl 24h | + Amilaz +
Oksidaz R , "l‘l" omhidrat o agh | + | |Lipaz -
Kapsiil bovama - niantm Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit bovama - abmoz 48h | - Sevive 1 +
o — S Selulaz —
Antibiogram testi{Gm™ -Gentamisin 14 mm-1 Manmoz 24h | - Sevive 2 -
Inhibisyon Na ' _Nalididsik asit 20 mm-S ) 48h | + | |* S.D.= Siur Degerde
zonlarmm capr |5 100_g . cipinomisin 13 mm-R Setobives PR - | [#* RV.=Reaksiyon Vermedi
(mm) . Am—Ampisﬂ.in 11 mm-R i 48h | - =%% (O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasvon Test
R=resistant 0
(dirench), S _Streptomisin 14 mm-1 24h | - =255 g—Als f=Beta, y—Gamma
- e 25 _Tp -~ Trehaloz
S=sensitive Co™-Trimethoprin 7 mm-R 48h | - | [**===C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D: Degisken
(duyarl), sulfametakzol
I=Int diat 30_ asiklin 19 -S 24h | -
ermediate T " -Tetr mim Galaktoz
(arada) C*?_Kloramfenikol 12 mm-R 48h | +z
Dekarboksilaz Arijinin RV ** 24h | -
Frulct
Testi Lizin RV.** o 48h | -
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasvon

Testi

N, gaz olusmmu

8€¢



Acinetobacter

A36 K

Vitek adx B Aerop - Glukoz -
baumanmii O/F Testi***
Vitek %o 99% F akiiltatif anaerob + TSI A Test; Sukroz -
Istasyon 40m/1 Inert (etkdsiz) - Agar lest Laktoz -
2 gl 2 + 2 -
Biiyviime 4h IY'[ Ghiloz 4h H,5 ohisumu
48 h IYI 48h | + Gaz olugumu -
Rengi BEYAZ 24h | - 24h -
— — Glukozdan -
Goriniimii g;‘éi__’;{ gaz olusumm |48 h | - Hareketlilik 48 h -
e .. |Kenan DALGAILI 24h | - Hemoliz Testi  |Hemoliz tigin™*** ¥
Koloni giriiniimii YOKSEK Sulros
Viikesekdigi : 48h | - Indol -
e KONVEKS °
Vitzevi DUZ. 24h IMVIC Testi  |Metil karmizisy
tEEy PARLAK Sorbitol < - - s e -
Hiicre sekli Stapvlokok 4&8h | - WVoges preskauer -
Gram boyama Gram (-) 24h | - Sitrat +
; ; Mannitol ,
S?or boyama ‘..e. ..... (-) kokobasiller 0 48h | - Jelatini srvilastirma Tamam sea,
hiicre morfolojisi ****~* +
Katalaz + Karbonhidrat Ksiloz 24h | + Amilaz -
Oksidaz - kullanm 48h | + Lipaz Z
K-al?siil boyvama - Arabinoz 24h | - Proteaz : +
Lipit bovama - 48h | - Seviye 1 +-
10 . 5 Selulaz -
Antibiogram testi-|Gm ™ -Gentamisin 14 mm-I Mannoz 24h | - Sevive 2 -
Inhibisyon Na - Nalididsik asit 15 mm-I 48h | + | [* S.D= Swmur Degerde
zonlarmm ¢apt |50 100 g itinomisin 14 mm-R Setiobivey  PHEL | |** R V.= Reaksivon Vermedi
(mm) A" Ampisilin 0 mm-R ’ 48h | - | [*** O/F Testi= Oksidasyon Fermantasyon Testi
R=resistant o - T
(dirench). 57" -Streptomisin 11 mm-R 24h | - =2%% o= Alfn B=Beta, y=Gamma
_ e 25 _Tr i Trehaloz
S=sensitive Co™-Trimethoprin 0 mm-R 48h | + | |*****C- Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duvarlk), sulfametakzol
I=Intermediate T>"_Tetrasiklin 18 mm-1 Galalt 24h | -
oz
(arada) C*Y-Kloramfenikol 11 mm-R 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin BV == 24h | -
Testi Lizin RV Fruktoz 48h | -
Denitrifikasyon |Nitrat nitrite indirgeme +

Testi

N> gaz olusumm

6E¢C



Acinetobacter

ATK

Vitek ada . Aerop + Glukoz -
haemolyvticus O/F Testi*>*
Vitek % 937 s Falaif anacrob | ~ | [~ . [Sulroz -
istasyon 40m/2 Inert (etldsiz) - Agar lesti Lakioz -
24 ivi 24 + 2 -
Biiyiime 4h ].'Y'[ Ghukoz 4h z H-S olusumm
48 h IY1 48 h | +z Gaz olusumu -
. YESILIMSI
Fengi Glukozdan 24 h - . 24 h -
I BiEYAZ_ gaz ohusumn Hareketlilik
Gorinimii DUZGUN 48h | - 48 h -
e e e ... |Kenan DUZ 24h | - Hemoliz Testi |Hemoliz timii®*** ¥
Koloni gorinimii YOUKSEK Sukros
Yitkseklig : 48h | + fndol -
e KONVEKS °
Yiizeyi DUZ. 24h IMVIC Testi | Metil kirnuzist
HEen PARLAK Sorbitol < l : s e l
Hiicre sekli Kok-kokobasil 48h | - Voges preskaner -
Gram boyvama Gram (-) 24h | - Sitrat +
Spor boyvama ve +/C sporlu kolc, Mannitol .. Tamanu s,
- : 4 - Jelati rilasty :
hiicre morfolojisi ***** kolcobasiller 48h elatmmi sivilagirma N
Katalaz + Karbonhidrat Keiloz 240 | + Amilaz -
Oksidaz - kullanumi 48h | + Lipaz -
Kapsiil bovama - Arabi 24h | - Proteaz +
abinoz
Lipit bovama - 48h | - Seviye 1 +/-
0 — . Selulaz —
Antibiogram testi|Gm  -Gentamisin 14 mm-I Mannos 24h | - Seviye 2 -
Inhibisyon Na ?_ Nalididsilk asit 19 mm-S 48h | + * § D.= Smur Degerde
zonlarmm capt | 190 g i ginomisin 14 mm-R Sellobi 24h | - | |**R.V.=Reaksivon Vermedi
obivoz -
(mm) A Ampisilin 12 mm-R ; 48h | - | |*** O/F Test= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
R=resistant 0 i T
(direncli), 5" -Streptomisin 13 mm-I 24h | - *4%% o= Alfz P=Beta y—=Gamma
- e 23 T - Trehaloz
S=sensitive Co™-Trimethoprin 12 mm-T a8h | + | [*****C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duvark), sulfametakzol
I=Intermediate T2 _Tetrasikdlin 20 mm-S Galaks 24 h | +/-
oz
(arada) C**_Kloramfenikol 12 mm-R 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin RV *=* 24h | -
Frulct
Testi Lizin RV.** oz 48h | +
MNitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N> gan olusumu

ove




Brucella

Vitek ada . ) Aerop Ghakoz -
melitensis O/F Testi*+*
Vitek %o 91% Fakdiiltatif anaerob . |Sukroz -
istasvon 30m Inert (etldsiz) TST Agar Testi Lalktoz -
. i~ 94 . -
Biiyviime 2ih m Glukoz 24h FS olugumm
48 h IY¥T 48 h Gaz olusumu -
LIMON
Rengi Glukozd. 24h 24h -
e SARISI v Hareketlilik
Gortmimi NOKTALI gaz oW [48n 48 h -
- P4 1 1 y i
Koloni goriiniimi Kenarn _ _ Sukroz 24h Hemoliz Testi :E—[emohz tiirii ¥
Yiikeseldigi YUKSEK 48h Indol -
KIVRIK.
Yiizevi KURU., . 24 h . . Metil krmuzisa -
TOZUMSU Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre sekh Stapvlokolk 48 h Voges preskaner -
Gram bovama Gram (-) 24 h Sitrat -
Spor boyama ve +/C sporlu Mannitol .. - .
- . Jelati lasty
hiicre morfolojisi ***** diplokolklar. 48h elatini srvilastirma Uremedi
Katalaz + Karbonhidrat . 24h Amilaz -
- Ksiloz -
Oksidaz - Lkullanim 48 h Lipaz -
Kapsiil bovama - Arabi 24h Proteaz +
Lipit bovama - abmoz 48 h Sevive 1 +i-
10 L. 5 Selulaz —
Antibiogram testi|Gm  -Gentamisin 18 mm-5 Mannoz 24h Seviye 2 -
Inhibisyon Na - Nalididsik asit 12 mm-R i 48h * § D = Smur Degerde
zonlarmm capt 100 g potinomisin 20 mm-S Sellobiver  PAE ** R V.= Reaksivon Vermedi
(mm) \ AlC—Ampisilin 31 mm-5 ) 48 h =%* O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasvon Testi
R=resistant T
(direncli). 5" -Streptomisin 15 mm-5 24h sxax% o Als P=Beta. y—Gamma
. hg 25 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 15 mm-1 48h ==x%%C: Merkezi (Santral), T-Ucta (Terminal). D: Degisken
(cduyarh), sulfametakzol
I=Int diat 30_ ikcli 32 -5 24h
dme are TSD Tetrasiklin I Galaktor
(arada) C~"-Kloramfenikol 30 mm-S 48 h
Dekarboksilaz Arjinin BV ** 24h
Frulct
Testi Lizin RV == R T
Nitran nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

