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ONUR SOzU

Yiiksek lisans olarak sundugum® Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve
Enterococcus faecalis’de Farkli Ortam Kosullarinda Proteaz, Prolin ve Biofilm
Uretimi ile Kayma Hareketlerinin incelenmesi” bashkli bu ¢alismanin bilimsel ahlak
ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve
yararlandigim biitiin kaynaklarmm hem metin i¢cinde hem de kaynakca ydntemine
uygun bigimde gdsterilenlerden olustugunu belirtir. Bunu onurumla dogrularim.

Cennet Canan KARADERI
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Bu calismada, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Enterococcus
faecalis kullanildi. Farkli ortam kosullarinda ve sicakliklarda bu ii¢ bakterinin
biyofilm olusturmasi, bakteriyel hareketleri, prolin ve proteaz aktiviteleri incelendi.

Proteaz Uretiminde sadece 30 °C’ de normal ve calkalamali ortamlarinda P.
aeruginosa en yliksek proteaz aktiviteyi gerceklestirebildigi gozlenirken, diger
sicakliklar ve kosullarda E. faecalis ve E. coli’nin daha 1yi proteaz aktivitesi
gosterdigi gozlendi. KCl varliginda E. faecalis ve E. coli’nin proteaz aktivitesinde az
bir degisiklik gdstermesine ragmen proteaz aktiviteyi gerceklestirebilmektedir. P.
aeruginosa, yaptigimiz ¢alismada KCl iceren ortamda E. faecalis ve E. coli’ye gore
daha diisiik bir Proteaz aktivite gdstermektedir.

Biyofilm aktivitesine en 1yi P. aeruginosa‘nm ve en az da E. coli‘nin sahip
oldugu gosterildi. KCI, P. aeruginosa’nin biyofilm aktivitesini olumsuz ydnde
etkilememistir.

KCl varlig1 E. faecalis’in prolin aktivitesini olumsuz yonde etkilememistir.
Ayni sekilde E. faecalis KCI’li ortamda prolin aktivitesi gosterebilmektedir. P.
aeruginosa KCI’li ortamda az da olsa prolin aktivitesi gdozlenmistir.

Yaptigimiz ¢alisma ile ayrica bakteriyel hareketleri incelemenin yani sira
hareketlerinin c¢aplar1 da Olgiilerek bir bakterinin ne kadar ¢apta hareket edebildigi
hakkinda fikir sahibi olunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve
Enterococcus faecalis, biyofilm olusumu, bakteriyel hareketler, prolin ve proteaz
aktivitesi
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Proline, Protease, Biofilm Production and examination of Sliding Movements in
different enviroment conditions in Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and
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In this study, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Enterococcus
faecalis were used. Different agitation conditions and temperatures of these three
bacteria were examined proline, protease, biofilm and bacterial actions.

Protease production is only 30 °C normal and agitated conditions in P.
aeruginosa highest protease observed can perform the activity, other temperatures
and conditions, E. faecalis and E. coli was observed better protease activity. KCI in
the presence of protease activity can be carried out, although showing a slight change
in the protease activity of E. faecalis and E. coli. P. aeruginosa in the work we do as
part of our thesis in medium containing KCI values are expressed in E. coli and
E. faecalis demonstrated by a lower activity.

All of these studies considered the time biofilm activity that has been shown
to have the best of P. aeruginosa and at least one E. coli. KCl, P. aeruginosa biofilm
activity did not affect negatively.

Proline in the presence of KCI did not affect the activity of E. faecalis in a
negative way. Likewise proline may show activity in E. faecalis KCl environment.
P. aeruginosa, KCl less in the environment even if proline activity was observed.
With our work we also showed that how a bacterium measuring the diameter of the
diameter of the movement as well as being able to perform bacterial action has led to
the idea of when to move.

KEY WORDS: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Enterococcus
faecalis, biofilm formation, bacterial movements, prolin and protease activity
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1 GIRIS

1.1  Mikroorganizmalarin giinliik hayatimizdaki yeri ve 6nemi

Gozimiiz ile goremeyecegimiz kadar ¢ok kiiciik olan bu canlilar, hayatimizda
olduk¢a Onemli bir yere sahiptir. Giinlilk hayatimizda tiikettigimiz bir¢ok gida
mikroorganizmalarla elde edilmektedir. Ornegin; yogurt, kefir, tiim alkollii igecekler,
ekmegin mayalanmasi, sirke vb. Bunun yani sira ¢esitli endiistriyel tirtinlerde (alkol,
biitanol ve aseton) mikroorganizmalarla elde edilir. Mikroorganizmalar dogada
meydana gelen S, N, P, C dongiilerinde de 6nemli bir rol oynamaktadir. Genetik
alanindaki ¢alismalarda da bu canlilar tercih edilmektedir. Bu canlilarin pek ¢ok
yararlarimin olmasinin yan sira zararlar1 da bulunmaktadir. Pek ¢ok mikroorganizma
tiirli insanlari, bitkileri ve hayvanlar1 enfekte edebilmekte ve bunun sonucunda 6liime
kadar gotiirebilmektedir. Ornegin; genetik ¢alismalarda kullanilan  bazi

mikroorganizmalar hastalik yapabilme (patojen) 6zelligine sahiptir [1].

1.2  Biyofilm nedir?

Biyofilm kavrami, 17. yy‘da Van Leeuwenhoek’un kendi plaklarinda, mikroskop ile
mikroorganizmalar1 gostermesi ile ortaya c¢ikmustir. 1976 yilinda ise biyofilm
hakkinda ilk fikirler Marshal adinda bir bilim adamu tarafindan ileri siiriilmiistiir.
Biyofilmin ¢ok ince bir ekstraseliiler polimer fibril oldugunu ve bakterilerin
ylizeylere tutunmasinda, kolonizasyonlarinda olduk¢a 6nemli bir yere sahip oldugu

belirtilmistir (Sekill.1) [2].



Sekil 1.1. P. aeruginosa biyofilminin SEM goriintiisii [3].

Biyofilm; herhangi bir uzantis1 bulunmayan, genis bir alandan direkt olarak yiizeye
baglanan yapi olarak tanimlanabilir [4]. Bunun yani sira biyofilm; kalic1 (katater,
eklem ve kalp protezleri gibi) ya da kalic1 olmayan tibbi araglari ile kistik fibrozis
gibi bazi hastaliklarda solunum yollarinda koloni olusturan bakterilerin olusturdugu

mikroorganizma toplulugu anlamina gelmektedir [5].

1.2.1 Biyofilmler nerelerde olusmaktadir?

1) Biyofilm tabakasi, suyla temas eden tiim yiizeylerde (endiistriyel veya evsel aritim

sistemleri, su ileten borularda) olugmaktadir.

2) Hayvancilik isletmelerinde, suyun oldugu hemen hemen her yerde olugsmaktadir.
3) Cansiz yiizeylerle birlikte canli organizmalarda ¢esitli kosullarda ve dokularda
olusabilmektedir.

4) Biyofilmler, insan viicudunda protez, lens, kalp kapakgiklari, bobrek taslari,

akciger dokusu gibi canli ve cansiz ortamlarda kolaylikla olusabilmektedir [6].



1.2.2 Mikroorganizmalar neden biyofilm olusturur?

1)Savunma: Stres kosullarina karsi bir cevap olarak olusturabilmektedir. Biyofilm
icerisindeki mikroorganizmalar, besin eksikligi, pH degisiklikleri, dezenfektanlar,
fagositoz ve antibiyotiklere karsi serbest yasayan hiicrelerden daha direnglidirler. Bu
nedenden dolay1 biyofilm kronik seyirli enfeksiyonlarda oldukc¢a 6nemli bir faktor
olarak rol oynamaktadir. Ekzopolisakkaritler (EPS), biyofilmin biiyiik bdlimiini
olusturmaktadir. EPS, bulundugu bakteriyi antibiyotik etkilerden korur [7].

2)Topluluk olusturma: Bakterilerin ortama gostermis olduklar1 adaptasyondaki
birliktelik biyofilmde ¢ok sik olarak goriilmektedir. Bakteriler biyofilm olusturmalar1
ile bulunduklar1 ortamdan almis olduklar1 uyaranlar (pH, sicaklik, 1s1 vb) sonucunda

serbest hale gecerek yasamlarin siirdiirebilmektedir [7].

3)Adhezyon ve kolonizasyon: Mikroorganizmalar yasamlarmi devam ettirebilmek
icin biyofilm olusturmaktadir. Bakteriler; yiizey proteinleri, konak¢imin sahip oldugu
fibrinojen, fibronektin, vibronektin, elastin gibi ekstraseliiler matriks proteinlerine
yapisirlar. Bunlar, konakgiya bakterilerin sabit bir sekilde tutunmasinda énemli bir
rol oynamaktadir. Tutunma sonrasinda bu bolgelere yerlesmis olan bakteriler belli bir

yogunlukta populasyona ulasmak i¢in biyofilm olustururlar [7].

4)Yasanabilir bir cevre gelistirmek: Ortamda bulunan glikozun bakteriler
tarafindan kullanilabilir olmasi nedeniyle Pseudomonas sp., Vibrio cholerae,
Escherichia coli ve Staphylococcus’larin EPS ekspresyonunu ve biyofilm

olusumlarini1 net bir sekilde artirdigi gdzlenmistir [7].

5)Biyofilm olusumu hiicrelerin uygun niste kalmasimni saglamaktadir [8].

6)Biyofilm sayesinde bakteriyel hiicreler birbirleri ile igerisinde daha yakin iligkiler

kurarak yasamlarini siirdiirtirler [8].



1.2.3 Hangi bakteriler biyofilm olusturur?

P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, E. coli,
Streptoccoccus spp, Actinomyces spp, Lactobacillus spp, Pseudomonas putida,
Salmonella enteritidis, Burkholderia cepacia, Enterecoccus faecium, E. faecalis,

Pseudomonas fluorescens, Vibrio parahaemolyticus [4, 9].

1.2.4 Biyofilm yapisi ve olusumu

Bir biyofilmin olusabilmesi i¢in mikroorganizma, glikokaliks ve yiizeye gereksinim
duyulmaktadir. Bir biyofilmin yapisini; % 97 su ve geriye kalan kismini ise
mikroorganizmalar, polisakkaritler, DNA, proteinler ve iyonlar olusturmaktadir.
Biyofilmler, tek tiir tarafindan olusturulabilecegi gibi birden fazla farkli tiir
tarafindan da olusturulabilir. Farkl: tiirlerde olusan bu biyofilmlerde her tiir kendi
mikrokolonisini olusturmaktadir. Bununla birlikte bu mikrokoloniler birbirleri ile su
kanallar1 aracilifiyla ayrilmaktadir. Buradaki su akisi ile besin ve oksijenin

difiizyonu saglanmaktadir. [5].

Biyofilm olusumu birka¢ basamak seklinde gerceklesmektedir;

Mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasi: Mikroorganizmalar ylizeye geri doniisiir
bir sekilde tutunur. Bakterilerin hareketi veya bakteri yiizeyi ile tutunulan yiizey

arasindaki fiziksel etkilesimler bu safthada rol oynamaktadir [5].

Geri doniisiimsiiz olarak tutunma: Yiizeye tutunan hiicreler, bakteri hiicre
zarindaki proteinlerin uyarilmasi sonucunda EPS yapida maddeler sentezlemeye
baglar ve bu hiicrelerin birbirine, yiizeye tutunmasini saglar. Bu EPS yapi,

bakterilerin olumsuz ¢evre kosullarindan etkilenmesini engeller [5].

Kolonizasyon: Yiizeye tutunan bakteriler, bdliinerek ve ¢ogalarak mikrokolonileri

olusturmaktadir [5].



Kopma: Biyofilmin {iist kismindan kopan hiicreler yeni ortamlarda biyofilm
olusturabilmektedir. Biyofilm olustuktan sonra ise bakteride genetik diizenlemeden

sonra hareketi saglayacak olan flagellalar sentezlenir, iist tabakadan kopmalar

gergeklesir ve kopan bu hiicreler yeni biyofilm odaklarini olusturmak iizere ayrilir

(Sekill.2) [5].

Sekil 1.2. Biyofilmin olusum mekanizmasi [10].

1.2.5 Biyofilm olusumunu etkileyen faktorler

A) Yiizeye bagh faktorler: Elektriksel yiikler, sekil, katilik veya yumusaklik,

girinti ve ¢ikintilarinolmasi,

B) Ortama bagh faktorler: Besin maddelerinin, antibiyotiklerin ve katyonlarin

varligi, sicaklik, sivi akig hizi, pH,

0 Mikroorganizmaya bagh faktorler: Hiicre duvar yapisi, fimbria ve flagella

varlig1, ekstraseliiler polimerik maddeler [11].

1.2.6 Biyofilmin cevresel etkileri

Mikrobiyal biyofilmler; cihazlar {izerinde olusturduklar1 hasarlar, {rilin

kontaminasyonlari, neden olduklar1 enfeksiyonlar ile maddi ve saglik agisindan ¢ok
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biiyiik kayiplara neden olmaktadir. Endiistriyel ve evsel atik su aritim sistemlerinde,
su ileten borularda, depolama, isleme ve dagitim tesislerinde istenmeyen tortulagsma

ve tabakalasma goriilmektedir [6].

Mezbahalarda, et ve siit isletmelerinde de biyofilm olusmaktadir. Tiiketime hazir
gidalardan o6zellikle ¢ig et iiriinleri, ton balig1 igeren salatalar, tavuk etli besinlerin
hazirlandiklar1 ylizeylerde biyofilm tabakalarina rastlanilmistir ve bunlarin gida
gilivenligi agisindan biiylik bir risk tasidigi belirtilmistir. Siit isletmelerinde, sagim
hattinda sogutmaya gonderilen siitiin gectigi paslanmaz ¢elikten yapilmis borulardan
gecen, 25 °C‘deki siitte P. aeruginosa’nin 30 dk igerisinde hemen tutunabildigi
bununla birlikte sogumadan islemeye gonderilen siitiin gectigi paslanmaz ¢elikten
yapilmis borulardan gecen 4 °C’deki siitte ise 2 saat i¢inde tutunabildigi belirtilmistir

[12].

