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Ozet: Bu arastirmada toplam 200 cig siit orneginden 48 Pseudomonas izolasyonu gerceklestiriimistir. 48 Pseudomonas
izolatlarindan 20'si (%41.66) P. fluorescens, 11'i (%22.91) P. aeruginosa, 11'i (%22.91) P. putida, 2'si (%4.16) P. aurefaciens,
30 (%6.25) P. pseudomallei, 1'i (%2.08) P. cepacia tiri olarak tanimlanmigtir. Pseudomonas izolasyonlarinda Pseudomonas CN ve
CFC Agar, Pseudomonas P (King A) ve Pseudomonas F (King B) Agar ve Kristal Viyole Tetrazolium (CVT) Agar kullaniimigstir.

Arastirmada, Pseudomonas turlerinin mevsimlere gére dagilimlari degerlendirildiginde, P. fluorescens biotip | ve 1l yaz aylarinda, P.
fluorescens biotip 11l kig ve ilkbahar aylarinda tespit edilmistir. P. putida, P. aurefaciens, P. pseudomallei ve P. cepacia tirleri ilkba-
har ve yaz aylarinda izole edilirken, P. aeruginosa her mevsimde bulunmustur.

An Investigation About the Distribution and Isolation of Pseudomonas from Raw Milk
Samples Obtained from Different Areas

Abstract: In this research, a total of 48 Pseudomonas had been isolated using Pseudomonas CN and CFC Agar, Pseudomonas P(King
A) and Pseudomonas F(King B) and Crystal Violet Tetrazolium Agar (CVT) from 200 raw milk samples. Of 48 isolated Pseudomonas,
(41.66%) 20 have been named as P. fluorescens, (22.51%) 11 as P. aeruginosa, 22.91%) 11 as P. putida, (4.16%) 2 as P. aurefa-
ciens, (6.25%) 3 as P. pseudomallei, (2.08%) 1 as P. cepacia.

When the distribution of Pseudomonas species has been evaluated according to the seasons, P. fluorescens biotip | and Il have been
detected in summer seasons while P. fluorescens biotip 11l has been detected in winter and spring. The species of P. putida, P.aurefa-
ciens, P. pseudomallei and P. cepacia have been isolated in spring and summer seasons, on the other hand, the isolation of P. aerug-

inosa had been detected in all seasons.

Giris

Sute mikroorganizmalarin kontaminasyonlari sit ure-
timi sirasindaki kosullara bagldir. Sttlin sagim yapilan
ciftliklerde uzun slre disik sicaklikta bekletilmesi veya
sogutulmasi, isletmelere getirilen tanklarin temizligi ve
1s1s1, sUtln bakteriyolgjik 6zelligini belirler (1).

Sogukta bekletilen sutlerde, Pseudomonas grubu bak-
terilerin salgiladiklari istya son derece direngli esteraz
(proteaz-lipaz) gibi enzimlerinin varligi ve bu enzimlerin
sUt UrUnlerinde pastérizasyon sonrasi tekrar aktif hale
gecmesi Uriin bazinda sorunlar yaratmaktadir. Ornegin,
sut, peynir, krema ve tereyaglarda trigliseritlerin
par¢alanmasi sonucunda acilasma meydana gelmektedir.
Bu enzimler, UHT sitte asitlik gelismeksizin pihti
olusumuna sebep olmakta ve proteinleri daha Kugik
molekillere ayirarak kabin dibinde bir sediment olustur-
maktadir (2-5).

Arastirmalarda Gram negatif psikrofil bakterilerin ¢ig
sutte  bulunma oranlarinin  %10-50 arasinda
degisebilecegi  belirtilmigtir. Rached ve  Baday’i

Macaristan'da cig sutlerle yaptiklart calismada psikrofil
popilasyonda %56.9 oraniyla Pseudomonaslari domi-
nant olarak saptamiglardir (6). Boisen ve Christofferson,
¢ig sUtlerde yaptiklari calismada toplam 430 psikrofil bak-
teri izolasyonu gerceklestirmisler ve gram negatif
mikroorganizmalar icerisinde 104 izolati Pseudomonas
olarak belirlemiglerdir (7).