N, gaz1 olusmmn

Ad41 /K-2

e



Acinerobacter

AT3 /K-2

Vitelk ad N Aerop Glukoz -
baumarnnii O/F Testi***
Vitek % 99%% Falkdiltatif anaerob + . |Sukroz -
Istasyon 40m/1 Inert (etkdisiz) - TSI Agar Testi Laktoz -
by i 2 + 2 -
Biiyiime 4h ].'Y'[ Ghikoz 4h H-S olsumm
48 h IY1 48h | + Gaz olusumu -
Rengi BEYAZ 24h | - 24h -
= — Ghikozd.
C ortmm DUZGUN. - 0: u;’zu st Harekedililk [
Sriintimmil KISKAN g &1 - -
Koloni giriiniimii |K enan DLAég]?[%L Sulcroz 24h | - Hemoliz Testi |Hemoliz tira™®*** ¥
Yiikeseldigi KONVEEKS 48 h | - Indol -
DATGALIL
lizeyi : 2 - Metil ketrmizist +
Yuzeyi PARLAK Sorbitol 4h IMVIC Testi | o0
Hiicre sekli Kok 48 h | - Voges preskauer -
Gram bovama Gram (-) 249h | - Sitrat +
Spor boyama ve +C sporlu Nannitol T
I:lgr:re mvorfulo'isi sasas diplolcolc, - 48h | - Jelatini sivilastirma amai:u SIVL
! kokobasiller .
Katalaz T Karbonhidrat e 24n | + | [Amilaz -
Oksidaz - kullanum oz 48h | + | [Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24h | - Proteaz +
abinoz
Lipit boyvama - 48 h | - Sevive 1 +/-
0 — S Selulaz —
Antibiogram testi-|Gm _-Gentamisin 13 mm-I Mannoz 24h | - Seviye 2 -
Inhibisyon Na” Nalididsik asit 15 mm-I ) 48 h | + | |* S.D.= Suwr Degerde
zonlarmm capt | 100 g pctinomisin 12 mm-R , 24h | - | |** R V=Reaksiyon Vermedi
(mm) 10 . Sellobivoz . . .
. A" -Ampisilin 9 mm-R 48h | - ==*% ()/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyon Testi
R=resistant o
(dirench). 57" -Streptomisin 13 mm-I 24h | - *=x%% o= Alfn B=Beta y=Gamma
- ey 23 Ty i Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 8 mm-R 48h | - | [*****C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
{(chayark), sulfametalczol
I=Int diat 30 ilcli 18 mm-I 24 h |+/-
damﬂe ate Tsc Tetrasiklin mim Galaktoz
(arada) ' _Kloramfenilcol 13 mm-I 48 h | +
Dekarboksilaz Arjinin BV ** 24h | -
Frulct
Testi Lizin RV ** oF 48h | -
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon
Testi

N> gazn olusumu

474



Acinerobacter

A73/K-3

Vitek ada . Aerop - Ghikoz -
haemolyticus O/F Testi***
Vitek % 98% et Fakaltatif anacrob | +  [sukroz _
Istasvon 40m'1 Inert (etkisiz) - TSI Agar Testi Laktoz -
3. e 24 + - -
Biiyiime 4 h fY[ Ghikos 4 h H-5 olusmmu
48 h IYl 48h | + Gaz olusumu -
Rengi BEYAZ Glukozdan |24h | - - 24h -
= = Hareketlilik
Goranamn DUZGUN gaz olusemm |48 h | - areretint 48h R
LOBLU.
B ¥ — H - H T4y e
Koloni griimiimii | ~027 DALGALT Sukroz 24h Hemoliz Testi  |Hemoliz tard ¥
Yiikeseldigi KONVEKS 48h | - Indol -
DATGALL,
o : P - ; -
Yizeyi PARLAK. Sorbitol 24h IMVIC Testi Medtil krnmzisy
Hiicre sekli Kok 48h | - WVoges preskauer -
Gram bovama Gram (-) 24h | - Sitrat +
Spor bovama ve +/C sporlu Manmnitol .. Tamanu s,
- : - Jelat nlast ;
hiicre morfolojisi ***** kolkobasiller, 48 h elatini srvilagtrma N
Katalaz +— Karbonhid Ksi 24h | + | |Amilaz -
Oksidaz B , "‘l‘l” omhidrat of 48h | + | |Lipaz -
Kapsiil bovama - E— Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit bovama - abmoz 48h | - Seviye 1 -
0 — 3 5 Selulaz —
Antibiogram testi{Gm  -Gentamisin 12 mm-F. Mannos 2dh | - Sevive 2 -
Inhibisyvon Na ' Nalididsik asit 14 mm-I ) 48h | + * S D = Smr Degerde
zonlarmmn cap Selcc—Spe]ctinomisin 13 mm-R Sellobivos 24h | - ** RV = Reaksivon Vermedi
(mm) . Alc—Ampisi]jn 0 mm-R ) 48h | - =%% (/F Testi= Oksidasyvon-Fermantasyon Testi
R=resistant 0
(direncli). 5" -Streptomisin 12 mm-I 24h | - =xx% =AW B=Beta y=Gamma
- e 35 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 0 mm-R 48h | - | |****=C: Merkesi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Desisken
(duyarh), sulfametakzol
I=Int diat 30_ ilcli 17 mm-1 24h |+-
dame ate ch Tetrasiklin mm Galaktos
(arada) C~" -Kloramfenikol 9 mm-R 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h | -
Frulct
Testi Lizin RV.** o 48h | -
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N, gan olusumun

Eve



Bacillus cereus /

ATT /K-

Vitek ada Bacillus Aerop - Glukoz +
thuringiensis O/F Testi***
Vitek %o 85% F aldiltatif anaerob - TSI Agar Testi Sulcroz +/-
Istasyon 40m/1 Inert (etkdisiz) + Laktoz +i-
24 Ivi 24 + 2 -
Biiyiime 4h IY'[ Glukoz 4h 55 olusumu
48 h I¥1 48h | + Gaz ohisumu -
Rengi BEYAZ 24h | - 24 h
— — Ghukcozdan _
Goriinimii D-[-_':L':E-.hS’]EZ= gaz olusumu |48 h | - Hareketlilil 48 h
IPLIKSI
Koloni giriiniimii LOBL,
. 24 i i i7 HirgE = ==
Kenan FLAMENTLI Sukroz 4h Hemoliz Testi |Hemoliz tiiri o
Yiikeseldigi YUKSEK 48 h Indol -
Yiizevi KIVEIE., MAT 24h | - Metil kermuzis: +
= - Sorbitol IMVIC Testi
Hiicre sekli Basil-streptobasil orbre 48h | - es WVoges preskauer -
Gram boyvama Gram (+) 24h | - Sitrat +
+/C sporln, .
S boy ; : Mannitol
Emr oyama T.e. ..... SpOrsuz . 48 h - Jelatini sivilastrma Tabakah .+
hiicre morfolojisi ***** sreptobasi
strepto
Katalaz +++ Karbonhidrat Ksiloz 24h | + Amilaz +
Oksidaz - kullanum 48h | + | |Lipaz -
Kapsiil boyvama - Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit bovama + abmoz 48h | - Selul Sevive 1 +-
elulaz ;
Antibiogram testi Gm’"-Gentamisin 20 mm-5 Mannoz 24h | + Sevive 2 +
Inhibisyon Na ’-Nalididsik asit 18 mm-I 48h | + | |* S.D.= Smur Degerde
zonlarmm capt o100 g cictinomisin 18 mm-S Scllobi 24 b |+/-| |[** R.V.=Reaksiyon Vermedi
obivoz -
(mm) . A" Ampisilin 0 mm-R ] 48h | - ==% ()/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
R=resistant 0
{dirench), 5™ -Streptomisin 18 mm-S 24h | + ==xx o= Als B=Beta. y=Gamma
- e 23 Ty e Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 17 mm-S 48h | + | |**==*=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(chovarh), sulfametakzol
I=Intermediate T>%_Tetrasiklin 19 mm-S Galalt 24h | -
oz
(arada) C*°_Kioramfenikol 20 mm-5 48h | -
Dekarboksilaz Arijinin + 24h | +
Testi Lizin - Fruktoz 48h | -
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon
Testi