1.2.7 Biyosiirfaktanlar

Biyosiirfaktanlar; bakteriler, funguslar, mayalar tarafindan iiretilen ve yapilarinda
hidrofilik, lipofilik kisimlar1 bulunduran biyomolekiiller seklinde tanimlanabilir.
Suda ¢oziinebilme 6zelligine sahiptirler. Bunlar 6zellikle; ziraat, maden, farmasotik
ve kozmetik alanlarda, yaglarin geri kazaniminda, ¢evre, gida gibi pek ¢ok alanda

tercih edilmektedir [13].

1.2.7.1 Ramnolipitler

Ramnolipitler; yapilarinda 1 veya 2 tane ramnoz sekeri ve bunlara bagh olarak ¢esitli
uzunluklarda [-hidroksi dekanoik asitleri bulundurabilen biyosiirfaktanlardir.
Ramnoz sekerleri bilesiklere hidrofilik 6zelligi kazandirirken, yag asitlerine eklenen
C molekiilleri ise hidrofobik 6zelliklerini arttrmaktadir. Bu  6zellikler,
ramnolipitlerin kararliliklarn1 ve hidrofobik bilesikleri ¢6zebilme kapasitesini
arttrmaktadir. P. aeruginosa tarafindan iiretilen ramnolipitler, kirletilmis topraklarda
kirleticilerin ortadan kaldirilmasinda kullanilan biyosiirfaktanlar olarak yer
almaktadir. Bu nedenle ramnolipitler kara ve denizlere dokiilmiis olan petrol

atiklarinin temizlenmesinde, petrol tasiyan borularda viskositeyi artirmada, makine,
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sanayi, kozmetik ve ¢evre biyoteknolojisi gibi pek ¢ok alanlarda kullanilmaktadir

[14].

Ramnolipitler, bakteri hiicre duvarlarinin  yapisinda bulunduklar1 zaman

hidrokarbonlu bilesikleri periplazmik yiizeye penetrasyonunu kolaylastirir [14].

1.3 Enzimler

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen protein yapili biyolojik
katalizorlerdir. Enzim terimi ilk kez W. Kiihne tarafindan kullanilmistir. Hiicre disina
sentezlenen enzimlere “ekzoenzimler”, hiicre icine salinanlara ise “endoenzimler”
ad1 verilmektedir. Enzimler son derece spesifik yapilardir. Bircok enzim, sadece tek

bir sustrata etki yapar [15].

1.3.1 Proteazlar

Proteolitik enzimler, proteinlerin hidrolizinde spesifik olarak katalitik bir rol
oynamaktadir. Proteazlar; serin proteazlar, aspartik proteazlar, sistin proteazlar ve
onlarm katalitik mekanizmasina bagl olarak metalloproteazlar olarak gruplandirilir.
Onlar ayrica aminoasit sekanslarina ve evrimsel akrabaliklarina bagli olarak farkl
aileler ve gruplar icerisinde de smiflandirmalar1 yapilmaktadir. Optimal pH
aktivitesine dayali olarak; asidik, notral veya da alkalin proteaz olarak

adlandirilmaktadir [16].

Onemli endiistriyel proteazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardan elde
edilmektedir ve c¢ogunlukla mikrobiyal kaynaklar tercih  edilmektedir.
Mikroorganizmalar, enzim iretimleri i¢in olduk¢a Onemli kaynaklardir.
Mikroorganizmalarin tercih edilmesinin sebebi ise; kisa bir siire icerisinde biiyiik
miktarda kiiltiire edilebilmeleridir. Ayrica kolay bir sekilde fermentasyon teknikleri
kullanilarak ve bol miktarda iiretilebilmektedir. Bunlarin yani sira bitkiler ve
hayvanlardan daha kolay ve daha fazla miktarda protein iiretebilirler. Biiylik capta
biyokimyasal c¢esitlilikleri ve genetik manupulasyonlariyla yeni enzimler
olusturabildikleri icin mikrobiyal proteazlar enzim kaynagi olarak en ¢ok tercih

edilenlerdir [17].



1.3.2 Proteaz iireten mikroorganizmalar

Aspergillus melleu
Aspergillus niger
Chrysosporium keratinophylum
Fusarium graminarium
Penisillium griseofulvin
Scedosporium apiosermum
Bacillus licheniformis
Bacillus firmus

Bacillus alcalophilus
Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus proteolyticus
Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis
Pseudomonas sp.
Lysobacter enzymogenes
E. coli [18-19].

1.3.3 Proteazlarm kullanim alanlan

Proteazlar, endiistriyel enzim ticaretinin % 60’m1 olusturmaktadir. Camasir
deterjanlari, et, deri, siit, bira, fotograf¢ilik, organik sentezlerde ve de aritim
sistemlerinde kullanilirlar [20]. Bunlarin yani sira unlu tirtinlerde, balik proteininin
¢cOziiniirliglinlin artirilmasmda, peynir endiistrisinde, biyokimya gibi alanlarda da
tercih edilmektedir [21]. Proteazlar, deterjanda kullanilmakta olan olduk¢a 6nemli
katki maddelerinden birisidir. Cesitli klinik uygulamalar ve eczacilik gibi alanlarda

da kullanilmaktadir [22].

1.4 Prolin

Proteinlerin  yapisin1 olusturan Onemli aminoasitlerden birisidir. Diger tiim
aminoasitler birincil amino grubunu tasirlar iken prolin, 3 C atomlu bir halka
olusturarak tekrar peptit bagindaki N bagmna baglandigindan dolayr birincil amino
grubundan yoksundur (Sekill.3). Proline bazen de iminoasit denilmektedir. Et ve siit

dirlinleri, yumurta en 1iyi bilinen prolin kaynaklaridir [23].
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Sekill.3. Prolinin biyokimyasal yapis1 [24].

Prolin; NaCl stresine maruz kalan bitkilerde protein biitiinliigiiniin saglanmasinda ve
enzimlerin aktif hale getirilmesinde olduk¢a o©Onemli bir yere sahip olan
osmoregiilatordiir. Bunun yam sira stres kosullarda C ve N kaynagi olarak da
kullanilmaktadir. Prolin; hiicreler arasi yapiyr korur. Protein biitiinliiglinii saglar.
Sitozolik pH’mn ayarlanmasimnda ve enzim aktivitelerinin harekete gecirilmesinde de

rol oynamaktadir [25].

1.5  Bakteriyel hareketler

Bakteriyel hareketler; mikrobiyal yiizeylerde kolonizasyonda ve bakterilerin yiizey
boyunca yayilmasini saglamada 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu hareketler, biyofilm
olusumunda bakterilerin ylizeyle iligkili topluluklarin yapisinin olusmasma katki

saglamaktadir [26].

1.5.1 Kayma hareketi

Kayma; yar1 kat1 agarli yiizeyler gibi yapiskan cevrelerde gbozlenen ve flagellaya
bagli olarak gerceklesen bir hareket seklidir. Kayma, hareketin ¢cok hiicreli bir tipidir
ve bakteriyel sosyal davranigin bir modeli olarak diisiiniilmektedir. Pseudomonas sp.,
E. coli, Vibrio sp., Aeromonas sp., Proteus sp. gibi Gram (-) bakteriler bu hareketi
gerceklestirebilmektedir [27]. Kayma hareketi, hem ¢evresel hem de mevcut C ve N

kaynaklarmi iceren fizyolojik faktorlerden etkilenir. Farkli C kaynaklari, sadece
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biyofilm olusum yapisin1 etkilemez ayni zamanda hareketliligin hizin1 da

etkilemektedir [28].

Kayma hareketini yapan mikroorganizmalar;

P. aeruginosa
Serratia marcescens
Salmonella enterica
Bacillus subtilis
Vibrio cholerae

Proteus mirabilis [29].

1.5.2 Yiizme hareketi

Yiizme, besin edinme ve koloni olusturma gibi fonksiyonlara yardim etme de bir¢ok
mikroorganizmalarin yasaminda tamamlayict bir rol oynamaktadir [30]. Bakteriyel
hareketlerin en yaygin seklidir. Bakterilerin yiizmek i¢in gelistirdikleri flagella;
Ozellestirilmis motorlar tarafindan dondiiriilen ince helikal uzantilardir ve bu

motorlar, sivi ortamlarda hiicreleri ileriye dogru sevk ederler [31].

Yiizme hareketini gerceklestiren mikroorganizmalar;
Caulobacter crescentus

Vibrio alginolyticus
E. coli [30].

1.5.3 Titreme hareketi
Titreme hareketi, genis capta bircok bakterilerde goriilen, Tip IV fibril veya pilusun

varligina bagli olarak kati bir ylizeyde yer degistirme hareketidir. Bu titreme hareketi

terimi, ilk olarak 1961 yilinda bilim adami1 Lautrop tarafindan kullanildi [32].
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Tip IV pili, bakteriyel ve arkeal ylizey yapilarinin en yaygin sekillerinden birisidir. P.
aeruginosa, pilinin yap1 ve fonksiyonunun arastirilmasi i¢in anahtar model

sitemlerinden birisi olarak ortaya ¢ikmustir [33].

Titreme hareketini yapan mikroorganizmalar

P. aeruginosa,

Neisseria gonorrhoeae,
Neisseria meningitidis ve diger Neisseriaceae spp,
Moraxella species,
Dichelobacter nodosus,
Branhamella catarrhalis,
Suttonella indologenes,
Alteromonas putrefaciens,
Pasteurella multocida,
Xanthomonas maltophila,
Kingella denitrificans [32].

1.6  P. aeruginosa‘nin genel ozellikleri

Pseudomonas cinsi bakteriler, Pseudomonadaceae familyas1 igerisinde yer
almaktadir. Bu bakterilerin ¢ogu toprak ve sularda bol miktarda bulunur. Bunlardan
bazi tiirleri insan, hayvan ve bitki patojenidir. Son derece 6nemli olan bu cinsin
tiirlerinin bazilarinda oksidaz (+) iken bazilarinda ise (-) dir. Glikozu oksidasyon
yoluyla parcalayan bakterilerdir. Tiirlerin tamami katalaz (+), Gram (-), aerobik,
polar flagella ile hareket edebilen ¢ubuk sekilli bakterilerdir. Baz1 tiirleri proteolitik
ve lipolitik aktivite gosterebilmektedir. Aerobik olmalar1 nedeniyle gidalarin
yilizeyinde hizla gelisirler ve sonucgta okside iirlinler ve mukoz madde olustururlar.
Kendi gelismeleri i¢cin gerekli olan gelisme faktorlerini ve vitaminleri

sentezleyebilirler. Psikrofil, mezofil ve psikrotrof olmak iizere 3 tiirii bulunur [34].

P. aeruginosa; bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda ciddi enfeksiyonlara neden olan
Gram (-) patojen bir bakteridir. Bu patojen, hastane enfeksiyonlarin yaygin bir

etkenidir [35]. Uzunluklar1 ¢cok degisik olmasinin yani sira 1,5 - 3 pum genisligine
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sahip, bazen ikili, bazen de kisa zincirler halinde goriilmektedir. Sporsuz, kapsiil
bulundurmayan, ¢ubuk seklinde, aerobik, Gram (-) bir bakteridir (Sekil 1.4). Cok
hareketlidir ve cogu kez uglarinda 1, nadiren 2 - 3 flagellaya sahiptir [36].
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o

Sekill.4. P. aeruginosa'nin elektron mikroskopta goriintiisii [37].

1.6.1 P. aeruginosa’nin biyokimyasal ozellikleri

1. Kanli agarda hemoliz yapabilme yetenegine sahiptir,

2. Glikozu oksidatif yolla parcalayip asit yapabilir. Ancak, laktoz ve sakkarozu
kullanamazlar,

3. Katalaz ve sitrat reaksiyonlar1 pozitiftir,

4. P. aeruginosa’yr P. fluorescens’den ayiran Ozellik; metilen mavisi rengini
gidermesi,

5. Nisastaya etki edememeleridir [35].

1.6.2 P. aeruginosa’nin kiiltiirel 6zellikleri

Uygun besiyerlerde, optimum 30-37 °C’de ve diisiik alkali ortamlarda
gelismektedirler. 41 °C‘de lireyebilme yetenegine sahip olan P. aeruginosa igin bu
onemli bir 6zellik olmasiyla birlikte arka arkaya 3 pasajda 42 “C‘de iireyebilmesi P.
fluorescens‘den ayiran Onemli bir Ozelliktir. Sivi besiyerinde yiizeyinde zar
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yapabilecek sekilde yogun ve homojen olarak bir iireme gosterirler ve zarin hemen
altinda mavi-yesil pigmenti kolayca aywrt edilebilir. Peptonlu suda da ayni sekilde

iireme gosterirler [35].

1.7 Enterobacteriaceae

Gram (-) bakteriler igerisinde tip alaninda olduk¢a Onemli bir yere sahip olan ve
Gram (+) bakterileri de igeren bir familya grubudur. Bu ailede yer alan bakterilerin
cogu bagmrsak florasinda bulunmasmnin  yani sira patojen olarak da
saptanabilmektedir. Bu bakterilerin bir¢ogu; insan ve hayvanlarin bagirsak dist
florasinda, bitkilerde, toprakta, suda bulunur. Ayrica patojen, kommensal ve parazit

olarak da yasayabilmektedirler [38].