Candioti ve ark. (8) c¢ig sutlerdeki psikrofil flora
lzerinde yaptiklari arastirmada en fazla %52.3 oraninda
Pseudomonas izolasyonunu gerceklestirmislerdir. EI-
Bassiony ve ark. (9) ¢ig sttlerde yaptigi psikrofil bakteri
tdrlerinin icerisinde en fazla %25.21 oraninda
Pseudomonas'lari saptamuslardir.

Sut ve sut urinlerinde ekonomik kayiplara neden olan
Pseudomonas'lar insan ve hayvanlarda da ¢esitli enfeksiy-
onlara sebep olmaktadirlar. Insanlara siit ve st Grtnleri
ile bulasmasi halk saglidi agisindan da Pseudomonas'larin
6nemini artirmistir (3, 4). Bu distincelerden hareket edil-
erek Ankara ve yoresinden toplanan 200 c¢ig sut
orneginde Pseudomonas ve tirlerinin izolasyonu ve
tanimlanmasi ¢alismanin amacini olusturmaktadir.
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Materyal ve Yontem
Materyal

24.12.1990-25.08.1992 tarihleri arasinda toplam
200 ¢ig sut ornegi ile calisiimistir. Orneklerin 151'i
(%75.5) cesitli yorelerden (Ankara-Etimesgut, Polatl,
Bala, Afyon-Bolvadin, Antalya-Bozova, Burdur-Seydikdy,
Burdur-Celik, Denizli, Konya-Altinova, Kastamonu) sut
isletmelerine getirilen, 49°u (%24.5) sokak sutcilerinden
(Ayas, Golbasi, Cubuk, Ankara, Dodurga) saglanan sit
ornekleridir (Tablo 1).

Tablo 1. Cig Stit Orneklerinin Alindigi Kaynaklara Gére Dagilimi
Cig sut érneklerinin alindigi kaynaklar Ornek Sayisi %
Cesitli stt isletmelerinden alinan ¢ig sit érnekleri 151 75.5
Sokak sitgilerinden alinan ¢ig sit érnekleri 49 24.5
TOPLAM 200

Metot

izolasyon

Arastirmada Tirk Standartlari Enstitlstnce belirtilen
esaslara (TSE 1018) gére ¢ig stt érnekleri steril 200 ml'-
lik siselerde laboratuvara getirilmistir (10). Cig sut érnek-
lerinin dilusyonunda 9%?1’lik Peptonlu su Kkullanilmistir
(11). Daha sonra 10 dilusyon tiiptinden Pseudomonas
CN Agar (Oxoid SR 102) ve Pseudomonas CFC Agar
(Oxoid SR 103)’lara ekim yapilmistir (12).

Gig sut 6rneklerinden yukarida adi gegen besiyerlerine
ekim yapildiktan sonra 30°C'de 24-48 saat inklbasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda Greyen Koloniler UV
15191 (366 mm) altinda incelenmistir. UV 1511 altinda pig-
menti go6zlenen Pseudomonas slpheli Kkolonilerden
yeniden Mac. Conkey Agara (MCA) ekim yapilmistir.
30°C'de 48 saat inkibasyondan sonra MCA'da laktoz (-)
olan kolonilerin biyokimyasal 0Ozelliklerini belirlemek
amactyla ¢alismaya devam edilmistir (13).