N> gaz olusumu

vve



Barillus cereus /

AT78 / K-1

Vitek ada Bacillus Aerop - Glukoz +
thuringiensis O/F Testi**>
Vitek %o 85% Faldiltatif anaerob - TSI Agar Testi |Sukroz +/-
Istasyon 40m/2 Inert (etldsiz) + Lalktoz +/-
2 Iyl 2+ + 2 -
Biiviime 4h IYT Glukoz 4h H,S olusumu
48 h IYI 48h | + Gaz olusumu -
Rengi BEYAZ Glukozdan |24k | - - 24h +
= . Hareketlilik
Goronoma DUZENSIZ gaz olusnmm [48h | - Aareretit 48k +
LOBLU,
: 24 + - - e LT
Koloni goriinimii | -0 DALGALI Sukroz 4h Hemoliz Testi  Hemoliz tara @
Yitksekligi DUZ, YUKSEK 48 h indol -
PURUZLU,
zeyi ; 2: - Meti +
Yiizevi MAT Sorbitol 4h IMVIC Testi Metil karmizisy
Hiicre sekli Basil 48h | - Voges preskauer -
Gram boyama Gram (+) 24h | - Sitrat -
y y + Mannitol
S?Ul’ boyama ‘.‘.e. _____ c SpOrh:l: annio 4280 | - Jelatini srvilagtirma Tabakah, +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller
Katalaz (sonradan costu) . 24h | + Amilaz +
i Ksil
Oksidaz - f"l'l’b"“h‘d““ o 48h | + | |Lipaz -
Kapsiil bovama - [ Arabi 24k | - Proteaz +
abinoz
Lipit bovama + 48h | - Selul Sevive 1 +/-
elulaz -
Antibiogram testi|Gm'*-Gentamisin 20 mm-S Mannos 240 | + Seviye 2 +
Inhibisyon Na - Nalididsik asit 18 mm-I ] 48h | + | |* S D= Simur Degerde
zonlarmm capt [ 100 g 4 hinomisin 15 mm-I Sellobives  PPHELF| |** RV.= Reaksiyon Vermedi
(mm) . Alc—Ampisjlin 0 mm-R i 48h | - =%% O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasvon Test
R=resistant 0
(direncl. S™ -Streptomisin 17 mm-5 24h | + =xx® o=Ala, p=Beta, y=Gamma
_ e 25 T - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 0 mm-R 48k | + | |*****C: Merkezi (Santral), T-Ucta (Terminal), D: Degisken
(chayark), sulfametalczol
I=Int diat 30_ ilchi 18 -1 24 h |+~
dﬁme are Tsc Tetrasiklin pddhaas Galaktoz
(arada) C"-Kloramfenikol 20 mm-3 48h | -
Dekarboksilaz Arijinin + 24h | +
Frukt
Testi Lizin _ o 18h | +
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifilkkasyon
Testi

N> gan olusumu

5174




Acinerobacrer

AT8 [/ K-2

Vitek ada - Aerop - Glukoz -
bawsmeannii O/F Testi***
Vitek % 99% Fakqiltatif anaerob + . |Sukroz -
istasyon 40m/2 Inert (etkdsiz) - TSI Agar Testi Laktoz -
24 [yl 2+ + N -
Biiyiime 4h ].—YI Ghikor 4h z H-S olisumu
48 h IY1 48 h | +z Gaz olusumu -
. YESILIMSI
R Ghikozd 24h | - 24 h -
e BEYAZ . Hareketlilik
Gorantm DUZENSIZ gz o7 18h | - 18 h -
LOBLU.
- Y B H . f H
Koloni gériiniimii Kenar DALGALI 24 h Hemoliz Testi |Hemoliz tiirii Y
DUZ Sukroz -
Yiikeseldigi . i 48h | - Indol -
e YUKSEK °
PURUZLU,
. ; = ¥4 _ Fat - ; _
Yiizeyi PARLAK Sorbitol 24 h IMVIC Testi Metil kirnuzisy
Hiicre sekli Kok stafilokok 48h | - WVoges preskauer -
Gram bovama Gram (-) 24h | - Sitrat +
Spor bovama ve +/C sporla Mannitol .

N 4 - Jelat rilast +
hiicre morfolojisi ***** leokobasiller . 48 h elatini srvilastirma Tabalah,
Katalaz s Karbonhidrat o 24h | + | [Amilaz -
Oksidaz B lcullanm: oz agh | + | |Lipaz B
Kapsiil bovama - Arabi 24h | - Proteaz +
Lipit boyvama - abmoz 48h | - Sevive 1 +/-

0 — 5 - Selulaz —
Antibiogram testi{Gm " -Gentamisin 14 mm-I Mannoz 24 h | +/- Seviye 2 _
Inhibisyon Na ' Nalididsik asit 17 mm-I ) 48h | + | |* S.D.= Smur Degerde
zonlarmm capt |5 100_g 4 vinomisin 12 mm-R . 24h | - | |** R.V.=Reaksivon Vermedi
(mm) 10 o Sellobivoz . . .
. A -Ampisilin 7 mm-R 48h | - =%% O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasvon Test
R=resistant o
(direncli). S _Streptomisin 12 mm-I 24h | - =xxx o Alfa p=Beta. =G a
- e 25 Thi G Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trmethoprin 0 mm-R 48h | - | |***==C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(chavarh), sulfametakzol
I=Int diat 30_ asilclin 18 -1 240 | +
dcm:lc ate '['38 Tetr: il Galaktor
(arada) ' _Kloramfenikcol 10 mm-R 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h | -
Frukt
Testi Lizin RV.** o 48h | -
Mitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasvon
Testi

M, gan olusumu

v




Acinetobacter

ATOK

Vitek adi . Aerop + Glukoz -
bawmannii O/F Testi***
Vitek %o 99% Falailtatif anaerob - TSI A Testi Sukroz -
istasyon Dip/1 Inert (etkisiz) - Agar lestl |7 oz -
2 Iyi 2 + 2 -
Biiyiime 4 h m Ghukoz 4 h z H,5 ohisumm
48 h IY1 48h | +z Gaz olusumu -
. YESILIMSI
R Ghukozd 24h | - 24h -
et BEYAZ - 0‘;‘? u:;u Hareketlilik
GSrimtmi DUZGUN gaz oS i8h | - 48 h -
Koloni gériiniimii |Kenan DUZ Sukroz 240 | - Hemoliz Testi |Hemoliz tirii®*** b
Yiikcseldigi YUKSEK 48h | - Indol -
DUZ,
5o : oy - i formazas: _
Yuzeyi PARLAK Sorbitol 24h IMVIC Testi [ o0
Hiicre sekli Kok 48h | - Voges preskauer -
Gram bovama Gram (-} 24h | - Sitrat +
Spor boyama ve +/C sporiu Mannitol . .

- : - Jelati rlasty +
hiicre morfolojisi ***** kokobasiller 48h elatini sivilagtirma Tabakah.
Katalaz + . Ksil 24h | + Amilaz -
Oksidaz _ f"l‘l"b"“"‘d”‘t o 48h | + | |Lipaz -
Kapsiil bovama - wHanmt Arabi 240 | - Proteaz -

abinoz
Lipit bovama - 48h | - Sevive 1 +/-
0 — S Selulaz P
Antibiogram testi{Gm -Gentamisin 17 mm-S Mannos 240 | - Seviye 2 -
Inhibisyon Na Y Nalididsilc asit 16 mm-I ) 48h | + | |* S.D.= Sumur Degerde
zonlarmm gapt 5,190 g ktinomisin 14 mm-R , 24h | - | [** RV.=Recaksiyon Vermedi
(mm) T Sellobivoz
. A -Ampisilin 7 mm-R 48h | - === O/F Testi= Oksidasyvon-Fermantasyon Testi
R=resistant 0
(dirench), 57" -Streptomisin 13 mm-I 24h | - =555 g=Ala p=Beta, y=Gamma
_ e 25 _Tyi i Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 12 mm-I 48h | - | [****=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D: Degisken
(duavark), sulfametakzol
I=Intermediate 30_ asilklin 22 mm-§ 24h | +
T Tetr Galaktoz
(arada) C™"-Kloramfenikol 7 mm-R 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin RV *=* 24h | -
Frulct
Testi Lizin RV.** o 48h | -
Nitrati nitrite indirgeme +

Denitrifikasvon
Testi

N- gan olusmmu

Lve




TANIMIANA

AB80/K-1

M
Vitek ady T ;41:; o Aerop Glukoz +
e | fore e
Vitek % 0% Fakiiltatif anaerob | - | |ToLAear Testi gy, I
istasyvon Dip/2 Inert (etkisiz) + Laktoz +
Biiviime 24 h ivi Ghukor 24h | + H,S olusumu -
¥ 48 h ivi 48h | + Gaz olusumu -
Rengi BEYAZ 24h | - 24h +
KOKSU, Ghikozdan
- . Hareketlilik
G orinfimii DUZENSIZ, gaz olusnrm |48k | - arefelit 48 h +
FLAMENTLI
Koloni goriiniimii |Kenan FLL&?\EELII;EIf Suksos 2dh | + Hemoliz Testi |Hemoliz timii®*** o
YUKSEK, .
Yuksekligi i 48h | + Indol -
e KONVEKS °
PURUZLU.
fizewi : 24 - MV i Meti +
Yiizevi MAT Sorbitol 4 h IMVIC Testi Metil kenrmuzisy
Hiicre sekli Basil 48h | - WVoges preskauer -
Gram bovama Gram (+) 24h | - Sitrat +
; r +/ Mannitol
S?or boyama ‘"e- _____ c spor}Iu= anao 48h | - Jelatini sivilastirma Tabalkah, +
hiicre morfolojisi ***** sporsuz basiller, Karbonhidrat
Katalaz + Lkullanmn Ksiloz 24h | + Amilaz +
Oksidaz - 48h | + Lipaz -
Kapsiil bovama - Arabi 24h | - Proteaz +
abimnoz
Lipit bovama + 48h | - Selul Seviye 1 ++
elulaz N
Antibiogram testi| Gm'"-Gentamisin 22 mm-S Mannos 24h | + Seviye 2 ++
Inhibisyon Na " Nalididsik asit 17 mm-I 48h | + | |* S.D.= Suur Degerde
zonlarmm ¢apt |10 g optinomisin 12 mm-R setiobives PR | [** RV =Reaksivon Vermed
g[:rlisistant Alc—Ampisilin 0 mm-R . 48h | - *=*% O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Test
(direnc), 5% Streptomisin 16 mm-S 24p | + ssxs o Alfs B—Beta, y—Gamma
_ e 25 Th in- Trehaloz
S=sensitive Co™" -Trimethoprin 12 mm-I 48h | + | |**=**C: Merkezi (Santral), T-Ugta (Terminal), D: Degisken
(cdhuyarl), sulfametakzol
I=Intermediate T>"_Tetrasiklin 20 mm-S Galake 24h | -
oz
(arada) C*"-Kloramfenikol 22 mm-S 48h | -
Dekarboksilaz Arjinin + 24h | +
Frulkt
Testi Lizin - o= 48h | +
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