1.7.1 E. coli

Bu bakteri, 1885 yilinda Theodor Escherich adli bir bilim adamu tarafindan ishalli stit
cocuklarinin diskisindan kesfedilmistir. 1919 yilinda ise Castellani ve Chalmer adli
bilim adamlar1 tarafindan Escherichia cins ismi tanimlanana kadar Bacterium coli

commune ismi ile taninmustir [38].

E. coli; basil sekline sahip, Gram (-), hareketli, fakiiltatif anaerobik bakteridir
(Sekil 1.5). 44 °C*de tiremesi, diger bakterilerden (Enterobacter sp. ve Serratia sp.)
ayrilmasmi saglamaktadir. Siikroz, salisin, rafinoz gibi sekerlere olan etkisi
degiskenlik gostermek ile birlikte; adonitol ve inozitol’'u genellikle fermente
edemezler. Genellikle H,S olusturmazlar. Laktoza olan etkilerinden dolay1 ¢esitli

besiyerlerde kolaylikla iireyebilmektedirler. Istya ve soguga karsi direnglidirler [39].
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Sekil 1.5. E. coli'nin mikroskobik goriintiisii [40].

1.7.2 E. faecalis

E. faecalis; Gram (+), fakiiltatif anaerobik, spor olusturmayan, hareket etmeyen, kok
sekline sahip bakterilerdir (Sekil 1.6). Hastane kaynakli enfeksiyonlarda rol oynayan
en 6nemli bakterilerden biri olmanin yani sira bagisiklik sistemi zayif olan insanlarda

oliimciil enfeksiyonlara neden olabilmektedirler [41].

Sekil 1.6. E. faecalis'in mikroskobik goriintiisii [42].
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2 KAYNAK OZETLERI

Proteazlar, proteinlerin peptit baglarinin kirilmasini katalizleyen bir enzim grubudur.
Deri, eczacilik, biyolojik atik aritiminda, deterjanlarda, tekstil endiistrisi gibi bir¢ok
uygulama alanlarnda  kullanilmaktadirlar. ~ Mikroorganizmalar, proteazlari

fermentasyon teknigi ile ¢cok kisa bir siirede, bol miktarda iiretebilmektedirler [43].

K. Morihara ve H. Tsuzuki (1976); hastalardan izole edilmis P. aeruginosa’nin
tiirleri ile yar1 sentetik ortamda proteaz aktivitesi ilizerine bir ¢alisma yapmislar ve
substrat olarak kazeini segmisler. Bu ¢alismanin sonucunda P. aeruginosa tiirlerinin

yar1 sentetik ortamlarda proteaz akvitesi gosterebildigini belirtmisler [44].

A. B. Vermelho ve ark. (1996); mikroorganizmalardan ekstraseliiller proteaz
aktivitesi {lizerine bir arastirma yapmislar ve bu calismada P. aeruginosa ATCC
19429 susu ile baska mikroorganizmalar1 kullanmislar.Yapilan bu c¢alismanin
sonucuna gore; P. aeruginosa, jelatinli besiyerinde biiyiik bir zon ve net proteaz

aktivitesini gergeklestirdigini gostermisler [45].

N. Mahanta ve ark. (2007); kat1 hal fermentasyonda P. aeruginosa PseA susunun
proteaz iiretimi ile ilgili bir ¢alisma yapmuglar. Substrat olarak “kazein” kullanmiglar
ve hazirlanan soliisyonu 37 °C*de 20 dk boyunca inkiibe etmisler. Daha sonra 280
nm‘de absorbans dl¢miisler ve bu calismanin sonucunda bu ortamda 6nemli 6l¢iide

proteaz aktivitesinin oldugunu belirtmisler [46].

M. Demir ve ark. (2008); alt solunum yolu ve solunum dis1 6rneklerden izole edilen
P. aeruginosa suslarinda proteaz aktivitesi ile ilgili bir ¢alisma yapmislar. Bu
calismada ise pozitif kontrol susu olarak P. aeruginosa PAO1’1 kullanarak “skim
milk agar”da proteaz aktivitesini arastirmiglar. Plaklar1 ise 25 °C’de 18 saat inkiibe
etmisler. Bu c¢alismanm sonucunda proteaz aktivitesini (+) olarak yorumlamislar

[47].

L. 1. Zivkovic ve ark. (2010); P. aeruginosa ATCC 27853 susundan proteaz
aktivitesi ilizerine bir ¢alisma yapmislar. Bu calismada substrat olarak % 0,6’lik

“Hammersten kazein” soliisyonunu kullanmislar ve 30 °C’de inkiibe etmisler. Sonug
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olarak P. aeruginosa ATCC 27853 susunun proteaz aktivitesine sahip oldugunu

gostermisler [48].

M. P. Rodarte ve ark. (2011); bakterilerdeki proteaz aktivitesi hakkinda bir ¢alisma
yapmiglar ve bu calismada farkli tiirlerde bakteriler kullanmislar ve substrat
olarak‘“kazein” kullanmglar. % 0,5 kazein igeren petriler pH 7°de 28 °C’de 7-8 giin
boyunca inkiibe edilmistir. En yiiksek enzim aktivitesine sahip olan bakteriler; B.
subtilis 333 (27.1 U/ml), Tatumella ptyseos (27 U/ml) ve B. megaterium 817 (26.2
U/ml) aktivite bulmuslar [49].

H. S. Alnahdi (2012); Bacillus tirlerinden ektraseliiler proteaz iiretimi ile ilgili bir
arastirma yapmustir. Bu ¢alismada “skim milk agar” ve “jelatin” ortamli besiyerleri
kullanmistir. Proteolitik aktivite testi i¢cin jelatin agarm skim milk agardan daha iyi
oldugunu gostermistir. En yiiksek ekstraseliiler enzim aktivitesi 243 U/ml, en diisiik

ise 55 U/ml bulmustur [50].

G. S. Smita ve ark. (2012); bakteriyel izolatlardan alkalin proteazin iiretilmesi ile
ilgili bagka bir calisma yapmislar. Substrat olarak kazeini kullanmislar ve besiyeri
ortami olarak*“skim milk agar”1 segmisler. Farkli sicaklik ve pH araliklarinda proteaz
iretimini belirlemisler ve bu calismada toplam 32 farkli bakteri izolatlar
kullanmiglar. Bunlardan 18 tanesinin alkalin proteaz aktivitesi gosterdigini bulmuslar

[51].

P. Wilson ve Z. Remigio (2012); termofilik bakterilerin proteaz aktivitesini
incelemek tizere bir arastirma yapmuslar. Bu ¢alismada termofilik bir bakteriden izole
edilen EP1001 susunu ve substrat olarak da % 0,5’lik azo-kazeini kullanmiglar.
Spesifik proteaz aktivitesini en yiiksek 1,58 (U/ml/ ODggo), en diisiik ise 0,52 (U/
ml/ODgqo) olarak belirlemisler [17].

A. J. Saleem (2012); hastalardan izole edilmis olan P. aeruginosa’dan alkalin
proteaz aktivitesiyle ilgili bir c¢alisma yapmistir. Burada “skim milk agar”
kullanilarak proteolitik aktiviteyi arastirmustir. “Kazein broth” kullanarak alkalin
proteaz liretimini gozlemlemistir. Bakteriler 37 °C‘de tretilmistir. En yiiksek enzim

aktivitesini 54 saat sonra 133,4 U/ml olarak belirtmistir [52].
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N. Tekin ve ark. (2012); Bacillus cohnii APTS susunda alkalin proteaz tliretimi ile
ilgili bir calisma yapmuslar. Kazein iceren bir ortamda pH 11 ve 50 °C’de
ektraseliiler proteaz iiretiminin optimal aktivitesini 693,318 U/dk olarak gostermisler

[16].

J. Vinoth ve ark. (2014); balik atikli1 topraklardan izole edilmis Pseudomonas
fluorescens’in alkalin proteaz aktivitesi optimasyonu iizerine bir ¢alisma yapmislar.
Bu calismada proteaz iiretimi i¢in maya Ozitii-kazein igerikli bir besiyeri
kullanmislar ve bakterileri bu ortamda 37 °C’de gece boyu c¢alkalamali inkiibatorde
inkiibe etmisler. Sonu¢ olarak maksimum proteaz aktivitesine pH 9°‘da P.

fluorescens’te 0,9343 U/ml/dk bulmuslar [53].

Hareket, bakterilerin yasam dongiisiinde 6nemli bir anahtar olarak rol oynamaktadir.

Ayrica biyofilm olusumunda ve yayilmasinda, kemotaksis ve viriilans i¢in gereklidir
[54].

P. aeruginosa, genis capta sulu ve toprak gibi ¢evrelerde yasayan Gram (-), patojen
bir bakteridir. Yiizme, kayma ve titreme olmak iizere 3 hareketi yapabilme
yetenegine sahiptir. Yiizme hareketini flagellaya bagli gerceklestirirken, titreme
hareketini ise Tip IV pili ile gerceklestirir. Kayma hareketini ise flagella ile ya da Tip
IV pili ile gergeklestirir. Kayma hareketi Bacillus subtilis, Proteus mirabilis ve
Serratia marcescens gibi tiirlerle calisilmasmna ragmen; son zamanlarda agirlikli

olarak P. aeruginosa ile ¢alisilmaya baslanmistir [55].

J. Tremblay ve E. Déziel (2008); P. aeruginosa’nin kayma hareketi iizerine bir
calisma yapmuslar. Bu calismada P. aeruginosa PA14 ve P. aeruginosa PAO1 suslari
kullanilmustir.  Bakterileri, 37 °C’de TSB’li ortamda {iretmisler. M9 igerikli
besiyerlerini kullanmislar. Sonug¢ olarak ta P. aeruginosa % 0,5’lik agarli ortamda
rahat bir sekilde kayma hareketini gerceklestirebildigini fakat agarin % dilimi

arttikca bakterinin hareket etmesinde bir azalis oldugunu gostermisler [56].

J. M. Swiecickia ve ark. (2013); 2 boyutlu ylizeylerde E. coli’nin ylizmeden kaymaya

dogru bir harekete yonelimi ile ilgili bir ¢alisma yapmislar ve bu ¢alismada E. coli
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HCB437 susu kullanmislar. Bakteri 37 °C LB’de iiretilmis ve yapilan ¢alisma
sonucunda E. coli HCB437 susunun hem kayma hem de sivi ortamda ylizebildigini

gostermisler [57].

S. M. Vater ve ark. (2014); P. aeruginosa’nin ylizme hareketi ile ilgili bir ¢caligma
yapmislar. Bu calismada P. aeruginosa nin farkli suslar1 kullanilmistir. Yari-kati
agarli M9 icerikli besiyerini hazirlamuslar. ilk olarak bakteriler taze LB ortaminda 37
°C’de 2 saat inkiibe etmigler ve daha sonra yar1 kati1 agarli besiyerinin ortasina 10 pl
bakterileri ekleyerek 48 saat 37 °C’de inkiibe etmisler. Bu ¢alisgmanin sonucunda P.

aeruginosa tiirlerinin yiizme hareketi yapabildigini gostermisler [53].

A. B. T. Semmler ve ark. (1999); P. aeruginosa’nin titreme hareketi ile ilgili bir
calisma yapmislar. Bu calismada P. aeruginosa tirleri kullanilmis ve bakteriler %
1,5 agar igeren LB ortaminda 30 °C veya da 37 °C‘de inkiibe edilmis. Bu ¢alismanin
sonucunda ise 151k mikroskobu ile P.aeruginosa’nin yaptigi titreme hareketinin
morfolojik goriintiisiinii incelemisler. Caplarmin 6l¢iimiinii yaptiklarinda ise 0,5-0,6

mm bulmuslar [58].

G. A. O’Toole ve R. Kolter (1998); P. aeruginosa’nin biyofilm gelismesi icin
flagella ve titreme hareketinin gerekli oldugu ile ilgili bir ¢calisma yapmaislar ve bu
calismada P. aeruginosa PA14 mutantlarim1 kullanmiglar. Titreme hareketi icin;
bakteriler % 1,5 agarlh LB’de 37 °C’de gece boyunca inkiibe edilmis ve bu
calismanin sonucunda bakterilerde titreme hareketinin biyofilm olusumu ile iliskili
oldugunu ve de titreme hareketinde Tip IV pilinin 6nemli oldugunu gostermisler

[59].

R. M. Miller ve ark. (2008); P. aeruginosa’nm titreme hareketi ile ilgili bir arastirma
yapmislar ve bu ¢alismada P. aeruginosa ile E. coli kullanmislar. Titreme hareketi;
Bakterileri bir giin once LB’de 37 °C’de iiretmisler ve daha sonra bu hareket i¢in
hazirlanmis olan besiyerine bakterilerin ekimini yaparak 25 °C’de gece boyu inkiibe
etmigler. Caligmanin sonucunda ise P. aeruginosa suslarinin titreme hareketini Tip

IV pili ile yapabildigini gostermisler [60].
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L. R. R. Perez ve ark. (2011); kistik fibrozis hastalarindan ve hasta olmayanlardan
izole edilmis P. aeruginosa’nm biyofilmin geligimi ile ilgili bir calisma yapmaislar ve
bu ¢aligmada toplam 74 P. aeruginosa susunu kullanmiglar. Calismanin sonucunda
biyofilm {lretenler ve liretemeyenler seklinde gruplara ayirmuglar ve biyofilmin
degerlerini OD4507de okumuslar. Kistik fibrozis hastasindan izole edilen P.
aeruginosa suslarmin biyofilm iiretebilme kapasitesine sahip olduklarini belirtmisler

[61].