Identifikasyon

Pseudomonas tanisini koyabilmek icin laktoz (-)
kolonilere ilk olarak Oksidasyon-Fermentasyon (O/F-
Glukoz) testi uygulanarak, 37°C'de 48 saatlik inkibasyon
sonucunda Pseudomonas’arda oksidatif fermentasyon
saptanmistir. Ayni 6rneklere katalaz, oksidaz ve SIM
besiyerinde (Oxoid CM 435) hareket testleri
uygulanmistir. Katalaz (+), oksidaz (+), hareket (+) ve
oksidatif fermentasyon 6zelligi gdésteren koloniler ayirt
edilmistir (14-16). Ayrica bu Kolonilerin CVT besiyerinde
kirmizi renkli pigment olusturma 6zellikleri test edilmistir
(17). Daha sonra diger biyokimyasal testler Ure, indol,
sitrat, Triple Sugar Iron (TSI), metil-red (MR) ve voges-
proskauer (VP)'dir (18).
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Pseudomonas tir ayrimi icin 4°C ve 41°C'deki treme
Ozellikleri esas alinmistir. Bu amacla 2 ayri Yeast Extract
besiyerine ekilen Pseudomonaslar 4°C'de 7-10 gin,
41°C'de 24 saat inkibasyon birakilmistir (19).

Calismada c¢ig sut orneklerinden izole edilen
Pseudomonas turlerinin adlandiriimasi  amact ile
Pseudomonas P (King A), Pseudomonas F (King B),
Cetrimide (CA) besiyerleri ve Seller’s Differential Agar
(SDA) kullaniimistir. Ozellikle pyocyanin pigmenti veren
Pseudomonaslar King A besiyerinde, pyoverdin ve fluo-
rescein pigment 6zelligi gosteren Pseudomonasiar King B
besiyerinde degerlendirilmistir. CA ve SDAda ise bazi
Pseudomonas tirleri iyi Urerken bazi tirlerin hi¢ treme-
digi tespit edilmistir. Bu nedenle her iki besiyeri
Pseudomonas tirlerinin adlandiriimalarinda kullanilmigtir
(20).

Pseudomonas turlerinin adlandiriimasini kesinlestire-
bilmek amaci ile nitrat rediksiyonu ve sonucunda nitrat
denitrifikasyonu degerlendirilmistir. Nitrat denitrifikas-
yonu icin Pseudomonas tanist konulan kolonilerden nitrat
besiyerine ekim yapilarak 30°C'de 24 saat inklbasyona
birakilmistir. Inkbasyon sonucunda gaz olusumu
gozlenerek nitrat denitrifikasyonu degerlendirilmistir
(21).

Gig sltten izole edilen Pseudomonasiarin
adlandiriimasinda Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology temel olarak alinmistir (19).

Bulgular

Arastirmada 200 ¢ig sut o6rneginin 48(%:24)’inde
Pseudomonas izolati gergeklestirilmistir. izolasyonu
gerceklestirilen butun Pseudomonas tirleri Pseudomonas
CN(Oxoid SR 102) ve Pseudomonas CFC (Oxoid SR 103)
besiyerlerinde test edilmistir. Tablo 2'de izolasyonu
gerceklestirilen 48 Pseudomonas ve tirlerinin dagilimlari
verilmigtir.

Arastirmada ¢ig st érneklerinden 20'sinde (%41.66)
P. fluorescens, 11'inde (%22.91) P. aeruginosa, 11’inde
(%22.91) P. putida izole edilmistir. Daha az sayida ise
2'sinde (%4.16) P. aurefaciens, 3'inde (%6.25) P.
pseudomallei, 1'inde (%2.08) P. cepacia tespit edilmistir.
20 P. fluorescens izolatlarinin biotiplerine gore
ayirimlarinda ise 10'u (%20.83) P. fluorescens biotip I,
4’0 (%8.33) P. fluorescens biotip II, 6's1 (%12.50) P.
fluorescens biotip Il olarak adlandiriimistir (Tablo 2).