N> gazi olusumu

8v¢



Acinerobacter

AB0 / K-2

Vitek ada . Aerop + Glukcoz
baumearrii O/F Testi***
Vitek %o 99% F akiiltatif anaerob - . |Sukroz
fstasyon Dip/2 Tnert (ctkisiz) —| (TSt Agar Testi 70
2: ivi 2 + 5
Biiviime 4h m Glukoz 4h HaS olusumu
48 h IY1 48h | + Gaz ohusumu
. YESILIMSI
R 24h | - 24 h
e BEYAZ Ghikozdan .
— Hareketlilils
Gortimiient DUZ, gaz ohisumn 48 h 48 h
i DALGALI -
Koloni giriiniimii |Kenan 24h | - Hemoliz Testi |Hemoliz tiria®*=*
DATLGALI
KONVEKS Suleroz i
Yiilcseldigi : 48h | - Indol
e YASTIKSI °
DATGALIL
. - s _ e . .
Yiizeyi PARLAK Sorbitol 24h IMVIC Testi Metil kernmzisa
Hiicre sekli K olk-kokobasil 48h | - “Voges preskaner
Gram bovama Gram (-) 24h | - Sitrat
7 4 +/ Mannitol
SE'UF boyama ‘_‘_e_ _____ C spolrhl e 48h | - Jelatini sivilastirma
hiicre morfolojisi ***** kokobasiller Karbonhidrat
Katalaz +++ Lkullanmm: . 24h | + Amilaz
" Ksiloz -
Oksidaz - 48h | + Lipaz
Kapsiil boyvama - Arabi 24h | - Proteaz
abinoz
Lipit bovama + 48h | - Seviye 1
o — Selulaz ;
Antibiogram testi| Gm -~ -Gentamisin 16 mm-S Mannoz 249h | + Sevive 2
Inhibisyon Na " Nalididsik asit 18 mm-I ) 48h | + | |* S.D.= Smur Degerde
zonlarmm ¢apr |5 100 g optinomisin 16 mm-1 . 24h | - | |** RV = Reaksiyon Vermedi
(mm) 10 - 5 Sellobiyoz . . :
. A7 -Ampisilin 12 mm-R 480 | - *=*% (O/F Testim Oksidasyvon-Fermantasyon Testi
R=resistant o
(direncli). 5" -Streptomisin 17 mm-S 24n | - =xxx o= Al B=Beta. v=G a
- e 25 T in- Trehaloz
S=sensitive Co™"-Trimethoprin 15 mm-T 48h | - | |=**=*C: Merkezi (Santral), T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duvark). sulfametakzol
I=Intermediate T _Tetrasildlin 20 mm-S 24h | +
d =0 - Galaktoz
(arada) C™" -Kloramfenikol 15 mm-I 48 h | +
Dekarboksilaz Arjinin R W == 24h | -
Frukt
Testi Lizin RV == o 48h | -
Nitrat nitrite indirgeme +

Denitrifikasyvon
Testi

N, gan oluswmnm

6v¢



Acinerobacter

A106 / M-1

Vitek adx - Aerop - Ghukoz -
baumearnii O/F Testi***
Vitek % 98% Faldiltatif anaerob | + . | Sukcroz -
jstasyon 100m/1 Tnert (etkisiz) —| [FSTAsar Testi 70, -
Biiviime 24h Ivi Ghukosz 24h | + H-S olusumu -
- 48h ivi 48n | + Gaz olusunm -
Rengi BEYAZ Glukozdan |24k | - - 24 h -
= — Hareketlilik
Gorinamn DUZGUN gaz olusumm |48 b | - arefetit 48h -
DUZ,
: s B H . L L 1]
Koloni goriiniimii Kenan DALGALI Sukroz 24h Hemoliz Testi |Hemoliz tiirt ¥
Yiiksekligi YUKSEK 48h | - Indol -
DUZ,
ij 3 : g — i LCHTHFIS] -
Yuzeyd PARLAK Sorbitol 24h IMVIC Testi | o0
Hiicre sekli Kok-kokobasil 48h | - Voges preskauer -
Gram boyvama Gram (-) 24h | - Sitrat +
+/C sporia ,
S boy ; Mannitol
hgz:e ::iiﬁilin"iii aaaas kokobasiller, Ao 48h | - Jelatinmi sivilastirma -
! diplokoklar
Katalaz + Karbonhidrat Ksiloz 24h | + Amilaz -
Oksidaz - kullanim 48h | + Lipaz Z
Kapsiil bovama - Arab; 24h | - Proteaz -
Lipit boyvama +/- abmoz 48h | - Selul Sevive 1 +/-
elulaz -
Antibiogram testi- Gm'"-Gentamisin 18 mm-58 Mannoz 24h | + Seviye 2 -
Inhibisyon Na Y Nalididsik asit 19 mm-S ) 48h | + | |* S.D.= Suur Degerde
zonlarmm capt  [g 100 g 4o omicin 16 mm-1 setobiver PRS- | [#* R-V=Reaksiyon Vermed
g:l:':’l:sistant AIB—Ampisﬂjn 8 mm-R ’ 48h | - =% (O/F Testi= Oksidasyvon-Fermantasyvon Test
(dirench), 5 ICJ_Streptom_isjn 15 mm-5 e 24 h _ =xx% o Al B=Beta, y—=Gamma
L e = _Tri - T oz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 14 mm-T 48h | - | |===*=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D: Desisken
(chryarh), sulfametalkzol
I=Intermediate T3 Tetrasildin 22 mm-5 Galakt 24h | +
oz
(arada) CSB_K_loramfa]jlcol 12 mm-R 48 h +
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h | -
Testi Lizin RV.>" Fruktoz 18h | -
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon
Testi

N5 gaz olusmmn

0S¢



Acinetobacter

Vitek ada B Aerop - Glukoz -
baumarii O/F Testi=**
Vitek %o 99% Fakdiiltatif anaerob —+ TSI A, Fasts Sukroz -
Istasyon 20m/3 Inert (etkdsiz) - Agar Lest Laktoz -
24 Iyl 24 + 2 -
Biiviime 4h IYI Glulcoz 4h H,S ohisumu
48 h I¥1 48 h | + Gaz olusumn -
. YESILIMSI
R Glukozd 24h | - 24 h -
e BEYAZ e Hareketlilik
Gorunamn NOKTALI g ¥ agh | - 48 h -
.o |Kenan - 24h | - Hemoliz Testi  |Hemoliz timii™*** ¥
Koloni giriinimii DOZ Sukr
oz .
Viilcseldhisi . : 48 h | - Indol -
e YUKSEK °
PURUZLU,
- ; : 2 4 _ T - - _
Yiizevi PARLAK Sorbitol 24 h IMVIC Testi Metil karminis:
Hiicre sekli Kok 48 h - Voges preskaner -
Gram bovama Gram (-) 24h | - Sitrat +
+/C sporla .
S boy ; Mannitol
Emr oyama ?.e. ..... kolcobasiller, © 48 h - Jelatini sivilagstirma -
hiicre morfolojisi ***%= .
diplokoklar .
Katalaz + Karbonhidrat e 24 | + | [Amilaz -
Oksidaz - kullan oz 48k | + | [Lipaz B
Kapsiil boyvama - Arabi 24 h - Proteaz -
abinoz
Lipit boyama + 48h | - Selul Sevive 1 +i-
elulaz -
Antibiogram testi|Gm'’-Gentamisin 18 mm-S NMannos 24h | + Seviye 2 i
Inhibisyon Na ?_ Nalididsik asit 19 mm-S ) 48h | + | |* S.D.= Suwr Degerde
zonlarmm capr Se!_Spektinomisin 8 mm-R . 24h | - ** BV = Reaksivon Vermedi
(mm) o Sellobivoz
. AT - Ampisilin 10 mm-R 48 h - ==* O/F Testi= Oksidasyon-Fermantasyon Testi
R=resistant o
(direncl), 5 -Streptomisin 15 mm-5 24h | - *%%% o Alfs B=Beta. y—=Gamma
_ P 23 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 15 mm-T 48h | - | |[****==C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal), D- Degisken
(duyarh), sulfametakzol
I=Intermediat 30 _Tetrasiklin 20 mm-S 24h | +
P T Tew Galaktoz
(arada) C3°_Kloramfenikol 14 mm-1 agh | +
Dekarboksilaz Arjinin RV ** 24h | -
Frukt
Testi Lizin RV ** oF a8h | -
Denitrifikasyon |Nitrah nitrite indirgeme +