E. Mataraci ve A. A. Gergeker (2011); c¢esitli dezenfektanlarin minimum
bakterisidal konsantrasyonlarnin P. aeruginosa’nin biyofilm kiiltiirlerine karsi
arastirilmasi adi bashigi altinda bir calisma yapmislar. Bu calismada P. aeruginosa
ATCC 15442 susunu kullanmiglar ve yapilan bu c¢aligmanin sonucunda
dezenfektanlarin biyofilm olusturma iizerinde bir etki olusturdugunu ifade etmisler

[62].

K. Wolska ve ark. (2014); sigir ve diger kaynaklardan (insan ve gevre) izole edilmis
P. aeruginosa tiirleri ile hareket aktivitesi (ylizme ve titreme) ve biyofilm olusumu
ile ilgili bir ¢alisma yapmislar ve bu c¢alismada toplam 28 P. aeruginosa tiiri
kullanmiglar. Biyofilm olusumunda O’Toole ve Kolter’in protokoliinii kullanmislar
ve deneyin sonucunda OD4so‘de absorbanslarini okuyarak degerlendirme yapmaislar.
Titreme testinde; hiicreleri % 1 agarli LB besiyerinde 30 °C ve 24 saat inkiibe
etmisler. Yiizme testinde; hiicreleri % 1 Triptonlu besiyerinde 26 °C ve 24 saat
inkiibe etmigler. Referans olarak P. aeruginosa ATCC27853 ve NCTC 6749
suslarini tercih etmigler. Bu ¢alismanin sonucunda ise ¢esitli kaynaklardan izole
edilmis bu farkli suslarin referans olarak kullanilan suslardan daha 1yi yiizme
hareketine sahip oldugunu belirtmisler. Titreme hareketinin ve biyofilm olusumu

arasinda baglant1 oldugunu gostermisler [63].

E. Deziel, Y. Comeau ve R. Villemur, (2001); P. aeruginosa 57RP susu ile
bakteriyel hareketler (kayma, yiizme, titreme) ve biyofilm olusumu ile ilgili bir
calisma yapmuslar ve bakterileri 37 °C’de LB ortamda gece boyu liretmisler. Yiizme
hareketinde; % 1 Triptonlu besiyerini 25 °C’de 16 saat inkiibe etmisler. Titreme
hareketinde; % 1°1i agar igeren besiyerini 30 °C’de 24-48 saatlerde inkiibe etmisler.

Kayma hareketinde; % 0,5 Bacto agarli besiyerini 30 °C’de 24 saat inkiibe etmisler.
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Biyofilm olusumunu O’Toole ve Kolter’in protokoliine gore uygulamislar ve
ODgoo’de absorbanslarint okumuglar. Bu ¢alismanin sonucuna gore; P. aeruginosa
57RP‘nin ylizme, titreme ve kayma hareketlerini gerceklestirebildigini ve biyofilm

olusturabildigini belirtmisler [64].

S. Chow ve ark. (2011); salisilik asidin bakteriyel hareketler (kayma, yiizme ve
titreme) iizerinde ve biyofilm olusumunda olusturdugu etki ile ilgili bir ¢alisma
yapmislar ve bu ¢alismada farkli P. aeruginosa mutantlar1 kullanmiglar ve ortama
inhibitér olarak 25 ve 50 mM salisilik asit koyarak degerlendirmeler yapilmistir.
Bakteriyel hareketler de salisilik asit miktarint arttirdikca mutantlarin hareket
etmelerinde bir azalis oldugunu gézlemlenmistir. Ayni sekilde biyofilm olusumunu

da olumsuz yonde etkiledigini belirtmigler [65].

M. Klausen ve ark. (2003); P. aeruginosa’nin yabanil tip mutantlarin sahip oldugu
flagella ve Tip IV pili ile biyofilm olusturmasiyla ilgili bir calisma yapmislar ve bu
calismada P. aeruginosa PAO1 mutantlarmi kullanmiglar. Bu calismada P.
aeruginosa’nin flagella ve Tip IV pili ile bagimsiz olarak biyofilm olusturabildigini
belirtmigler. Ayrica biyofilm olusumunda titreme hareketinin 6nemli bir rol

oynadigini da gostermisler [66].

I. Fidan ve ark. (2005); koagiilaz negatif Stafilococcus (KNS) suslarinda biyofilm
olusumu ile ilgili bir calisma yapmislar ve bu calismada klinik 6rneklerden izole
edilmis 50 tane KNS suslar1 kullanmislar. Adezyon testi i¢in Christensen tarafindan
tanimlanan kalitatif tiip metodu ve kantitasyon i¢in de spektrofotometrik mikropleyt
yontemini kullanmislar. Bu deneyin sonucunda ise 50 KNS susunun 30’unda (% 60)
tip metodu ile biyofilm olusumunu belirlemisler. Tiip yontemiyle biyofilm
olusturdugu belirlenen ODs7p degeri 0,095-1,2 arasinda iken, tiip yOntemiyle
biyofilm olusturmadigi belirlenen suglarin ODs7 degeri 0,05-0,08 arasinda oldugunu

tespit etmisler [67].

E. Banin ve ark. (2005); P. aeruginosa’nm biyofilm olusumu ile ilgili bir ¢aligma
yapmislar ve bu calismada yabanil tip tiirii olarak P. aeruginosa PAOI1 susu

kullanmiglar. Ayrica bu ¢alismada ek olarak titreme hareketini de incelemisler. Bu
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calisma P. aeruginosa PAOI1 susunun biyofilm olusturabildigi ve titreme hareketini

gerceklestirebildigini gdstermisler [68].

A. Kannan ve P. Gautam, (2015); P. aeruginosa’nin biyofilm olusturabilme
aktivitesinin nicel olarak incelenmesi ile ilgili bir calisma yapilmis ve bu ¢aligmada
P. aeruginosa MTCC 2297 susunu kullanmistir. Bunun yani sira biyofilm
olusumunu farkli sicakliklarda (28, 33, 37 ve 42 °C), M9 (minimal ortam)’da
incelemisler ve ODsgp’da absorbanslarin1 okuyarak degerlendirme yapmislar. Bu
calismanin sonucuna gore; P. aeruginosa 37 °C’de en uygun ve yiiksek degerde
biyofilm olusturabilmekte oldugu gosterilmistir. P. aeruginosa’nin maksimum

biyofilm aktivitesini 2,80 olarak bulmuslar [69].

Prolinin, bitkilerde osmoregiilasyonda 6nemli bir rol oynadigi diisliniilmektedir.
Ayrica imino asitlerin birikimi, ¢evresel sartlarin aksine genel bir adaptasyonun
parcas1 olabilir. Solmus bitki dokularinda prolinin birikmesi, ilk olarak (1954)
Kemble ve MacPherson’un c¢avdarlarla ilgili ¢alismasinda gézlenmistir. Ashton J.
Delauney ve Desh Pal S. Verma (1993); prolin biyosentezi ve bitkilerde
osmoregiilasyon baslig1 adi altinda bir calisma yapmustir. Prolin biyosentezi i¢in
ornitin ve glutamat biyosentetik yollarini kullanmistir. Prolin, bakterilerde giiclii bir
ozmatik basin¢ koruyucusuolarak gosterilmis ve osmotolerans arttiinda prolin
ireten E. coli mutantlary, besi ortaminda net olarak ortaya g¢ikar. Bu goézlemler,
bitkilerde prolin birikiminin, osmotik streslerin etkisizlestirilmesinde direk olarak rol

oynadig1 fikrini vermektedir [70].

R. V. Krishna ve ark. (1979); P. aeruginosa’da prolin biyosentezi ile ilgili bir
calisma yapmistir ve bu ¢alismada P. aeruginosa PAO1 susunu kullanmistir. 1-
prolin-5-karboksilat, prolinin metabolizmasinda 6nemli bir anahtar olarak rol
oynamaktadir. Bu calismada y-glutamik fosfat rediiktaz ve 1-prolin-5-karboksilat
rediiktaz enzimleri kullanmilmistir. Bu enzimlerin P. aeruginosa’nimn prolin

biyosentezinde 6nemli bir yere sahip oldugunu belirtmisler [71].

L. Meile ve ark. (1982); P. aeruginosa PAO susunda prolin katabolizmasinin
diizenlenmesi ile ligili bir ¢aliyma yapilmistir. Bu ¢alismada ortam olarak ise fosfat,

minimal ortam ve Nutrient Yeast Broth ortamini1 se¢mislerdir. Siirlanmis prolin
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altinda yetistirilen hiicreleri fed- batch metodu ile tiretilmistir. Bu ¢caligma ile prolinin
olusumunda parcalayici enzimlerin sitrat ve azotun katabolit baskiya bagli oldugunu

gostermisler [72].

B. Faiza ve ark. (2011); devenin siitiinden izole edilmis 2 Lactobacillus tiiriinden
prolin ile ozmoregiilator ve tuz stresine fiziksel cevaplarla ilgili bir caligma
yapmustir. Lactococcus tiiri M17 ortaminda 30 °C’de liretmisler ve ozmoregiilator
olarak da prolin kullanilmistir. Prolin miktarlarini 40, 50, 60, 70 veya da 100 mM
olacak sekilde belirlemisler. Daha sonra 30 °C’de 72 saat inkiibe etmisler ve
ODgoo’de absorbanslarini 6lgerek optimum prolin miktarina karar verilmistir. Yapilan
bu calismanin sonucunda ise en yliksek bakteriyel {iretiminin 70 mM’lik prolin

iceren ortamda gozlendigini belirtmisler [73].

V. J. Dominic ve T. Jithin (2012); Oryza sativa bitkisinin prolin biyosentezinde NaCl
ve borun toksik etkileri ilizerine bir arastirma yapmislar. Bu c¢alismada kullanilan
prolin konsantrasyonunu Bates’in metoduna gore belirlemisler. Calismanin
sonucunda bu kimyasallarin belirli siirelerde prolin aktivitesini azalttigini gdstererek
stres ortamlarinda bitkilerde prolinin osmoregiilator olarak rol oynadigini belirtmisler

[74].
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Arastirmada kullamlan kimyasallar

Bakteriyel pepton, Yeast Extract, agar, KCl, NaCl, Na,HPO,, KH,PO,, Ethanol,
Asetik asit, Kristal viyole, ninhidrin, Fosforik asit, Benzen, Kazein, Brain Heart
Diffision Broth, Folin, Skim milk broth, Glikoz, NaOH, SDS, Tris HCI, EDTA,
Tripton, Nutrient Broth, NaH,PO4, Na,HPO4.2H,0, TCA, Na,COs3

3.2 Arastirmada Kullanilan Bakteriler ve Saklanma Kosullar

1. E. coli (ATCC 20715)
2. P. aeruginosa (ATCC 27853)
3. E. faecalis (ATCC 25539)

Calismalarmmizda kullandigimiz bu bakteriler, 20 giin araliklar ile LB plaklarma 6ze
ile pasajlama yapilarak 24 saat, gece boyu, 37 °C’de etilivde liretilmistir. Ertesi giin

plaklar etiivden ¢ikarilarak + 4 °C’de saklanmustir.

33 Caliymada kullanilan besiyerleri

Deneylerimizde kullandigimiz besiyerleri ve igerikleri; isimleri ve standart miktarlari

ile Cizelge.1’de verilmistir.
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Cizelge.1. Calismada kullanilan besiyerleri.

BESIYERLER GRAM/ LITRE

LB 10 gr Bacterial pepton
10 gr NaCl

5 gr Yeast extract

% 1.5 Agar

Kayma testi 8 gr Nutrient Broth
5 gr Glikoz
5 gr Agar

Yiizme testi 10 gr Tripton
5 gr NaCl
3 gr Agar

Titreme testi 10 gr Tripton

5 gr Yeast extract
5 gr NaCl

10 gr agar

3.4 Cahsmada kullanilan tuz

Calismalarimizda stres kaynagi olusturmak amaciyla KCI kullanilmistir. KCl,
dogada kendiliginden bulunmaz. KCI besiyerlerine steril edildikten sonra besi

ortaminda toplam 100 mM olacak sekilde eklenmistir.

3.5  Proteaz ve prolin kiiltiir kosullar

P. aeruginosa, E. coli ve E. faecalis, bir gece boyunca yukaridaki tabloda igerikleri
belirtilen LB (Luria Bertani) besiyerinde, 37 °C‘de statik, 100 ve 200 rpm
calkalamali kosullarda iiretildi. Ertesi glin bu kiiltiirlerin ODggp degerleri okundu ve
0,5‘ten fazla ¢ikan degerler sulandirilarak yaklasik 0,3-0,4 degerler arasi elde edildi.
Yukaridaki tabloda igerikleri belirtilen LB besiyerine 100 pl kiiltiir ekimi yapilarak
ayni sekilde 18 saat olacak sekilde 30 °C ve 37 °C’de statik, 100 ve 200 rpm
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calkalamali kosullarda inkiibasyona konulmustur. Calisma 3 tekrarl olacak sekilde

yapilmistir.

3.6 Hareket testleri

3.6.1 Kayma hareketi

P. aeruginosa, E. coli ve E. faecalis, yukaridaki tabloda icerikleri belirtilen LB
besiyerinde 24 saat gece boyu 37 °C*de tretilmistir. Cizelge 1.’de igerikleri belirtilen
kayma besiyeri petrilerine, bu LB besiyerinde iiretilen kiiltiirlerden yaklasik 2 pl
eklenerek ekimi yapilan bu kiiltiirler, 37 °C’de 16-18 saat boyunca inkiibe edilmis ve
kayma hareketinin sonucu, ekimin yapildig1 noktadan cevreye dogru yayilmanin

capinin Olciilmesiyle ve fotograflarinin ¢cekilmesiyle belirlenmistir [75].