Pseudomonasarin 4°C ve 41°C’deki Uremelerine gore
tlr ayrimlari Yeast Extract besiyerinde test edilmistir.
Buna gore 41°C'de P. aeruginosa, P, pseudomallei ve P.
cepacia, 4°C'de ise P. fluorescens biotip, I, I, 1ll, P. puti-
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Cig stten izole edilen Pseudomonas Yeast Extract Pseudomonas Tablo 2. Pseudomonas CN ve CFC
Pseudomonas tiirleri CN ve CFC besiyerinde 4°Cve izolasyon % Besiyerinden Izole Edilen 48
besiyerinde 41°C'deki Pseudo- sayisi Pseudomonas  lzolatlarinin
tireme 30 C monas izolasyonlari Turlerine Gore Dagilimi
4°c 41%C
Pseudomonas + + 11 22.91
aeruginosa
Pseudomonas + + 11 22.91
putida
Pseudomonas biotip | + + 10 20.83
fluorescens biotip Il + + 4 20 8.33 41.66
biotip Il + + 6 12.50
Pseudomonas + + 2 4.16
aurefaciens
Pseudomonas + + 3 6.25
pseudomallei
Pseudomonas + + 1 2.08
cepacia
Tablo 3. Pseudomonas ve Turlerinin Izole Edildigi Kaynaklara Gore Dagilimi

Izole Edilen Pseudomonas Trleri
Gig sut orneklerinin P. aeruginosa P. putida P. fluorescens P. aurefaciens P. pseudomallei P. cepacia Toplam
alindigi kaynaklar
biotip  biotip biotip
| 11 111
Cesitli stt isletmele-
rinden alinan ¢ig stt 11 11 10 4 3 2 3 1 45
ornekleri
Sokak sutgllerinden
toplanan ¢ig st - - - - 3 - - - 3

ornekleri

da, P. aurefaciens tirleri Uremistir (Tablo 2). Ayrica
nisasta ve jelatin hidrolizi testleri caligiimigtir. Jelatin
hidrolizinde 22°C'de bir haftalik inkiibasyon tercih edil-
mistir. Arjinin dihidrolaz (Thornley), ornitin ve lisin
dekarboksilaz  (Moeller) testleri ile izole edilen
Pseudomonaslarin tur adlart daha ¢ok kesinlik
kazanmistir. Yukarida adi gegen testlere ilave olarak
glukonat oksidasyonu, siikroz’dan levan olusumu, glikoz
ve laktoz fermentasyonu ve penicillin hassasiyet testleri
yapimistir (13). Calisma sonucunda cig sutlerden P.

aurefaciens, P. pseudomallei ve P. cepacia tlrlerinin izo-
lasyonu gerceklestirilmistir. Ci§ sut orneklerinden izole
edilen Pseudomonas tirlerinin adlandiriimasinda cesitli
besiyerlerinden ve biyokimyasal testlerden
yararlaniimistir (22). Ozellikle CVT Agar, CA ve SDAdaki
Uremelerine gdre Pseudomonas tirleri degerlendirilmistir.
CVT'da butin Pseudomonas tirleri Uremistir. SDA'da
butin P. aureginosa tirleri Urerken, diger Pseudomonas
tarleri trememistir. CA'da P. aeruginosa, P. putida, P. flu-
orescens biotip 1, 1l, lll, P. cepacia tirleri urerken, P.

aeruginosa, P. putida, P. fluorescens biotip I, II, 1lI, P. aurefaciens, P. pseudomallei turleri Urememistir.
Tablo 4. 200 Cig Sut Orneginden lzole Edilen 48 Pseudomonas Trinin Mevsimlere Gore Dagilimi
Cig sut érneklerinin P. aeruginosa P. putida P. fluorescens P. aurefaciens P. pseudomallei P. cepacia Toplam
alindigi kaynaklar
Mevsimler  Aylar biotip biotip  biotip
I 1 111
Aralik 1 1
KIS Ocak 2 7
Subat 3
Mart 6 3
ILKBAHAR  Nisan 1 1 14
Mayis 2 1
Haziran 4 2 3 1 1 1
YAZ Temmuz 2 1 5 3 1 3 27
Adustos
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Pseudomonas tirlerinden Pseudomonas fluorescens
biotip I, II, Ill, P. aeruginosa ve P. putida King B besi-
yerinde fluorescein pigmenti olustururken, P. aeruginosa,
P. aurefaciens, P. cepacia turleri ise King A besiyerlerinde
phenazine pigmenti olusturmustur (23).