Testi

N, gan olusumun

Al125M
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Acinetobacter

Al139 M

Vitek ada B Aerop - Glukoz -
baumannii O/F Testi***
Vitek % 99% Faldiltatif anaerob + . |Sukroz -
istasvon 10m/3 Inert (etldsiz) - TSI Agar Testi Laktoz -
24 24 + 5 -
Biiyiime 4h ORTA Ghukoz 4 h z H-5 olusuwmm
48 h ORTA 48h | + Gaz olusumn -
SARIMSI,
Rengi : 24h - 24h -
e BEYAZ Ghukozdan Hareletlililc
P T DUZGUN, gaz olnsmmn 4Sh i8h
vt DALGALI i -
. DALGALIL
Koloni goriinimii |Kenan o 24h |+/- Hemoliz Testi |Hemoliz tirii™*** Y
LOBLU Sukroz
YUKSEK, .
Yiikeseldigi : 48h | + Indol -
e KONVEKS °
PUCRUZLU,
fizevi : 2 _ IV i ; -
Yiizevi DALGALI Sorbitol 24h IMVIC Testi Metil karnuzis
Hiicre sekli Kok 48 h - Voges preskaner -
Gram bovama Gram (-) 24h - Sitrat +
+/C sporin .
S boy: 7 Mannitol
!-)or oyama ‘..e. P kolkobasiller, ° 48h | - Jelatini srvilastirma -
hiicre morfolojisi diplokoklar Karbonhidrat
Katalaz s kullanmm: ke 24h | + | [Amilaz -
Oksidaz - oz 48n | + | |Lipaz -
Kapsiil bovama - Agrabi 24h - Proteaz -
Lipit boyvama + abmoz 48 h - Selul Sewviye 1 +/-
elulaz ;
Antibiogram testi-| Gm'"-Gentamisin 21 mm-S Mannoz 24h | + Sevive 2 -
Inhibisyon Na®°-Nalididsik asit 15 mm-I ) 48h | + | |* .D.= Smur Degerde
zonlarmm capt | g 100 g g inomisin 13 mm-R sellobiver AR~ |7* R V.= Reaksivon Vermedi
(mm) . Alc—Ampisilin 9 mm-R ) 48 h - *==% O/F Testi= Oksidasvon-Fermantasyvon Test
R=resistant m
(dirench), 57" -Streptomisin 15 mm-S 24 h - =x2% o= Al B=Beta, v=G a
_ e 25 Ty - Trehaloz
S=sensitive Co™ -Trimethoprin 12 mm-I agh | - | [*****=C: Merkezi (Santral). T-Ucta (Terminal). D- Degisken
(duyarls), sulfametakzol
I=Intermediate T _Tetrasilklin 20 mm-5 Galakit 24h +
oz
(arada) 3 _Kloramfenilcol 11 mm-R 48h | +
Dekarboksilaz Arjinin BV **= 24h -
Testi Lizin RV.** Fruktoz 28h | -
Nitrah nitrite indirgeme +

Denitrifikasyon

Testi

N, gan olisumm
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Bu doktora tez ¢alismasi kapsaminda Fresenius Environmental Bulletin
dergisinde “Assessment of Metal and Antibiotic-Resistance in Marine Bacteria
Isolated from Izmit Bay and Bosphorus Entrance of Marmara and Black Sea,
Turkey” baghigr ile Vol.18, No.11’ de, 18.11.2009 yaymlanmak {izere kabul

edilmistir.
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SUMMARY

Microbial characterization of marine habitat not only can shed a light on chemical
and/or antibiotic toxicity with assessment of bacterial resistance, but also help us to
understand the possible relationship between metal and antibiotic resistance. Therefore this
study aims to characterize the marine bacteria purified from Izmit Bay and Bosphorus
entrance of Marmara and Black Sea together with determining their metal and antibiotic
resistance. The results of the present study revealed that most of the selected isolates belonged
to the genera Acinetobacter and Bacillus which can be referred to metal toxicity indicators
with their significant resistance to Cu®*, Cd*" and Cr’". Majority of the metal resistant isolates
were also resistant to at least 2 antibiotics and the incidence of metal-antibiotic double
resistance between the metals Cd*" and Cu®" and the antibiotics chloramphenicol and
ampicillin was 100 %. High level of co-existence of metal and antibiotic resistance observed
in the isolates could possibly indicate the presence of plasmids and/or transposons encoding

genes linked to both resistances.

KEYWORDS Acinetobacter, Bacillus, antibiotic resistance, contamination, heavy metal

resistance, marine bacteria



INTRODUCTION

With the increase in industrialization and human settlement in recent years, latest
reports [1, 2, 3] indicate metal contamination in Northeastern of Marmara Sea (Izmit Bay) and
Bosphorus entrance of Marmara and Black Sea. Metal contaminants or other pollutants
introduced to those sites through rivers or direct discharge related to not only industrial
wastes, agricultural, sanitary (from hospitals) and municipal usage [4, 1], but also marine
transportation (appox. 6000 vessels in year in Bosphorous), especially due to balast wastes in
barrels and spillage of fuel oil due to accidents [5]. All of those contaminants might have
caused an adaptation in marine bacterial populations to emerge in those areas and as a result
of the exposure and adaptation, heavy metal resistance could be observed in microorganisms

isolated from such location.

Up to now, most of the bioassay techniques, aiming to determine the pollution level of
Izmit Bay and Black Sea utilized fish, invertebrates, microalgae [1] or sediments [3, 6] as
indicators. However due to their ability to adapt to the specific habitat conditions,
microorganisms are indeed one of the best indicators for rapid screening of toxicity.
Interestingly very limited information is found in the literature in terms of bacterial species
[7] that exist in the sample sites of the present study and their resistance to heavy metals and

antibiotics.

Since the study sites have been reported as contaminated (especially Izmit Bay), the
aims of the present study were; 1) to identify the bacterial strains recovered in Izmit Bay,
Bosphorus entrance of Marmara Sea and Black Sea, ii) to determine the heavy metal
resistance of the isolated and purified marine bacteria, iii) to reveal the antibiotic resistance
against widely used antibiotics (i.e., ampicillin, tetracycline, chloramphenicol) in Turkey, iv)

to find out if there is a relationship between the antibiotic and heavy metal resistance, and v)



to check whether increased heavy metal and/or antibiotic resistance affects the expression of

extracellular enzymes.

MATERIAL AND METHODS

Collection of Samples

Marmara and Black Sea samples were collected by researchers of rescue vessel (R/V)
Arar research ship belonging to Istanbul University, Institute of Marine Sciences and
Management. Izmit Bay samples were collected by researchers of Gebze Institute of
Technology, Department of Environmental Engineering, in the frame of Turkish and German
bilateral research project entitled “Integrated Modelling of Nutrients in Selected River Basins
of Turkey” [8] during 2006-2007 with a research vessel. Position of sampling sites was
recorded with the help of a Global Positioning System (GPS) technology. The sea water
samples were obtained with a standard water sampler device (Hidro-Bios, Germany) from
three different depths at two different stations of Bosphorus entrance (Fig. 1); Marmara Sea
(10 m, 20 m, 100 m depth, latitudes 40° 50" N and longitudes 28° 56" E) and Black Sea (30
m, 40 m and 44 m, latitudes 41° 15" N and longitudes 29° 14" E). The other stations for
samples were located at the internal (22 m depth, latitudes 40° 44" N and longitudes 29° 54°
E), middle (35 m depth, latitudes 40° 44" N and longitudes 29° 43" E) and external (44 m
depth, latitudes 40° 44" N and longitudes 28° 26" E) regions of Izmit Bay. Immediately after
collection, samples were placed in sterile amber glass bottles, refrigerated and transported to

the laboratory.

Isolation of Bacteria
The samples obtained from those five different stations and 9 different depths were
inoculated on four different media [i.e., ZoBell Agar, Luria Agar, R2A Agar [9] and Tyrptic

Soy Agar (Merck)], prepared either with marine water at different ratios [40, 50, 75 or 100 %



(v/v)] [10, 11, 12] or dH,O, for isolation and maintenance of the cultures. The cultures were
incubated for 24-96 h at 30 °C, purified and preserved at -20 °C in sterile 80 % glycerol (33 %
v/v final volume) until use. Consequently total of 698 culturable marine isolates have been

purified from the sample sites during two years and three seasons.

Identification of the Purified Isolates

All of the purified 698 marine isolates were initially characterized phenotypically by
means of a combination of phenotypic tests including colonial apperance, cell morphology,
Gram and spore staining, oxidase and catalase production. Following initial characterization,
53 out of 698 original isolates were preselected for further investigations according to their
morphological and colonial growth features that showed some differences from others and
they were then taxonomically characterized according to their capability to use 60 different
compounds including carbon source utilization and enzymatic activities. The ability of
1solates to oxidise those compounds was determined by using the VITEK 2 Compact
Automatic Identification System (BioMérieux Inc., France). In order to characterize isolates
with VITEK 2 Compact System, selected isolates were grown on its appropriate isolation
medium depending on the isolate’s preference at 30 °C for 24 h. Then the isolates, that were
obtained with using a loop under sterile conditions, were transferred to 12 X 25 mm clear
polystrene tubes containing 3 ml saline water (0.45 % w/v) and the density of the suspensions
was adjusted by DensiCheck™ turbidity meter. The polysterene tubes were then located into
the transfer cassette. Cards (BCL-21345 for Gram-positive spore-forming bacilli, GP-21342
for Gram-positive cocci and non-spore forming bacilli, GN-21341 for Gram-negative
fermenting and non-fermenting bacilli) were also placed into the cassettes of VITEK 2
Compact System and the system evaluated each isolates at different incubation periods and

determined the results at the species level.