3.6.2 Yiizme hareketi

P. aeruginosa, E. coli ve E. faecalis, LB besiyerinde 24 saat gece boyu 30 °C’de
dretildi. Cizelge 1.°de igerikleri belirtilen yiizme besiyeri petrilerine, bu LB
besiyerinde {iiretilen kiiltiirlerden yaklasik 2 pl eklenerek ekimi yapilan bu kiiltiirler,
25 °C’de 16-18 saat inkiibe edilmis ve ylizme hareketinin sonucu, ekimin yapildig:
noktadan g¢evreye dogru yayilmanin capmin Olgiilmesiyle ve fotograflarinin

cekilmesiyle belirlenmistir [65].

3.6.3 Titreme hareketi

P. aeruginosa, E. coli ve E. faecalis, 30 °C‘de LB besiyerinde iretilmistir.
Cizelge 1.’de igerikleri belirtilen titreme besiyeri petrilerine, bu LB besiyerinde
iiretilen kiiltiirlerden yaklagik 2 pl eklenerek ekimi yapilan bu kiiltiirler, 30 °C ve 37
°C’de 16-18 saat inkiibe edilmis ve titreme hareketinin sonucu, ekimin yapildigi
noktadan g¢evreye dogru yayilmanin c¢apmin Olgiilmesiyle ve fotograflarinin

cekilmesiyle belirlenmistir [65].
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3.7  Biyofilm kinetigi yontemi

*P. aeruginosa, E. coli ve E. faecalis‘ten 0ze ile ekimleri yapilarak 37 "C‘de 24 saat
gece boyu inkiibasyona birakild,

*Tiiplerin igindeki LB s1v1 besiyeri bosaltildi,

*Bosaltilan tiipler 4 kez PBS tamponu (8,0 gr/L NaCl; 0,2 gr/LL KCI; 1,44 gr/L
NayHPOy; 0,24 gr/L KH; POy ) ile yikandi,

*% 99’1uk etanol eklenerek 15 dk oda sicakliginda bekletildi,

*Daha sonra tiiplere 5 ml % 1 kristal viyole eklenerek 20 dk oda sicakliginda
bekletildi,

» Tiip igerikleri tekrar bosaltildi,

* Daha sonra tiipler dH,O ile yikandi,

*Tiiplere 5 ml % 33°liik asetik asit konularak 30 dk oda sicakliginda bekletildi,
*Spektrofotometrede ODs7onm’ de kore karsi okumalar yapildi,

*Ayn1 yontem 30°C ve 100 mM KCI‘li besi ortamlar1 i¢inde yapilmistir [76].

3.8  Proteaz aktivite yontemi

*P. aeruginosa, E. coli ve E. faecalis’ ten 6ze ile ekimleri yapilarak 37 *C*de 24 saat
gece boyu inkiibasyona birakildi,

*Ependorf tiiplerine 1 ml gece boyu kiiltiirlerden konuldu,

*14.000 rpm 20 dk oda kosullarinda santrifiij yapildi,

*Tiiplere 250 pl Kazein ve 50 pl siipernatant soliisyonu eklendsi,

*Kore 6nceden 250 pul TCA eklendi,

*37 °C 15 dk calkalama yapilds,

*Daha sonra diger tiim tiiplere de 250 ul TCA eklenerek reaksiyon durduruldu,
*Karigimlar yeni ependorf tiiplerine almarak tekrar 14.000 rpm 20 dk oda
kosullarinda santrifiij edildi,

*Yeni tiiplere 250 pl 6rnek ve 750 pl Na,CO; eklendi,

*37 °C 15 dk galkalama yapildi,

*Tiim tiiplere 250 pl Folin (1/4 oraninda sulandirim yapilarak) eklendsi,

37 °C 30 dk calkalama yapildi,
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*Spektrofotometrede ODggo nm’ de kore karst okumalar yapildi,

*Ayni1 yontem 30 °C ve 100 mM KCI ‘li besi ortamlar1 i¢inde yapilmstir [77-78].

Kazeinden salman tirozinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmastir.
&= (AA°/dk.) / 0,6896

(1 dk’da pH 7’de, 37 °C’de kazeinden 1pumol/ml tirozin olusturan enzim miktari, 1

Unite olarak ifade edilmistir).

3.9  Prolin yontemi

*P. aeruginosa, E. coli ve E. faecalis’ten 0ze ile ekimleri yapilarak 37 °C’de 24 saat,
gece boyunca inkiibasyona birakildi,

*Ependorf tiiplerine 1 ml kiiltiirler gece boyunca konuldu,

*14.000 rpm 20 dk oda kosullarinda santrifiij yapildi,

*Daha sonra tiiplerin s1v1 kismi dokiildi,

*Uzerine 100 pl GTE (50 mM Glikoz + 25 mM Tris HCl + 10 mM EDTA)
soliisyonu konularak oda kosullarinda 1dk bekletildi,

*Uzerine 200 pl Lizis (0,2 M NaOH + % 1 SDS) soliisyonu eklenerek oda
kosullarinda 5 dk bekletildi,

«Uzerine 500 pl asidik ninhidrin (4 ml 6 M fosforik asit + 6 ml Asetik asit + 0,25 gr
ninhidrin) eklendi ve tiipler 30 dk kaynar suda bekletildi,

*Akan musluk suyunda tiipler sogutuldu,

*Daha sonra bu karisim yeni tiiplere alind1 ve iizerlerine 2 ml benzen eklenerek
vortekslendi,

*] saat oda sicakliginda bekletildi,

*Tiiplerde olusan iki fazdan iist faz pipetle almarak yeni tiiplere konuldu,

*Spektrofotometrede ODs;o nm’de kore karsi okumalar yapilmistir [79].
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Sekil 3. 1 Prolin ve proteaz aktivitelerinin standart grafikleri.

Prolin standardi

0,9
y =0,0507x + 0,0702
0,8 R2? = 0,9694 .
o
N
n
[}
o
0,3 T T T 1
7,5 10 12,5 15
prolin miktari ( 4 gr)
a) Prolin standard:.
protein standardi
0,14
y =0,0123x + 0,0038
0,12 R2=0,9712
0,1
Q 0,08
©
8 0,06
0,04
0,02 *
O T T T T T 1
2 4 6 8 10 12
protein miktari (mikro gr)

b) Proteaz standard1.
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4 ARASTIRMA BULGULARI

4.1  Bakterilerin statik 30 °C’de proteaz iiretimi

Hiicreler LB ortaminda 30 °C‘de statik olarak iiretilmistir. ODggo’da absorbanslari
okunarak proteaz liretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki absorbans degerleri; E.
coli, 0,5727; U/ml; P. aeruginosa, 0,6801; U/ml, E. faecalis, 0,5805 U/ml
bulunmustur. Bu c¢alisma kapsaminda en yiliksek proteaz iiretimini P. aeruginosa

gosterirken en diistik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.1).

0,7
0,68 -
0,66 -
0,64 -
0,62 -

0,6 -
0,58 -

0,56 -
0,54 -
0,52 -

0,5 -

E.coli P. aeruginosa E. faecalis

Unit/ml

HUCRELER

Sekil 4.1. Bakterilerin statik 30 °C’de proteaz tiretimi.

4.1.1 Bakterilerin statik 37 °C’de proteaz iiretimi

Hiicreler LB ortaminda 37 °C‘de statik olarak iiretilmistir. ODggo’da absorbanslari
okunarak proteaz liretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki absorbans degerleri; E.
coli, 0,4102 U/ml; P. aeruginosa, 02976 U/ml; E. faecalis, 0,0749 U/ml
bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda en yiiksek proteaz liretimini E. coli gosterirken

en dustk ise E. faecalis gostermistir (Sekil 4.2).
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0,3
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0,1 -
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Unit/ml

E.coli P. aeruginosa E.faecalis

HUCRELER

Sekil 4.2. Bakterilerin statik 37 °C’de proteaz tiretimi.

4.1.2 Bakterilerin 30 °C 100 rpm’de proteaz iiretimi

Hiicreler LB ortammda 30 °C 100 rpm‘de firetilmistir. ODggo’da absorbanslari
okunarak proteaz iiretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODg(’daki absorbans degerleri; E.
coli, 0,4862 U/ml; P. aeruginosa, 0,8478 U/ml; E. faecalis, 0,8242 U/ml
bulunmustur. Bu ¢aligma kapsaminda en yliksek proteaz iiretimini P. aeruginosa

gosterirken en diistik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.3).

0,9
0,8 -
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0,6
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0,4
0,3 -
0,2 -
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E.coli P.aeruginosa E. faecalis
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Sekil 4.3. Bakterilerin 30 °C 100 rpm’de proteaz tiretimi.
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4.1.3 Bakterilerin 37 °C 100 rpm’de proteaz iiretimi

Hiicreler LB ortammda 37 °C 100 rpm‘de firetilmistir. ODggo’da absorbanslari
okunarak proteaz iiretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki absorbans degerleri;
E. coli, 0,3709 U/ml; P. aeruginosa, 0,2504 U/ml; E. faecalis, 0,439 U/ml
bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiiksek proteaz iiretimini E. faecalis

gosterirken en diistik ise P. aeruginosa gostermistir (Sekil 4.4).
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0,05

E.coli P. aeruginosa E.faecalis
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Sekil 4.4. Bakterilerin 37 °C 100 rpm’de proteaz tiretimi.

4.1.4 Bakterilerin 30 °C 200 rpm’de proteaz iiretimi

Hiicreler LB ortammda 30 °C 200 rpm‘de firetilmistir. ODggo’da absorbanslari
okunarak proteaz iiretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki absorbans degerleri;
E. coli, 0,5858 U/ml; P. aeruginosa, 0,9709 U/ml; E. faecalis, 0,8425 U/ml
bulunmustur. Bu c¢alisma kapsaminda en yliksek proteaz iiretimini P. aeruginosa

gosterirken en diistik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Bakterilerin 30 °C 200 rpm proteaz tiretimi.

4.1.5 Bakterilerin 37 °C 200 rpm’de proteaz iiretimi

Hiicreler LB ortammda 37 °C 200 rpm‘de firetilmistir. ODggo’da absorbanslari
okunarak proteaz iiretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki absorbans degerleri;
E. coli, 0,2583 U/ml; P. aeruginosa; 0,35 U/ml; E. faecalis, 0,1666 U/ml
bulunmustur. Bu ¢aligma kapsaminda en yiliksek proteaz iiretimini P. aeruginosa

gosterirken en diistik ise E. faecalis gostermistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Bakterilerin 37 °C 200 rpm’de proteaz tiretimi.
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4.1.6 Bakterilerin KClI statik 30 °C’de proteaz iiretimi

Hiicreler KC1 igeren LB ortamimda 30 °C‘de statik olarak tiretilmistir. ODggo’da
absorbanslar1 okunarak proteaz iiretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki
absorbans degerleri; E. coli, 0,2399 U/ml; P. aeruginosa, 0,1063 U/ml; E. faecalis,
0,164 U/ml bulunmustur. Bu ¢calisma kapsaminda en yiiksek proteaz iiretimini E. coli

gosterirken en diistik ise P. aeruginosa gostermistir (Sekil 4.7).

0,3
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Sekil 4.7. Bakterilerin KCl statik 30 °C’de proteaz tiretimi.

4.1.7 Bakterilerin KCI statik 37 °C’de proteaz iiretimi

Hiicreler KC1 igeren LB ortammda 37 °C‘de statik olarak tiretilmistir. ODggo’da
absorbanslar1 okunarak proteaz iiretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki
absorbans degerleri; E. coli, 0,9237 U/ml; P. aeruginosa; 0,295 U/ml; E. faecalis,
0,3447 U/ml bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda en yiliksek proteaz liretimini

E. coli gosterirken en diistik ise P. aeruginosa gostermistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Bakterilerin KCl1 statik 37 °C'de proteaz iiretimi.

4.1.8 Bakterilerin KCI130 °C 100 rpm’de proteaz iiretimi

Hiicreler KCI iceren LB ortaminda 30 °C 100 rpm’de diretilmistir. ODggo’da
absorbanslart okunarak proteaz Ttretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki
absorbans degerleri; E. coli, 0,3735 U/ml; P.aeruginosa, 0,2897 U/ml; E. faecalis,
0,2504 U/ml bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda en yiliksek proteaz iiretimini

E. coli gosterirken en diisiik ise E. faecalis gostermistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Bakterilerin KC1 30 °C 100 rpm’de proteaz {iretimi.
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4.1.9 Bakterilerin KC137 °C 100 rpm’de proteaz iiretimi

Hiicreler KCI igeren LB ortaminda 37 °C 100 rpm’de diretilmistir. ODggo’da
absorbanslar1 okunarak proteaz iiretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki
absorbans degerleri; E. coli, 2,4538 U/ml; P. aeruginosa, 2,4249 U/ml; E. faecalis,
0,591 U/ml bulunmustur. Bu ¢calisma kapsaminda en yiiksek proteaz iiretimini E. coli

gosterirken en diistik ise E. faecalis gostermistir (Sekil 4.10).
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1,5
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E.coli P.aeruginosa E. faecalis
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Sekil 4.10. Bakterilerin KC1 37 °C 100 rpm’de proteaz liretimi.

4.1.10 Bakterilerin KCI130 °C 200 rpm’de proteaz iiretimi

Hiicreler KCI igeren LB ortaminda 30 °C 200 rpm’de diretilmistir. ODggo’da
absorbanslar1 okunarak proteaz iiretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki
absorbans degerleri; E. coli, 0,1247 U/ml; P. aeruginosa, 0,2976 U/ml; E. faecalis,
0,8635 U/ml bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda en yiliksek proteaz liretimini

E. faecalis gosterirken en diistik ise E. coli gostermistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Bakterilerin KC1 30 °C 200 rpm’de proteaz iiretimi.