Gig sutten izolasyonu gergeklestirilen P. aeruginosa ve
P. fluorescens tirlerinin kontrolinld yapmak amaci ile
585 nolu P. fluorescens (Switzerland) ve 588 nolu P.
aeruginosa suslarindan yukarida adi gegen tim testler
yapilarak biyokimyasal reaksiyonlari kontrol edilmistir.

Arastirmada 48 Pseudomonas izolatlarinin 45'i ¢esitli
sut isletmelerinden, 3'U sokak sltl 6rnegdinden elde edil-
mistir (Tablo 3).

Tablo 4'de Pseudomonas izolatlarinin mevsimlere gore
dagilimi gorilmektedir. Toplam 48 Pseudomonas izolat-
larinin 27'si yazin, 140 ilkbahar, 7'si ki mevsiminde
gozlenmigtir. Bu sonuglara gore Pseudomonas tirleri
psikrofil olarak degerlendirilmesine ragmen en fazla yaz
mevsiminde izole edilmistir.

Tartisma

Turkiye'de ¢ig sutlerden Pseudomonas izolasyon
calismalari ¢ok az sayida olup, genus duzeyinde belirtil-
mistir.  Bu nedenle arastirmada izole edilen 48
Pseudomonas’n turlerine gore tanimlanmalart yapilmistir.
48 Pseudomonas izolatlari icerisinde en fazla 20 izolat
(9%41.66) P. fluorescens tespit edilmistir. Daha sonra
11'er izolat (%22.91) P. aureginosa ve P. putida, 2 izo-
lat (9%4.16) P. aurefaciens, 3 izolat (%6.25) P. pseudo-
mallei, 1 izolat (%2.08) P. cepacia olarak belirlenmistir
(Tablo 2).

Arastirmada en fazla izole edilen P. fluorescens 3
biotip olarak tanimlanmistir. %20.83'U biotip I, %8.33'l
biotip II, 9%12.50'si biotip IlI'dir. Richard’'in ¢ig st
calismasinda da arastirma sonuclarina paralel olarak
Pseudomonas izolasyonlarinda en fazla P. fluorescens
izole edilmistir (24). Kroll ve ark. (25)'da bu arastirmanin
bulgulari dogrultusunda sogutulmus sutlerin psikrofil flo-
rasinda dominant olarak P. fluorescens’ izole etmislerdir.
izole ettikleri bu tlrin %39'u biotip I, %13l biotip II,
%45'’i biotip III'dir (25). Kroll ve ark.’larinin sonuglari,
bu calismanin oranlari ile Kkarsilastirildiginda P. fluo-
rescens biotip 1 ve Ill, P. fluorescens biotip II'ye oranla
daha fazladir. Bu arastirma sonuglarina uygun olarak
Kwan ve Skura'da (26) cig sutlerden P. fluorescens biotip
A, biotip B, biotip C, P. aurefaciens, P. pseudomallei ve P.
cepacia turlerini saptamislardir.

Insan organizmasinda siklikla gérilen ve énemsenen
P. aeruginosa yapilan bu arastarmada P. fluorescensden
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daha az sayida tespit edilmistir. Jooste ve ark. (27) cig
sUtlerden izole ettigi 45 Pseudomonas'in 26'sin1 P. fluo-
rescens ve P. putida, 6'sinl P. cepacia, 4'Un0 de P. aeru-
ginosa olarak belirlemistir. Jooste'nin sonuclari bu
arastirma sonuglarinin paralelinde olup P. fluorescens en
fazla bulunmasina ragmen P. aeruginosa daha az siklikta
izole edilmistir.