Determination of the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of Heavy Metals

Heavy metal resistance of the freshly cultured 53 selected isolates was determined by
using Mueller-Hinton broth (Difco) supplemented with various concentrations of (from 12.5
ng/ml to >3200 pg/ml) 5 different heavy metals [cadmium (Cd*"), copper (Cu®"), chromium
(Cr’™), lead (Pb*") and manganese (Mn”")]. All metal salts (CdCL,.2H,0, CuSO4.5H,0, CrCls,
Pb(NOs), and MnCl,.2H,0) were added to the medium from filter-sterilized stock solutions
after autoclaving the medium at 121 °C for 20 min and cooling it to approximately 50 °C.
Bacterial isolates [0,5 Mc Farland (10® cfu/ml)] were transferred to 96-well ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) plates containing the appropriate broth medium and incubated
at 30 °C for 24 h. The MIC values of each isolate were determined visually and
spectrophotometrically with reading in wuniversal ELISA reader (ELx 800, Bio-Tek
Instruments Inc., USA) at 630 nm according to lowest concentration of heavy metals at which
no growth was occurred, and they were considered as resistant if the MIC values exceeded the

value of the E. coli K-12 strain (control) [13].

Determination of Antibiotic Resistance

Antibiotic resistance of the selected 53 isolates were revealed according to the agar
diffusion method described by Bauer et al. [14] in which Mueller-Hinton agar and 8 antibiotic
discs representing 7 classes of antibiotics, i.e., gentamicin (10 pg), nalidixic acid (30 pg),
spectinomycin (100 pg), ampicillin (10 pg), streptomycin (10 pg), trimethoprim-
sulfamethoxazole (25 pg), tetracycline (30 pg) and chloramphenicol (30 pg) were used.
Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, which were
recommended by NCCLS [15], were used as control strain in order to verify the antibacterial
effect of the discs. All discs were obtained from Himedia (Italy) and the sensitivity of isolates
were determined according to the manufacturer’s recommendation. In addition, multiple

antibiotic resistance (MAR) index values were calculated as a/b in which “a” represents the



number of antibiotics that the selected isolate was resistant to and “b” represents the total
number of antibiotics that the isolate was tested against [13]. A MAR index exceeding 0,2
was considered as the isolates were exposed to high risk sources of human or animal
contamination, where antibiotic use is common. A MAR index below or equal to 0,2

indicated that antibiotic were seldom or never used [16].

Screening of Isolates for Extracellular Enzyme Production
As regards the presence of extracellular enzymes such as amylase, protease, cellulase,
oxidase, catalase, nitrate reductase and gelatinase, different enzymatic agar plate assays or

tubes, detailed below, were performed on 53 isolates.

Extracellular Amylase Production

Amylolytic activity was determined by inoculating the samples to autoclaved (at 121
°C for 20 min) Nutrient Agar (NA) prepared by addition of adequate amount of sea water, in
accordance with the isolation medium, to the 1 % (w/v) soluble starch (Fluka). Following the
incubation at 30 °C for 48 h, the plates were flooded with 0,3 % iodine (I;)-0,6 % potassium
1odide (KI) solution. The clear zone around the colony indicated the hydrolytic activity on

starch [17, 18].

Extracellular Protease Production

The presence of proteolytic activity on plates were determined by following the
method reported by Bora and Kalita [17]. The method consists of using NA medium
supplemented with Skim milk solution which was sterilized by autoclave (at 110 °C for 15
min). Following incubation of 48 h at 30 °C, a clear zone appeared around the colony

indicated the presence of proteolytic activity [17, 18].



Extracellular Cellulase Production

Cellulase presence on plates were screened according to Bora and Kalita [17] with
using autoclaved NA media containing 1 % (w/v) carboxy methyl cellulose (CMC-Alfa
Aesar) and adequate amount of sea water. After incubation of 48 h at 30 °C, Petri dishes were
flooded with an aqueous solution of Congo red (Merck) for 15 min. After cleaning Petri
dishes with 1 M NaCl solution, cellulase presence was determined by yellow zones around

the colonies [17,18, 19, 20].

Extracellular Oxidase, Catalase, Gelatinase and Nitrate Reductase Production
The presence of oxidase, catalase, and gelatinase in the 53 isolates were carried out
according to the standard microbiological methods described by Alexander and Strete [21]

whereas nitrate reductase test was carried out according to the test kit (Fluka) prospectus.

RESULTS

Isolation and Identification of Marine Bacteria

Most isolates identified by using VITEK 2 Compact Automatic Identification System
were taxonomically classified as members of the genera: Acinetobacter (21 isolates which 18
of them is A. baumannii and 3 of them is 4. haemolyticus), Bacillus (16 isolates that all were
classified as B. cereus/B. thrungiensis), Sphingomonas (2 isolates both were S. paucimobilis),
Brevibacillus (1 isolate identified as B. laterosporus), Brevundimonas (1 isolate belonging to
B. diminuta/B. vesicularis) and Brucella (1 isolate of B. melitensis) (Table 1). 11 out of 53
isolates were unidentified as they were not compatible with the database of the identification
system. It is quite remarkable and sensational that these species have probability to be a new
species and/or subspecies. However, these presumption should be evidenced with using

further analysis at the molecular level (i.e., 16S rRNA analysis).



Heavy Metal Resistance

Selected 53 isolates were found to be resistant to different concentrations of heavy
metals, as it can be evidenced from their MICs ranging from 25 pg/ml to >3200 pg/ml (Table
2). In assessing the range of MICs obtained, a maximum of MIC (>3200 pg/ml) was observed
for Pb**, with a minimum for Cd*" (25 pg/ml), although only a single isolate for each value
existed, both of which were collected from Izmit Bay. Among the isolates, samples of
Marmara Sea showed a maximum resistance (100 %, 100 % and 72.7 %) to three of the heavy
metals (Cd*", Cu®” and Cr’", respectively), however they were very sensitive (27.3 %) to Pb*"
and did not survive at all at the Mn®" concentrations exceeding the MIC of the E. coli K-12
strain. The trend in resistance to heavy metals was Cd*" = Cu*™> Cr’" > Pb*" > Mn?".
Similarly, the samples of Black Sea exhibited a high resistance to Cd*", Cu®" and Cr’* (100 %,
92.3 % and 92.3 %, respectively) and relatively less resistance (53.8 %) to Pb*" and no
resistance to Mn®". Their trend of resistance was Cd*™ > Cu®*" = Cr’” > Pb*" > Mn*". Samples
isolated from Izmit Bay were the ones that had resistance to all of the heavy metals tested, at
varying percentages, with the resistance trend of Cu*"> Cd*"> Cr’" > Pb*" > Mn®". As it can
be seen from its resistance trend, Izmit Bay isolates showed maximum resistance (93.1 %) to
Cu®" whereas 89.7 % to Cd*", 62 % to Cr’" and 34.5 % to Pb>". One (Sphingomonas
paucimobilis) out of 29 Tzmit Bay isolates also showed resistance to Mn®". Except that isolate,
Mn*" was the only heavy metal that was found to be highly toxic to all other isolates purified
from different collection sites. In addition, Izmit Bay isolates were also the ones that had the
highest multiple resistance to heavy metals (Fig. 2). 10 out of 29 (34 %) of the isolates
showed resistance to 4 (9 of them to Cd2+, Cu2+, Cr’" and Pb*" and 1 of them to Cd2+, Cu2+,
Cr’" and Mn*") heavy metals whereas 7 isolates (24 %) to 3 (6 of them to Ccd**, cu*’, Cr' and
1 of them to Cu®*, Cr’* and Pb*"), 10 isolates (34 %) to 2 (1 of them to Cd*" and Cr’* and 9 of

them to Cd*" and Cu®") and 1 isolate (3.4 %) to 1 tested heavy metal (Cu®™"). From 29 isolates,



1 isolate of Sphingomonas paucimobilis was also found to be sensitive to all of the heavy
metals used in the study. In the case of Marmara and Black Sea isolates, relatively similar
percentages were obtained for the multiple heavy metal resistance. Our results showed that 3
out of 11 isolates (27 %) had resistance to 4 (Cd*", Cu*", Cr’" and Pb*"), 5 isolates (45 %) to 3
(Cd**, Cu*" and Cr’), 3 isolates (27 %) to 2 tested heavy metals (Cd*" and Cu®") in former,
while, 6 out of 13 isolates (46 %) showed resistance to 4 (Cd*", Cu*", Cr’" and Pb*") and 3
(Cd**, Cu’" and Cr’") and 1 isolate (Brucella melitensis, 7.6 %) to 2 (Cd*" and Pb*") tested
heavy metals in the latter.

When the heavy metal resistance was assessed according to bacterial genera isolated
from the study sites it could be seen that the genera of Acinetobacter and Bacillus showed
multiple heavy metal resistance (ranging from 2 to 4 metals) irrespective of the sampling
sites. However as only a few isolates of Brevundimonas, Brucella and Sphingomonas were
isolated, the heavy metal resistance of these isolates should be assessed by using more

isolates.
Antibiotic Resistance Patterns and MAR Index

In antibiotic resistant assay, all the isolates showed resistance with varying
percentages to nalidixic acid (30 pg), spectinomycin (100 pg), ampicillin (10 pg),
streptomycin (10 pg), trimethoprim-sulfamethoxazole (25 pg) and chloramphenicol (30 pg)
(Fig. 3). In general, the isolates showed a maximum resistance to chloramphenicol followed
by ampicillin, spectinomycin, trimethoprim-sulfamethoxazole, streptomycin and nalidixic
acid, respectively. Gentamicin and tetracycline were the only tested antibiotics that all of the
isolates exhibited sensitivity to irrespective of the collection sites. As it can be evidenced
from Fig. 3, Izmit Bay and Black Sea isolates showed relatively higher resistance to

spectinomycin, streptomycin and trimethoprim-sulfamethoxazole than the isolates purified
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from Marmara Sea. Also, samples of Marmara Sea were found to be sensitive to nalidixic

acid and streptomycin in addition to their sensitivity to gentamicin and tetracycline.