4.1.11 Bakterilerin KC137 °C 200 rpm‘de proteaz iiretimi

Hiicreler KCI iceren LB ortaminda 37 °C 200 rpm’de diretilmistir. ODggo’da
absorbanslar1 okunarak proteaz tretimi tespit edildi. Hiicrelerin ODggo’daki
absorbans degerleri; E. coli, 0,1299 U/ ml; P. aeruginosa, 0,1928 U/ml; E. faecalis,
0,2373 U/ml bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda en yiliksek proteaz iiretimini

E. faecalis gosterirken en diisiik ise E. coli gostermistir (Sekil 4.12).

Unit/ml

E.coli P. aeruginosa E. faecalis

HUCRELER

Sekil 4.12. Bakterilerin KC1 37 °C 200 rpm’de proteaz liretimi.

36



4.2  Bakterilerin statik 30 °C’de prolin iiretimi

Hiicreler LB ortaminda 30 °C‘de statik olarak iiretilmistir. ODs,o’de absorbanslari
okunarak prolin tretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODsyo’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,437 U/ ml; P. aeruginosa, 0,719 U/ ml; E. faecalis, 3,257 U/ml
bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiliksek prolin {iretimini E. faecalis

gosterirken en diistik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Bakterilerin statik 30 °C’de prolin tiretimi.

4.2.1 Bakterilerin statik 37 °C’de prolin iiretimi

Hiicreler LB ortamimda 37 °C‘de statik olarak iiretilmistir. ODs,o’de absorbanslari
okunarak prolin tretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODsyo’deki absorbans
degerleri; E. coli, 5,071 U/ml; P. aeruginosa, 1,337 U/ml; E. faecalis, 14,598 U/ml
bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiliksek prolin {iretimini E. faecalis

gosterirken en diistik ise P. aeruginosa gostermistir (Sekil4.14).
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Sekil 4.14. Bakterilerin statik 37 °C’de prolin tiretimi.

4.2.2 Bakterilerin 30 °C 100 rpm’de prolin iiretimi

Hiicreler LB ortammda 30 °C 100 rpm’de firetilmistir. ODsyo’de absorbanslari
okunarak prolin tiretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODsyo’deki absorbans
degerleri; E. coli, 6,912 U/ ml; P. aeruginosa, 12,823 U/ml; E. faecalis, 13,48 U/ml
bulunmustur. Bu c¢alisma kapsaminda en yiliksek prolin {iretimini E. faecalis

gosterirken en diistik prolin ise E. coli gostermistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Bakterilerin 30 °C 100 rpm’de prolin tiretimi.
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4.2.3 Bakterilerin 37 °C 100 rpm’de prolin iiretimi

Hiicreler LB ortammda 37 °C 100 rpm’de firetilmistir. ODsyo’de absorbanslari
okunarak prolin tretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODsyo’deki absorbans
degerlert; E. coli, 6,222 U/ ml; P. aeruginosa, 12,487 U/ml; E. faecalis, 14,795 U/ml
bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiliksek prolin {iretimini E. faecalis

gosterirken en diistik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Bakterilerin 37 °C 100 rpm’de prolin tiretimi.

4.2.4 Bakterilerin 30 °C 200 rpm’de prolin iiretimi

Hiicreler LB ortammda 30 °C 200 rpm’de firetilmistir. ODsyo’de absorbanslari
okunarak prolin tretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODsyo’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,41 U/ml; P. aeruginosa, 1,481 U/ml; E. faecalis, 1,705 U/ml
bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiliksek prolin {iretimini E. faecalis

gosterirken en diistik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Bakterilerin 30 °C 200 rpm’de prolin tiretimi.

4.2.5 Bakterilerin 37 °C’de 200 rpm’de prolin iiretimi

Hiicreler LB ortammda 37 °C 200 rpm’de firetilmistir. ODsyo’de absorbanslari
okunarak prolin tretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODsyo’deki absorbans
degerlert; E. coli, 7,254 U/ ml; P. aeruginosa, 11,514 U/ml; E. faecalis, 15,176 U/ml
bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiliksek prolin tiiretimi E. faecalis

gosterirken en diistik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Bakterilerin 37 °C 200 rpm’de prolin tiretimi.
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4.2.6 Bakterilerin KCI statik 30 °C’de prolin iiretimi

Hiicreler KC1 igeren LB ortaminda 30 °C’de statik olarak iiretilmistir. ODsj’de
absorbanslar1 okunarak prolin tiretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODs,¢’deki
absorbans degerleri; E. coli, 9,358 U/ml; P. aeruginosa, 14,624 U/ml; E. faecalis,
16,925 U/ml bulunmustur. Bu ¢alisma kapsaminda en yiiksek prolin liretimini E.

faecalis gosterirken en diisiik ise E. coli gostermistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Bakterilerin KCl1 statik 30 °C’de prolin tiretimi.

4.2.7 Bakterilerin KCl statik 37 °C’de prolin iiretimi

Hiicreler KCI igeren LB ortaminda 37 °C’de statik olarak iiretilmistir. ODsj’de
absorbanslar1 okunarak prolin tiretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODs,’deki
absorbans degerleri; E. coli, 2,395 U/ ml; P. aeruginosa, 9,226 U/ml; E. faecalis,
12,172 U/ml bulunmustur. Bu g¢alisma kapsaminda en yiiksek prolin iiretimini

E. faecalis gosterirken en diistik ise E. coli gostermistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Bakterilerin KCl statik 37 °C’de prolin iiretimi.

4.2.8 Bakterilerin KC130 °C 100 rpm’de prolin iiretimi

Hiicreler KC1 igeren LB ortaminda 30 °C 100 rpm’de statik olarak tretilmistir.
ODs;0’de absorbanslar1 okunarak prolin iiretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin
ODs;0’deki absorbans degerleri; E. coli, 6,833 U/ ml; P. aeruginosa, 8,385 U/ ml; E.
faecalis, 11,074 U/ml bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiiksek prolin

iiretimini E. faecalis gosterirken en diisiik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Bakterilerin KC1 30 °C 100 rpm’de prolin tiretimi.
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4.2.9 Bakterilerin KC137 °C 100 rpm’de prolin iiretimi

Hiicreler KCl iceren LB ortaminda 37 °C 100 rpm’de statik olarak tretilmistir.
ODs,p’de absorbanslar1 okunarak prolin tiretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin
ODs;0’deki absorbans degerleri; E. coli, 6,557 U/ ml; P. aeruginosa, 11,567 U/ml; E.
faecalis, 14,604 U/ml bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiiksek prolin

iretimini E. faecalis gosterirken en diisiik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Bakterilerin KC1 37 °C 100 rpm’de prolin {iretimi.

4.2.10 Bakterilerin KC130 °C 200 rpm’de prolin iiretimi

Hiicreler KC1 igeren LB ortaminda 30 °C 200 rpm’de statik olarak tretilmistir.
ODs;0’de absorbanslar1 okunarak prolin iiretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin
ODs;0’deki absorbans degerleri; E. coli, 5,380 U/ml; P. aeruginosa, 11,357 U/ml; E.
faecalis, 12,067 U/ml bulunmustur. Bu c¢alisma kapsaminda en yiiksek prolin

iretimini E. faecalis gosterirken en diisiik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Bakterilerin KC1 30 °C 200 rpm’de prolin tiretimi.

4.2.11 Bakterilerin KC137 °C 200 rpm’de prolin iiretimi

Hiicreler KC1 igeren LB ortaminda 37 °C 200 rpm’de statik olarak tretilmistir.
ODs;0’de absorbanslar1 okunarak prolin iiretimi degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin
ODs;o’deki absorbans degerleri; E. coli, 4,493 U/ml; P. aeruginosa, 11, 251 U/ml;
E. faecalis, 11,646 U/ml bulunmustur. Bu ¢aligma kapsaminda en yiiksek prolin

iretimini £. faecalis gosterirken en diisiik ise E. coli gdstermistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Bakterilerin KC1 37 °C 200 rpm’de prolin {iretimi.
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4.3  Bakterilerin statik 30 °C’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler LB ortaminda 30 °C’de tretilmistir ve % 1°lik kristal viyole kullanilarak
biyofilm  olusturduklar1  gosterilmistir.  ODs70’de  absorbanslar1  okunarak
olusturduklar1 biyofilm degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODs7o’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,068; P. aeruginosa, 0,961; E. faecalis, 0,23 bulunmustur. Bu
calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P. aeruginosa gosterirken

en distik ise E. coli gostermistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Bakterilerin statik 30 °C’de biyofilm olusum kinetigi.

4.3.1 Bakterilerin statik 37 °C’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler LB ortaminda 37 °C’de tretilmistir ve % 1°lik kristal viyole kullanilarak
biyofilm  olusturduklar1  gosterilmistir.  ODs70’de  absorbanslar1  okunarak
olusturduklar1 biyofilm degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODs7o’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,225; P. aeruginosa, 1,861; E. faecalis, 1,525 bulunmustur. Bu
calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P. aeruginosa gosterirken

en distk ise E. coli gostermistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Bakterilerin statik 37 °C’de biyofilm olusum kinetigi.

4.3.2 Bakterilerin 30 °C 100 rpm’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler LB ortaminda 30 °C 100 rpm’de tretilmistir ve % 1’lik kristal viyole
kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gdsterilmistir. ODs79’de absorbanslar1 okunarak
olusturduklar1 biyofilm degerleri gdsterilmistir. Hiicrelerin ODs7’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,119; P. aeruginosa, 1,209; E. faecalis, 0,326 bulunmustur. Bu
calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P. aeruginosa gosterirken

en distk ise E. coli gostermistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. Bakterilerin 30 °C 100 rpm’de biyofilm olusum kinetigi.
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4.3.3 Bakterilerin 37 °C 100 rpm’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler LB ortaminda 37 °C 100 rpm’de tretilmistir ve % 1’lik kristal viyole
kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gosterilmistir. ODs79’de absorbanslar1 okunarak
olusturduklar1 biyofilm degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODs79’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,147; P. aeruginosa, 1,769; E. faecalis, 0,202 bulunmustur. Bu
calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P. aeruginosa gosterirken

en distk ise E. coli gostermistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Bakterilerin 37 °C 100 rpm’de biyofilm olusum kinetigi.

4.3.4 Bakterilerin 30 °C 200 rpm’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler LB ortaminda 30 °C 200 rpm’de tretilmistir ve % 1’lik kristal viyole
kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gosterilmistir. ODs79’de absorbanslar1 okunarak
olusturduklar1 biyofilm degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODs7o’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,141; P. aeruginosa, 0,476; E. faecalis, 0,207 bulunmustur. Bu
calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P. aeruginosa gosterirken

en distk ise E. coli gostermistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Bakterilerin 30 °C 200 rpm’de biyofilm olusum kinetigi.

4.3.5 Bakterilerin 37 °C 200 rpm’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler LB ortaminda 37 °C 200 rpm’de iretilmistir ve % 1’lik kristal viyole
kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gdsterilmistir. ODs79’de absorbanslar1 okunarak
olusturduklar1 biyofilm degerleri gdsterilmistir. Hiicrelerin ODs7’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,541; P. aeruginosa, 3,399; E. faecalis, 0,246 bulunmustur. Bu
calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P. aeruginosa gosterirken

en dustk ise E. faecalis gostermistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Bakterilerin 37 °C 200 rpm’de biyofilm olusum kinetigi.
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4.3.6 Bakterilerin KClI statik 30 °C’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler KCl igeren LB ortaminda 30 °C 200 rpm’ de iiretilmistir ve % 1°lik kristal
viyole kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gdsterilmistir. ODs7o’de absorbanslari
okunarak olusturduklar1 biyofilm degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODs7¢’deki
absorbans degerleri; E. coli, 0,148; P. aeruginosa, 0,290; E. faecalis, 0,146
bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P.

aeruginosa gosterirken en diisiik ise E. faecalis gdstermistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Bakterilerin KCl1 statik 30 °C’de biyofilm olusum kinetigi.

4.3.7 Bakterilerin KClI statik 37 °C’de biyofilm olusum Kkinetigi

Hiicreler LB ortaminda 37 °C 200 rpm’de tretilmistir ve % 1’lik kristal viyole
kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gosterilmistir. ODs79’de absorbanslar1 okunarak
olusturduklar1 biyofilm degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODs79’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,201; P. aeruginosa, 0,777; E. faecalis, 0,195 bulunmustur. Bu
calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P. aeruginosa gosterirken

en dustk ise E. faecalis gostermistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Bakterilerin KCl statik 37 °C’de biyofilm olusum kinetigi.

4.3.8 Bakterilerin KC130 °C 100 rpm’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler LB ortaminda 30 °C 100 rpm’de tretilmistir ve % 1’lik kristal viyole
kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gdsterilmistir. ODs79’de absorbanslar1 okunarak
olusturduklar1 biyofilm degerleri gdsterilmistir. Hiicrelerin ODs7’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,274; P. aeruginosa, 0,768; E. faecalis, 0,3 bulunmustur. Bu
calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P. aeruginosa gosterirken

en distk ise E. coli gostermistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. Bakterilerin KC1 30 °C 100 rpm’de biyofilm olusum kinetigi.
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4.3.9 Bakterilerin KCI137 °C 100 rpm’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler KCl igeren LB ortaminda 37 °C 100 rpm’de iiretilmistir ve % 1°lik kristal
viyole kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gdsterilmistir. ODs7o’de absorbanslari
okunarak olusturduklar: biyofilm degerleri gdsterilmistir. Hiicrelerin ODs7o deki
absorbans degerleri; E. coli, 0,319; P. aeruginosa, 1,095; E. faecalis, 1,121
bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini

E. faecalis iken en diisiik ise E. coli gostermistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Bakterilerin KC1 37 °C 100 rpm’de biyofilm olusum kinetigi.