Arastirmada Pseudomonas izolasyonlarinda kullanilan
Pseudomonas CN ve CFC besiyerleri, Kristiansen (12)
tarafindan da kullaniimigtir. Ayrica King A ve King B besi-
yerlerinde pigment olusumu, oksidaz, katalaz, hareket,
O/F (Glukoz) fermentasyon testleri kullanilarak tur tayini
yapilmistir. Kristiansen (12)'de calismasinda arastirmada
uygulanan ve bu testlerle edilen P. aeruginosa, P. fluo-
rescens, P, putida ve P. cepacia turlerini tespit etmistir.

Pseudomonas izolasyonlarinda kullanilan
Pseudomonas F agar, CA ve CVT Agar’lar, Mickova ve ark.
(28)'nin ¢ig sutlerle yaptiklari ¢alismada P. aeruginosa
izolasyonlarinda kullanmalari, bu arastirmanin sonuglarini
desteklemektedir. Ayrica bu arastiricilarin  P. aerugi-
nosanin tanimlanmasinda 42°C'de treme, oksidaz, arjinin
dihidrolaz, ornitin ve lisin dekarboksilaz, pyoverdin
olusumu ve indol testlerinin uygulanmas! bu arastirma
dogrultusundadir.

Aragtirmada CAda P. aeruginosa, P. putida ve P.
cepacia turleri tanimlanmigtir. Ayni dogrultuda Szita ve
Biro (29) cig sutten CA'da ayni Pseudomonas tirlerinin
izolasyonunu gergeklestirmislerdir.

Bu calismada orneklerin dilusyonunda Kkullanilan
9%0.1’lik peptonlu su, Shelley ve ark. (11)'nin ¢ig sttlerde
yaptiklari Pseudomonas izolasyon calismasinda da tercih
edilmistir. P. fluorescens ve P. putida turlerinin ayiriminda
kullanilan King A ve King B besiyerleri, oksidasyon-fer-
mentasyon testi, orjinin dihidrolaz, nitrat rediksiyonu,
oksidaz, jelatin hidrolizi ve karbonhidrat fermentasyon
testleri Richard (24)'in yaptigi ¢alismada da kullaniimistir.
Bu arastirict yaptigi bir baska c¢alismasinda (30)
Pseudomonas izolasyonlarinda arastirmada uygulanan
penicillin’e direnclik testini de yapmistir. Bu calismada kul-
lanilan katalaz, oksidaz, O/F (Glukoz) Fermentasyon Testi,
King B besiyerinde fluorescein olusumu ve diger
biyokimyasal testler Fischer’in (31) cig stt 6rneklerinde
yaptigi calismasinda uygulanmistir.

Izole edilen 48 Pseudomonas tirinin 45'i cesitli st
isletmelerinden, 3’0 de sokak sttgUlerinden toplanan ¢ig
sut érneklerinde belirlenmistir. Bu sonuca gore sokak sit-
lerine herhangi bir sogutma iglemi uygulanmadigi icin
Pseudomonas cinsi bakterilerin sokak sitlerinde ortama
hakim olmadigi gérilmektedir. Buna karsilik ortamda
mezofil mikroorganizmalarin Uredigi disintlmektedir.



Arastirmanin bulgulari distk sicakliklarda saklanan
sut ve Urlnlerinin Pseudomonas'lar tarafindan kontamine
olabilme riskinin artabilecegini gostermektedir. Dedisen
kaynaklardan site karisan Pseudomonas’lar sutte hizla
cogalip, cesitli fermentasyonlara, parcalanmalara sebep
olmakta ve bu faaliyetler sonucunda sutin renginde,
tadinda, kokusunda, yapi ve kivaminda bir strt degisiklik-
ler go6stermektedir. Sutte Pseudomonaslar sutln
tazeligini bozdugu gibi, bazende c¢esitli enfeksiyonlarada
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