As shown in Fig. 4, 4 isolates of the Black Sea (36.7 %) exhibited resistance to 4
antibiotics while isolates of Marmara Sea and Izmit Bay were predominantly resistant [8
isolates (72.7 %) and 17 isolates (58.6 %), respectively] to 2 antibiotics. Izmit Bay and Black
Sea isolates showed resistance up to 5 antibiotics, whereas those from Marmara Sea were

resistant to 3 or fewer antibiotics.

The presence of antibiotic resistance in the isolates gave oppurtunity to calculate also
the MAR index of the samples in order to reveal if the antibiotics were used in common or
seldom in our collection sites. The results showed that the MAR indexes of both samples from
Izmit Bay (0,125-0,625) and Black Sea (0,250-0,625) were higher than those from Marmara
Sea (0,250-0,375). Although the lowest MAR index of Izmit Bay samples was 0,125, which
belongs to only one isolate (Sphingomonas paucimobilis), MAR indexes of the majority of the
other Izmit Bay samples were ranging between 0,250 and 0,625. As MAR indexes of 52
samples exceed 0,2, our results clearly demostrate that those isolates, no matter which sea
they were isolated from, were exposed to high risk sources of human and animal

contamination where antibiotic usage was common.

Interaction of Heavy Metal with Antibiotic Resistance

Except one isolate of Sphingomonas paucimobilis that was isolated from Izmit Bay, all
of the other isolates were resistant to at least 2 heavy metals and antibiotics which evidenced
that there was an interaction between multiple heavy metal and antibiotic resistance (Table 3).
Heavy metal resistant Marmara Sea samples also exhibited resistance up to 3 antibiotics
namely ampicillin, chloramphenicol and spectinomycin (in the case of Acinetobacter

baumannii) or trimethoprim-sulfamethoxazole (Bacillus cereus/B. thuringiensis) while heavy
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metal resistant Izmit Bay and Black Sea isolates showed resistance up to 5 antibiotics
(spectinomycin, ampicillin, trimethoprim-sulfamethoxazole, streptomycin and
chloramphenicol). With all the metals tested, it was observed that the majority of the heavy
metal resistant isolates, irrespective of their collection sites, were also resistant to at least 2

antibiotics (ampicillin and chloramphenicol).

Interaction of Heavy Metal and Antibiotic Resistance with Extracellular Enzyme
Production

The majority of the isolates that were capable of producing extracellular enzymes
belonged to the Gram-positive genera Bacillus (Table 4). The multiple metal and antibiotic
resistant representatives of these genera had ability to produce at least 5 of the tested enzymes
(catalase, nitrate reductase, gelatinase, amylase and protease with 43.7 % frequency). All of
these isolates were amylase and protease producers, whereas other 5 isolates were cellulase
producers. Moreover, one isolate of B. cereus/B. thuringiensis which was isolated from Izmit
Bay was able to produce all of the tested enzymes. In addition, it was found that most of the
multiple metal and antibiotic resistant unidentified isolates belonging to Gram-positive strain
also could produce at least 5 enzymes. Among the Gram-negative, representatives of the
genera Acinetobacter, which widely existed in the sample sites of the present study, were
predominant. The multiple metal and antibiotic resistant Izmit Bay and Marmara Sea isolates
belonging to this genera could produce at least 2 enzymes (catalase and nitrate reductase with
61.9 % frequency). However, multiple metal and antibiotic resistant Black Sea isolates of this
genera could produce up to 5 enzymes. Among the enzymes that has more industrial
importance, the number of Acinetobacter isolates that could produce protease was higher (6
isolates) than amylase producers (1 isolate). None of those isolates were able to produce

cellulase.

12



DISCUSSION

In the presence of toxic compounds, microorganisms undergo selection pressures and
the survival depends on their ability to develop resistance [22, 23]. With this aspect, isolates
collected from contaminated Izmit Bay, Marmara and Black Sea already had or gained
resistance to conditions existing in sample sites. When the genera of the isolates were
examined, it was observed that the majority of the identified isolates were belonging to the
genera of Acinetobacter (50 %) and Bacillus (38 %). Similar to our results, there are several
reports published about the isolation of the former from the polluted River Taff in Wales [24]
and beach in Tel Aviv [25]. Also, the presence of the Bacillus in especially metal
contaminated environments was again reported in previous studies [26, 27, 28, 29] which
possibly indicates its dominance in the communities of colony forming organisms in metal

polluted sites [29].

Metal and antibiotic resistances are the most common features that the bacteria gain due to
the bio-essentiality or abuse of the metal and/or antibiotics [30]. Among the tested heavy
metals, Cu2+, Cr’" and Mn*" were essential metals while Pb*" and Cd*" were non-essential
metals and were toxic to biological systems, even in traces [31]. In the present study,
irrespective of the collection sites, relatively higher amount of Cu>™> Cd**>Cr’" resistant
isolates were obtained. The result suggested that those heavy metals were highly accumulated
in the sample collection sites. It was reported that Cr’" and Cu®" were used as markers or
tracers of metal industries [32, 33, 34] whereas Cd*" and Pb*" were known as the markers of
paint industries [35, 36]. As storage tanks for different kinds of solvents used in paint,
petroleum, plastic and pesticide industries are located especially nearby of the Izmit Bay [2],

and this area is affected by coal-fueled iron and steel industries [3], our findings in respect to
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heavy metal resistant isolates were in correlation with other previously reported studies [2, 3,

6] carried out on fishes or sediments of the Bay.

When all the samples, irrespective of the collection sites, were examined, the highest
frequency of bacterial antibiotic resistance was found for chloramphenicol (52.8 %) and
ampicillin (50.9 %). Although usage of chloramphenicol has a serious side effects (i.e.
aplastic anemia), it is still widely used against a wide variety of microorganisms especially in
low income countries due to its low cost. Ampicillin, belonging to penicillin group antibiotics,
is the other widely consumed antibiotic as it is used for the treatment of a wide range of
bacterial infections. Higher resistance to ampicillin was also reported in other studies [30, 37]
carried out on different marine samples. The existence of relatively high resistance in our
isolates to antibiotics could be due to the widespread usage of these metabolites in Turkish
hospitals [38] and their effluents to the sea with disposal of urban sewage. Moreover, in
accordance with this presumption, there are reports in literature about Acinetobacter regarding
to its resistance to commonly used antibiotics and its ability to form a reservoir of antibiotic

resistant genes, particularly in hospital environments [39].

Many recently published reports [40, 41] suggest that the presence of metal contamination
in natural environments could have a role in the maintenance and proliferation of antibiotic
resistance. In the present study, the most abundant resistance (24.5 %) of the isolates was
found to be against to Cd*" and Cu®". In addition, the incidence of metal-antibiotic double
resistance existed between those two metals and chlorampenicol and ampicillin was
calculated as 100 %, while this percentage was relatively very low (16.7 %, 16.7 % and 8.3
%) for the other tested antibiotics (spectinomycin, trimethoprim-sulfamethoxazole and

streptomycin, respectively).

14



The occurence of multiple resistance either to metals or antibiotics or to both was
observed in all of the sample collection sites of this study probably by virtue of presence of
plasmids and/or transposons encoding genes linked to metal and/or antibiotic resistance [30].
In instance where these genes are grouped on the same plasmid, it can be assumed that either
heavy metals or antibiotics could be served as selection pressures for populations of bacteria
hosting these plasmids (42). Indeed, there are reports on Acinetobacter, which was the most
abundant genera in the present study, concerning the presence of its indigenous plasmid that
is linked to the heavy metal and antibiotic resistance [39]. In addition, except one isolate, the
majority of chloramphenicol resistant isolates were also exhibited resistance to ampicillin,
suggesting that chloramphenicol resistance may be carried on a plasmid that also codes
resistance to ampicillin (like ACCoT plasmid carrying codes for ampicillin, chloramphencol,
co-trimoxazole and tetracyline). Similar bacterial resistance to multiple heavy metals and
antibiotics was also reported not only in Iskenderun Bay [13] of Turkey, but also in

Providence river and Narragansett bay [43] and Antarctic Marine [30].

Inhibition of growth is usually used to reveal the toxicity of a chemical or antibiotic to a
microorganism and this measurement was utilised in the present study for the identification of
heavy metal and antibiotic resistance of samples isolated from Izmit Bay, Marmara and Black
Sea. However, other features like oxygen consumption [44], ATP level [45] or enzyme
production [46] could also indicate the toxicity of an agent to a microorganism. The last
approach was utilised in the present study, both to screen the production of enzymes in the
isolates and to determine if there was an interaction exists between heavy metal and/or
antibiotic resistance and enzyme production. Our studies indicated that there was a variation
in the enzyme profile of the resistant isolates. Especially, majority of Izmit Bay and Marmara
Sea isolates of Acinetobacter had less range of enzyme activity compared to other multiple

resistant isolates. However, as all of the isolates obtained in the present study (except two
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isolates of Sphingomonas paucimobilis) showed resistance to at least 2 or more heavy metals
and antibiotics, it was not possible to compare the enzyme production of single resistant

isolates to multiple resistant isolates.