4.3.10 Bakterilerin KC130 °C 200 rpm’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler KCl igeren LB ortaminda 30 °C 200 rpm’de iiretilmistir ve % 1°lik kristal
viyole kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gdsterilmistir. ODs7o’de absorbanslari
okunarak biyofilm degerleri gosterilmistir. ODs70’de absorbanslari okunarak
olusturduklar1 biyofilm degerleri gosterilmistir. Hiicrelerin ODs7o’deki absorbans
degerleri; E. coli, 0,118; P. aeruginosa, 0,425; E. faecalis, 0,202 bulunmustur. Bu
calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini P. aeruginosa gosterirken

en distk ise E. coli gostermistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Bakterilerin KC1 30 °C 200 rpm’de biyofilm olugsum kinetigi.

4.3.11 Bakterilerin KC137 °C 200 rpm’de biyofilm olusum Kinetigi

Hiicreler KCl igeren LB ortaminda 37 °C 200 rpm’de iiretilmistir ve % 1°lik kristal
viyole kullanilarak biyofilm olusturduklar1 gosterilmistir. ODs79’de absorbanslari
okunarak olusturduklar: biyofilm degerleri gdsterilmistir. Hiicrelerin ODs7o deki
absorbans degerleri; E. coli, 0,222; P. aeruginosa, 1,245; E. faecalis 0,171
bulunmustur. Bu calisma kapsaminda en yiiksek biyofilm olusum kinetigini

P. aeruginosa gosterirken en diistik ise E. faecalis gostermistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. Bakterilerin KC1 37 °C 200 rpm’ de biyofilm olusum kinetigi.
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a) P. aeruginosa’nm LB’de cam yiizeylerinde biyofilm olusumu.

b) P. aeruginosa’nin % 1°lik kristal viyole ile boyanmis biyofilm yapisi.

Sekil 4.37. P. aeruginosa’nin LB’de cam ylizeylerinde biyofilm olusumu (a) ve
kristal viyole (b) ile boyanmis biyofilm yapisi.
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4.4  Bakteriyel hareketler

P. aeruginosa; yizme, kayma ve titreme olmak Ttizere 3 hareket tipini
gergeklestirebilmektedir. Yiizme hareketini sivi ortamda sahip oldugu flagella
aracilig1 ile yapabilmektedir. Kayma hareketini ise yari- kat1 bir ortamda flagella
araciligiyla gerceklestirebilmesinin yani sira Tip IV pilus ile de kayma hareketini
yapabilmektedir. Titreme hareketinde ise P. aeruginosa, flagelladan ziyade Tip IV

pilusu kullanarak diisiik sulu ortamlarda bu hareketi gergeklestirmektedir [55 ].

4.4.1 Bakterilerde kayma hareketi

4.4.2 Bakterilerde 30 °C’de kayma hareketi

Bakterilerin kayma hareketlerinin ortalama ¢aplari; P. aeruginosa, 9,66 mm; E. coli,
6 mm; E. faecalis, 5 mm olarak Ol¢lilmiistiir. En yliksek kayma hareketini
gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en dlisik kayma hareketi ise E. faecalis’te

bulunmustur.

Sekil 4.38. a) P. aeruginosa'nin b) E. colimnin ¢) E. faecalis'in 30 °C’de kayma
hareketleri.

4.4.2.1 Bakterilerde 30 °C KCI varhginda kayma hareketi

Bakterilerin kayma hareketlerinin ortalama caplari; P. aeruginosa, 8 mm; E. coli,
6,66 mm; E. faecalis, 5,66 mm olarak Ol¢lilmiistiir. En yiiksek kayma hareketini
gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en dilisik kayma hareketi ise E. faecalis’te

bulunmustur.
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Sekil 4.39. a) P. aeruginosa'nin b) E. colinin ¢) E. faecalis'in 30 °C KCI varhiginda
kayma hareketleri.

4.4.2.2 Bakterilerde 37 °C’de kayma hareketi

Bakterilerin kayma hareketlerinin ortalama caplari; P. aeruginosa, 9 mm; E. coli,
7,33 mm; E. faecalis, 6,66 mm Ol¢lilmiistiir. En yiilksek kayma hareketini

gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en diisiik ise E. faecalis te bulunmustur.

a) b) ©)

Sekil 4.40. a) P. aeruginosa'nin b) E. coli'nin ¢) E. faecalis'in 37 °C’de kayma
hareketleri.

4.4.2.3 Bakterilerde 37 °C KCl varhginda kayma hareketi
Bakterilerin kayma hareketlerinin ortalama ¢aplari; P. aeruginosa, 7,66 mm; E. coli,

5,66 mm; E. faecalis, 5,33 mm Ol¢lilmistiir. En yiilksek kayma hareketini

gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en diisiik ise E. faecalis’te bulunmustur.
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Sekil 4.41.a) P. aeruginosa'nin b) E. coli'nin ¢) E. faecalis’in 37 °C KCI varhiginda
kayma hareketleri.

4.4.3 Bakterilerde yiizme hareketi

4.4.3.1 Bakterilerde 25 °C’de yiizme hareketi

Bakterilerin yiizme hareketlerinin ortalama caplari; P. aeruginosa, 32,33 mm; E.

coli, 6,33 mm; E. faecalis, 6,66 mm Olglilmiistiir. En yiiksek ylizme hareketini

gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en diisiik ise E. coli’de bulunmustur.

b)

Sekil 4.42. a) P. aeruginosamm b) E. coli’nin ¢) E. faecalis'in 25 °C’de ylizme
hareketleri.

4.4.3.2 Bakterilerde 25°C KCI varhginda yiizme hareketi

Bakterilerin ylizme hareketlerinin ortalama ¢aplari; P. aeruginosa, 36 mm; E. coli, 5
mm; E. faecalis, 5,66 mm Olclilmiistiir. En yiikksek yiizme hareketini

gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en diisiik ise E. coli’de bulunmustur.
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Sekil 4.43. a) P. aeruginosa'nmin b) E. colinin ¢) E. faecalis'in 25 °C KCI varhiginda
yiizme hareketleri.

4.4.4 Bakterilerde titreme hareketi
4.4.4.1 Bakterilerde 30 °C’de titreme hareketi

Bakterilerin titreme hareketlerinin ortalama ¢aplari; P. aeruginosa, 7,26 mm; E. coli,
5,73 mm; E. faecalis, 3,66 mm Ol¢lilmiistiir. En yiliksek titreme hareketini

gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en diisiik ise E. faecalis’te bulunmustur.

a) ©)

Sekil 4.44. a) P. aeruginosamm b) E. colinin c) E. faecalis'in 30 °C’de titreme
hareketleri.

4.4.4.2 Bakterilerde 30 °C KCI varh@inda titreme hareketi

Bakterilerin titreme hareketlerinin ortalama caplari; P. aeruginosa, 10,33 mm; E.
coli, 7,66 mm; E. faecalis, 7,33 mm Ol¢lilmiistiir. En yiiksek titreme hareketini

gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en diisiik ise E. faecalis te bulunmustur.

a) b)

Sekil 4.45.a) P. aeruginosamm b) E. coli'nin ¢) E. faecalis'in 30 °C KC1 varliginda
titreme hareketleri.
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4.4.4.3 Bakterilerde 37 °C’de titreme hareketi

Bakterilerin titreme hareketlerinin ortalama caplari; P. aeruginosa, 12 mm; E. coli,
8,66 mm; E. faecalis, 8 mm Olglilmiistir. En yiiksek titreme hareketini

gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en diisiik ise E. faecalis te bulunmustur.

a) b) ¢)

Sekil 4.46. a) P. aeruginosamm b) E. colimin c) E. faecalis'in 37 °C’de titreme
hareketleri.

4.4.4.4 Bakterilerde 37 °C KCl varh@inda titreme hareketi

Bakterilerin titreme hareketlerinin ortalama caplari; P. aeruginosa; 9 mm, E. colli;
7,66 mm, E. faecalis; 7,33 mm Ol¢lilmiistiir. En yiliksek titreme hareketini
gergeklestirebilen P. aeruginosa iken en disik ise E. faecalis ve E coli’de

bulunmustur.

Sekil 4.47. a) P. aeruginosa’min b) E. coli'nin ¢) E. faecalis‘in 37 °C KCI varhiginda

titreme hareketleri
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Cizelge. 2: Bakterilerde 30 °C ve 37 °C’de Normal ve KCI varliginda bakteriyel

hareketler (mm).

BAKTERILERDE KAYMA HAREKETI (NORMAL ORTAM)

Hiicreler P. aeruginosa E. coli E. faecalis 30°C
Ort. Cap (mm) 9,66 6 5

Hiicreler P. aeruginosa E. coli E. faecalis 37°C
Ort. Cap (mm) 9 7,33 6,66

BAKTERILERDE KAYMA HAREKETI (KCl ORTAM)

Hiicreler P. aeruginosa | E. coli E. faecalis 37°C
Ort. Cap (mm) 7,66 5,66 5,33
Hiicreler P. aeruginosa | E. coli E. faecalis 30 °C
Ort. Cap (mm) 8 6,66 5,66

BAKTERILERDE YUZME HAREKETI (NORMAL ORTAM)

Hiicreler

P. aeruginosa

E. coli

E. faecalis

25°C

Ort. Cap (mm)

32,33

6,33

6,66

BAKTERILERDE YUZME HAREKETI (KCl ORTAM)

Hiicreler

P. aeruginosa

E. coli

E. faecalis

25°C

Ort. Cap (mm)

36

5

5,66
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BAKTERILERDE TITREME HAREKETI(NORMAL ORTAM)

Hiicreler P. aeruginosa | E. coli E. faecalis 37°C
Ort. Cap (mm) 12 8,66 8

Hiicreler P. aeruginosa | E. coli E. faecalis 30°C
Ort. Cap (mm) 7,26 5,73 3,66

BAKTERILERDE TiTREME HAREKETI (KCl ORTAM)

Hiicreler P. aeruginosa | E. coli E. faecalis 30°C
Ort. Cap (mm) 10,33 7,66 7,33
Hiicreler P. aeruginosa | E. coli E. faecalis 37°C
Ort. Cap (mm) 9 7,33 7,33

Not: Cizelgelerdeki tiim sonuglar 3 tekrarm ortalamasi alinarak elde edilmistir.
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5 TARTISMA VE SONUC

Tez kapsamindaki bu g¢alismada; biyofilm, prolin, proteaz iiretimi ve bakteriyel

hareketler farkli ortam kosullar1 ve sicaklik degerlerinde incelenmistir.

5.1 Bakterilerde biyofilm olusum kinetigi

5.1.1 Bakterilerin statik 30 °C ve 37 °C’de biyofilm olusum Kinetigi

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; statik 30 °C LB ortaminda gerceklestirilen biyofilm
olusum kinetiginde ODs7¢’de en yiiksek deger P. aeruginosa ‘da; 0,961 ve en diisiik
deger ise E. coli‘de; 0,068 bulunmustur (Sekil 4.25). Yapilan bir ¢alismada ise 26 °C
statik olarak Antijen Broth besiyerinde 48 saat siire sonunda E. coli’nin biyofilm
olusumunu incelemisler ve ODsg0’da Kkiiltiirlerin absorbanslarmi okumuslar. Bu
calismanin sonucunda bulunan degerler ise 0,945-1,498 arasinda degismektedir [80].
Bu calisma ile tez kapsamindaki c¢alismada biyofilm olusum kinetigi
karsilastirildiginda; P. aeruginosa’nin  E. coli’ye gore daha 1iy1 aktivite

gergeklestirdigi gosterilmistir.

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; 37 °C statik LB ortaminda gergeklestirilen biyofilm
aktivite de en yiiksek deger P. aeruginosa‘da 1,861 ve en diislik deger ise E. coli’de
0,225 bulunmustur (Sekil 4.26).Yapilan baska bir ¢alismada ise P. aeruginosa’nin
farkli sicakliklarda biyofilm olusumu incelenmistir. Bu c¢alismada M9
(Minimal ortam) kullanilmig ve ODsgp’da absorbans okumasi yapilarak
degerlendirilmistir. P. aeruginosa’nin en uygun sicaklik olarak 37 °C’de biyofilm
olusum kinetigini gerceklestirebildigini gostermislerdir. P. aeruginosa’nin bu

sicaklikta ve ODsgg’daki biyofilm olusum kinetigi 2,80 bulunmustur [81].

5.1.2 Bakterilerin 30 °C ve 37 °C 100 rpm’de biyofilm olusum Kkinetigi

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; 30 °C 100 rpm LB ortaminda gergeklestirilen
biyofilm olusum kinetiginde en yiliksek deger P. aeruginosa’da; 1,209 ve en diisiik
deger E. coli’de 0,119 bulunmustur (Sekil 4.27). Tez kapsamindaki bu ¢aligmada

37 °C 100 rpm LB ortaminda gergeklestirilen biyofilm olusum kinetiginde en yiiksek
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deger P. aeruginosa’da 1,769 ve en diistik deger E. coli’de 0,147 bulunmustur
(Sekil 4.28). Literatiirde; 30 °C ve 37 °C 100 rpm LB ortaminda gerceklestirilen

biyofilm olusum kinetigi ile ilgili yapilmis benzer ¢aligmalara daha az rastlanmastir.

5.1.3 Bakterilerin 30 °C ve 37 °C 200 rpm’de biyofilm olusum Kkinetigi

Tez kapsamindaki bu g¢aligmada; 30 °C 200 rpm LB ortaminda gergeklestirilen
biyofilm olusum kinetiginde en yiliksek deger P. aeruginosa’da 0,474 ve en diisiik
deger E. coli’de 0,16 bulunmustur (Sekil 4.29).