It is worthy to mention that combined hydrolytic activities have been detected in majority
of not only genus Bacillus but also unidentified isolates. The representatives of Bacillus are
well known enzyme-producers and many species of this genus are used in many industrial
processes for the commercial enzyme production [47]. More interestingly, most of the
multiple metal and antibiotic resistant unidentified isolates were capable of producing at least

5 enzymes which make them good candidates for biotechnological applications.

CONCLUSION

Taxonomic classification of the selected isolates identified 42 of the 53 samples while
it was not possible to identify 11 isolates at the species level. Majority of the identified ones
were belonging to the Acinetobacter and Bacillus genera, possibly indicating the metal
toxicity of the sites. In general, samples isolated from all three sites exhibited a strong
resistance to Cd2+, Cu2+, and Cr3+, and relatively lower (and even nil in the case of samples
from Marmara Sea and Black Sea) to Pb>" and Mn”". In addition to their metal resistance,
isolates showed maximum resistance to two of the tested antibiotics (chloramphenicol and
ampicillin) that are widely used in Turkey. Moreover, with only one exception, all the isolates
showed resistance to at least 2 heavy metals (Cd*" and Cu*") and antibiotics (chlorampenicol
and ampicillin), evidencing the interaction between the metal and antibiotic resistance. As
regards the effect of achieved metal- and/or antibiotic-resistance on the bacteria’s natural
ability to produce extracellular enzymes, a clear indication of an alternative enzyme
production ability could not be evidenced as it was not possible to compare the enzyme

activity of single resistant isolates to multiple resistant isolates. On the other hand, the enzyme

16



assay revealed that most of the unidentified, metal- and antibiotic-resistant isolates were able
to produce significant number of enzymes which makes them valuable candidates for the

further analysis and characterization for their utilization in biotechnological applications.
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TABLE 1 - The distribution of the identified / unidentified isolates according to the sample collection stations and depths.

k3k

Isolation point  A. baumannii  B. cereus/  A. haemolyticus ~ S. paucimobilis ~ B. melitensis ~ B. diminuta/  B. U Total
B. thuringiensis B. vesicularis laterosporus
10 m 2 1 - - - - - - 3
M°  20m 3 3 1 - - ; ; _ 7
100 m 1 - - - - - - - 1
I 4 4 - - - - - 1 9
IB° Mi 2 5 - 1 - - 1 4 13
E - - - 1 - 1 - 5 7
30 m - - - - 1 - - - 1
B*  40m 4 3 2 - - - - - 9
44 m 2 - - - - - - 1 3
Total 18 16 3 2 1 1 1 11 53

"M, Bosphorus entrance of Marmara Sea; 1B, Izmit Bay; B, Bosphorus entrance of Black Sea ; I, Internal region of Izmit Bay; Mi, Middle region of Izmit Bay; E, External
region of Izmit Bay.
U, Number of unidentified isolates.
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TABLE 2 - Minimal Inhibition Concentrations (MIC) of bacteria isolated from Izmit Bay and Bosphorus entrance of Marmara and
Black Sea samples.

Heavy metal/ n Metal concentrations (pg/ml) with number of sensitive isolates Resistant
environment isolates™**
12.5 25 50 100 200 400 800 1600 3200 >3200 n %

Cadmium *

M 11 - - - - 1 6 - 4 - - 11 100

B" 29 - 1 2 - 3 5 2 16 - - 26 89.7

B” 13 - - - - - - 8 4 1 - 13 100
Copper *

M 11 - - - - - 11 - - - - 11 100

IB 29 - - - 1 1 27 - - - - 27 93.1

B 13 - - - - 1 12 - - - - 12 92.3
Chromium *

M 11 - - - - - - 3 - 8 - 8 72.7

IB 29 - - - - - - 11 1 17 - 18 62.0

B 13 - - - - - 1 - - 12 - 12 92.3
Lead *

M 11 - - - - - - - 8 3 - 3 27.3

IB 29 - - - - - - 3 16 9 1 10 34.5

B 13 - - - - - - - 6 7 - 7 53.8
Manganese ’

M 11 - - - - - - - 11 - - 0 0

IB 29 - - - - - - 4 24 1 - 1 3.4

B 13 - - - - - - 1 12 - - 0 0

*Minimal inhibition concentration of control strain Escherichia coli K12.
** Samples taken from M: Marmara Sea, IB: Izmit Bay, B: Black Sea.
*** The isolates considered as resistant if the MIC values exceeded the value of E. coli K12 strain.
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TABLE 3 - Comparison of multiple resistance to heavy metals and antibiotics in Izmit
Bay and Bosphorus entrance of Marmara and Black Sea samples.

Heavy metals Antibiotics Number of isolates Total
M IB B

1 - - - -
) - - - -

1 3 - 1 - 1
4 - - - -
5 - - - -
1 - - - -
2 2 8 1 11

2 3 1 1 - 2
4 - - - -
5 - 1 - 1
1 - - - -

3 2 3 4 1 8
3 2 2 3 7
4 - 1 2 3
5 - - - -
1 - - - -

4 2 3 5 2 10
3 - 4 1 5
4 - 1 2 3
5 - - 1 1
Total 11 28 13 52

"As 1 (Sphingomonas paucimobilis isolated from Izmit Bay) out of 53 isolates was sensitive to all of the tested
heavy metals, this isolate was not included in this table.
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TABLE 4 - Expression of multiple heavy metal and antibiotic resistance and extracellular enzyme activity of 53 marine isolates.

Isolateno  Antibiotic Metal Identification Gram staning Presence of extracellular enzymes
Catalase Oxidase Nitrate Gelatinase Amylase Protease Cellulase
Total 8 5 reductase
1 2 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
2 2 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
3 2 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
4 2 3 Unidentified + + - + + + + )
5 2 4 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
6 2 4 Unidentified - + - + - - - -
7 3 1 Sphingomonas paucimobilis - + + + nd* - ; -
8 1 0 Sphingomonas paucimobilis - + - + + + + -
9 2 2 Bacillus cereus/thuringiensis — + + - + + + + -
10 3 4 Unidentified + + - + + 4 n )
11 2 4 Unidentified + - - + + n n i
12 4 3 Unidentified + + - + nd - - -
13 2 4 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
14 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
15 3 3 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + + + + + + _
16 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + + + + + + +
17 3 3 Acinetobacter baumannii - + - + - - - ,
18 2 2 Unidentified + + - + + + + }
19 2 2 Brevibacillus laterosporus + + - + + + + -
20 3 4 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + +
21 4 4 Unidentified + - - + + n + n
22 3 2 Bacillus cereus/ B.thuringiensis + + - + + + + -
23 3 4 Acinetobacter baumannii - + - + - - - -
24 2 2 Bacillus cereus/B.thuringiensis + + - + + + + -
25 5 2 Unidentified - + + + - - - -
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Table 4 (continued)

26
27
28

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

2
2
3

W WNNWWNNNNDNDNWWEAWNDRERPRNDWLOBMDRNDNDDND

SN ST \S)

NWEARARWLWLWVWNDNDWNDWRARWWWWWLWRWLWERENDRERERRERDS

Bacillus cereus/B.thuringiensis +
Unidentified +
Brevundimonas diminuta/
B.vesicularis -
Unidentified +
Bacillus cereus/B.thuringiensis +
Acinetobacter baumannii -
Acinetobacter baumannii -
Acinetobacter haemolyticus -
Brucella melitensis -
Acinetobacter baumannii -
Acinetobacter haemolyticus -
Bacillus cereus/B.thuringiensis +
Bacillus cereus/B.thuringiensis +
Acinetobacter baumannii -
Acinetobacter baumannii -
Unidentified +
Acinetobacter baumannii -
Acinetobacter baumannii -
Acinetobacter baumannii -
Bacillus cereus/ B.thuringiensis +
Acinetobacter baumannii -
Bacillus cereus/ B.thuringiensis +
Acinetobacter baumanni -
Acinetobacter baumanni -
Acinetobacter haemolyticus -
Acinetobacter baumanni -
Bacillus cereus/B.thuringiensis +
Bacillus cereus/B.thuringiensis +

+ +

+++ AR R+

+ +

T i e o S S e o S SRS S

L R S S S A A *

Lo+

++ F+++ 4+ ++

J’_

1 + _l’_ 1

*nd: not determined.
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FIGURES:

FIGURE 1 - Map of Turkey showing Black Sea, Marmara Sea and Izmit Bay. Arrows
illustrate the sampling sites.

FIGURE 2 - The number of multiple heavy metal resistant bacteria isolated from Izmit
Bay and Bosphorus entrance of Marmara and Black Sea samples. M, Marmara Sea; IB,
Izmit Bay; B, Black Sea.

FIGURE 3 - The number of antibiotic resistant bacterial strains isolated from Izmit Bay
and Bosphorus entrance of Marmara and Black Sea samples. M, Marmara Sea; IB, [zmit
Bay; B, Black Sea.

FIGURE 4 - The number of multiple antibiotic resistant bacterial strains isolated from
Izmit Bay and Bosphorus entrance of Marmara and Black Sea samples. M, Marmara

Sea; IB, Izmit Bay; B, Black Sea.
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