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; 37 °C 200 rpm LB ortaminda gergeklestirilen
biyofilm olusum kinetiginde en yiiksek deger P. aeruginosa’da 3,399 en diisiik deger
E. faecalis’de 0,246 bulunmustur (Sekil 4.30). Literatiirde 30 °C ve 37 °C 200 rpm
LB ortaminda P. aeruginosa’nin biyofilm olusum kinetigi ile ilgili yapilmis benzer

calismalara daha az rastlanmstir.

5.1.4 Bakterilerin statik KC130 °C ve 37 °C’de biyofilm olusum Kinetigi

Tez kapsamindaki bu c¢alismada; 30 °C statik KCl varliginda gerceklestirilen
biyofilm olusum kinetiginde en yiliksek deger P. aeruginosa’da 0,29 ve en diisiik
deger E. faecalis’te 0,146 bulunmustur (Sekil 4.31). 37 °C statik KCIl varhgmda
gerceklestirilen biyofilm olusum kinetiginde ise en yiiksek deger P. aeruginosa’da;
0,777 ve en duslk deger E. faecalis’te; 0,195 bulunmustur (Sekil 4.32). Literatiirde;
30 °C ve 37 °C statik KCI varliginda gergeklestirilen biyofilm olusum kinetigi ile

ilgili yapilmis benzer ¢calismalara daha az rastlanmistur.

5.1.5 Bakterilerin KCI130 °C ve 37 °C 100 rpm‘de biyofilm olusum Kkinetigi

Tezkapsamindaki bu ¢alismada; 30 °C 100rpm ve 37 °C 100 rpm KCI varliginda
gergeklestirilen biyofilm olusum kinetigi; 30 °C 100 rpm’de en yiiksek deger P.
aeruginosa’da 0,768 ve en diisik deger E. coli’de 0,274 olarak bulunmustur
(Sekil 4.33). 37 °C 100 rpm KCIl varliginda gerceklestirilen biyofilm olusum
kinetiginde ise en yliksek E. faecalis’te; 1,121 ve en diisik E. coli’de 0,319

bulunmustur (Sekil 4.34). Literatiirde; 30 °C ve 37 °C 100 rpm KCI varhginda
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gergeklestirilen biyofilm olusum kinetigi ile ilgili yapilmis benzer ¢aligmalara daha

az rastlanmistir.

5.1.6 Bakterilerin KCI130 °C ve 37 °C 200 rpm‘de biyofilm olusum Kkinetigi

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; 30 °C 200 rpm ve 37 °C 200 rpm’de KCl varliginda
gergeklestirilen biyofilm olusum kinetiginde; 30 °C 200 rpm’de en yiiksek deger
P.aeruginosa’ da 0,425 ve en distik deger E. coli’de 0,118 olarak bulunmustur
(Sekil 4.35). 37 °C 200 rpm KCI varhginda ise en yiiksek olusum kinetigiP.
aeruginosa’da 1,241 ve en diisik E. faecalis’te; 0,171 bulunmustur (Sekil 4.36).
Literatiirde; 30 °C ve 37 °C 200 rpm KCI1 varliginda gergeklestirilen biyofilm olusum
kinetigi ile ilgili yapilmis benzer ¢aligmalara daha az rastlanmistir. Tez kapsamindaki
bu calismada P. aeruginosa’nin farkli ortam kosullarinda biyofilm olusum kinetigini

gerceklestirebildigi gosterilmistir.

5.2  Bakterilerde prolin iiretimi

5.2.1 Bakterilerin statik 30 °C ve 37 °C’de prolin iiretimi

Tez kapsamindaki bu calismada; prolin iiretimindekullanilan kiiltiirlerin ODs;o‘de
absorbanslar1 okunarak prolin iiretiminin degerleri incelenmistir. Bu tez
kapsamindaki bu ¢aligmada; 30 °C statik ortamda en yiiksek prolin aktivite degeri E.
faecalis’te; 3,257 U/ml ve en diisiik deger ise E. coli’de; 0,437 U/ml seklinde
bulunmustur (Sekil 4.13). Yapilan bir caligmada isedevenin siitiinden izole edilmis 2
farkli Lactobacillus tiiriinden prolin ile ozmoregiilator ve tuz stresine fiziksel
cevaplarla ilgili bir ¢alisma yapilmis. Lactococcus tiirii M17 ortaminda 30 °C statik
ortamda {iretilmis ve ozmoregiilator olarak da prolin kullanilmigtir. Bunun yan sira
ortamda prolin miktar1 40, 50, 60, 70 veya da 100 mM olacak sekilde eklenmistir.
Daha sonra 30 °C’de 72 saat inkiibe edilmis ve ODgoo’de absorbanslarini dlgerek
optimum prolin miktarina karar vermislerdir. Yapilan bu ¢alismanin sonucunda ise
en yiksek bakteriyel lretiminin 70 mM’lik prolin iceren ortamda gozlendigini

belirtilmistir [72]. Tez kapsamindaki bu calismada ise P. aeruginosa’nin diger
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bakterilere oranla daha az prolin {iretimine sahip oldugu ve E. faecalis’in daha iyi

prolin iiretimini yapabildigi gosterilmistir.

Tez kapsamindaki bu ¢aligmada; 37 °C statik ortamda en yiiksek prolin iiretim degeri
E. faecalis’ de 14,598 U/ml ve en diisiik deger ise E. coli’de 5,071 U/ml bulunmustur
(Sekil 4.14). Yapilan bir ¢alismada ise P. aeruginosa PAO1 susunun prolin sentezi
ile ilgili bir calisma yapilmus ve kiiltiirler 37 °C’de inkiibe edilmistir. Bu ¢aligmada -
glutamik fosfat rediiktaz ve 1-prolin-5 karboksilat rediiktaz enzimleri kullanilmistir.
Bu enzimlerin P. aeruginosa’nin prolin biyosentezinde dnemli bir yere sahip oldugu
belirtilmistir [70]. Tez kapsamindaki bu calismada ise P. aeruginosa’nin diger
bakterilere oranla daha diisiik prolin aktivite gdsterdigi belirlenmistir. Literatiirde;
statik 30 °C ve 37 °C’de prolin tretimi ile ilgili yapilmis benzer ¢alismalara daha az

rastlanmistir.

5.2.2 Bakterilerin 30 °C ve 37 °C 100 rpm’de prolin iiretimi

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; 30 °C 100 rpm ve 37 °C 100 rpm’ de prolin tiretimi;
30 °C 100 rpm’de en yiiksek deger E. faecalis’te 13,480 U/ml ve en diisiik deger ise
E. coli’ de; 6,912 U/ml bulunmustur (Sekil 4.15). Tez kapsamindaki bu ¢aligmada,;
37 °C 100 rpm’de ise en yiiksek prolin iiretim degeri E. faecalis’te; 14,795 U/ml ve
en disik deger ise E. colide; 6,222 U/ml bulunmustur (Sekil 4.16).
P. aeruginosa’nin diger bakterilere goére daha az prolin iiretimi gergeklestirdigi
gosterilmistir. Literatiirde; 30 °C ve 37 °C 100 rpm’ de prolin tretimi ile ilgili

yapilmis benzer ¢calismalara daha az rastlanmistir.

5.2.3 Bakterilerin 30 °C ve 37 °C 200 rpm’de prolin iiretimi

Tezkapsamindaki bu ¢aligmada; 30 °C 200 rpm ve 37 °C 200 rpm’de prolin tiretimi
30 °C 200 rpm’ de en yiiksek deger E. faecalis’de 1,705 U/ml ve en diisiik deger ise
E. coli’de 0,410 bulunmustur (Sekil 4.17). Tez kapsamindaki bu ¢alismada; 37 °C
200 rpm’de prolin iiretim degeri en yiiksek E. faecalis’te 15,176 U/ml ve en diisiik
deger ise E. coli’de 7,254 U/ml bulunmustur (Sekil 4.18). P. aeruginosa’nin diger

bakterilere gore daha az prolin iiretimi gergeklestirdigi gosterilmistir. Literatiirde;
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30 °C ve 37 °C 200 rpm’ de prolin {iretimi ile ilgili yapilmis benzer ¢aligmalara daha

az rastlanmistir.

5.2.4 Bakterilerin KCl statik 30 °C ve 37 °C’de prolin iiretimi

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; statik 30 °C KClI iceren LB ortaminda en yiiksek
prolin liretimi E. faecalis’te 16,925 U/ml ve en disik deger ise E. coli’de 9,358
bulunmustur (Sekil 4.19). P. aeruginosa’nin diger bakterilere gére daha az prolin

iretimi gergeklestirdigi gosterilmistir.

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; statik 37 °C KClI i¢eren LB ortaminda en yiiksek
prolin liretimi E. faecalis’te 12,172 U/ml ve en diisiik deger ise E. coli’de 2,395 U/ml
bulunmustur (Sekil 4.20). P. aeruginosa’nin diger bakterilere gore daha az prolin
tretimi gergeklestirdigi gosterilmistir. Literatiirde; 30 °C ve 37 °C statik KCl
varliginda gergeklestirilen prolin iiretimi ile ilgili yapilmis benzer ¢alismalara daha

az rastlanmastir.

5.2.5 Bakterilerin KCI130 °C ve 37°C 100 rpm’de prolin iiretimi

Tezimiz kapsaminda yaptigimiz 30 °C 100 rpm ve 37 °C 100 rpm KCI igeren LB
ortaminda 30 °C 100 rpm’ de prolin iiretimindeen yliksek deger E. faecalis’de 11,074
U/ml ve en diisiik deger ise E. coli’de 6,833 U/ml bulunmustur (Sekil 4.21). 37 °C
100 rpm KCI igeren LB ortaminda en yiiksek prolin liretimi E. faecalis’te 14,604
U/ml ve en distik deger ise E. coli’de 6,557 U/ml bulunmustur (Sekil 4.22).
P. aeruginosa’nin diger bakterilere goére daha az prolin iiretimi gergeklestirdigi
gosterilmistir. Literatiirde; 30 °C ve 37 °C 100 rpm KCI varhginda gergeklestirilen

prolin iiretimi ile ilgili yapilmis benzer ¢alismalara daha az rastlanmistir.

5.2.6 Bakterilerin KCI130 °C ve 37 °C 200 rpm’de prolin iiretimi

Tez kapsamindaki bu ¢alismada 30 °C 200 rpm ve 37 °C 200 rpm KCI iceren LB
ortaminda; 30 °C 200 rpm‘de en yiiksek prolin liretimi E. faecalis'te 12,067 U/ml ve
en diisiik deger ise E. coli 5,380 U/ml bulunmustur (Sekil 4.23). 37 °C 200 rpm KCl
iceren LB ortaminda en yiiksek prolin iiretimi E. faecalis’te 11,646 U/ml ve en diisiik
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deger ise E. coli’de 4,493 U/ml bulunmustur (Sekil 4.24). P. aeruginosa’nin diger
bakterilere gére daha az prolin {iretimi gergeklestirdigi gosterilmistir. Literatiirde;
30 °C ve 37 °C 200 rpm KCI varliginda gergeklestirilen prolin iiretimi ile ilgili

yapilmis benzer ¢calismalara daha az rastlanmaistir.

5.3  Bakterilerde proteaz enzim iiretimi

5.3.1 Bakterilerin statik 30 °C ve 37 °C proteaz iiretimi

Tez kapsamindaki proteaz {iretiminde bulunan kiiltiirlerin ODggo‘da absorbanslar1
okunarak en yiikksek ve en diisiik proteaz iiretimleri gosterilmistir. Bu ¢alismada;
30 °C statik ortamda en yiiksek proteaz liretimi P. aeruginosa’da 0,6801 U/ml ve en
diisik deger ise E. coli’de 0,5727 U/ml bulunmustur (Sekil 4.1). Yapilan bir
calismada ise P. aeruginosa ATCC 27853 susundan proteaz liretimi lizerine bir
arastirma yapilmistir. Bu calismada substrat olarak % 0,6’lik “Hammersten kasein”
soliisyonunu kullanilarak 30 °C’de inkiibe edilmistir. Sonug olarak P. aeruginosa
ATCC 27853 susunun proteaz iiretimine sahip oldugu gosterilmistir [46]. Literatiirde
yapilan caligmalarla bu tez kapsamindaki c¢alisma  karsilastirildiginda

P. aeruginosa’nin daha az proteaz iiretimi gosterdigi belirtilmistir.

Tez kapsamindaki bu c¢alismada; 37 °C statik ortamda en yiiksek proteaz iiretimi
E. coli’de 0,4102U/ml ve en diisik E. faecalis’de 0,0749 U/ml bulunmustur
(Sekil 4.2). Yapilan degisik bir calismada ise hastalardan izole edilmis olan
P. aeruginosa‘nin alkalin proteaz aktivitesiyle ilgili bir ¢alisma yapilmistir. Burada
“skim milk agar” kullanilarak proteolitik aktivite arastirilmis. Ayni1 zamanda “Kazein
Broth”u da kullanarak alkalin proteaz iiretimi gézlemlenmistir. Bakteriler 37 °C‘de
iiretilmis ve en yliksek enzim aktivitesi 54 saat sonra 133,4 U/ml olarak belirtilmistir
[51]. Literatiirde yapilan c¢aligmalarla bu tez kapsamindaki ¢alisma
karsilastirildiginda  P.  aeruginosa’nin daha az proteaz {iretimi gosterdigi

anlasilmaktadir.
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5.3.2 Bakterilerin 30 °C ve 37 °C 100 rpm’de proteaz iiretimi

Tez kapsamindaki bu g¢alismada; 30 °C 100 rpm‘de en yiiksek proteaz liretimi P.
aeruginosa’da 0,8478 U/ml ve en disik deger ise E. coli’de 0,4862 U/ml
bulunmustur (Sekil 4.3).Yapilan baska bir calismada ise Bacillus cereus ve Bacillus
polymxia bakterilerinin proteaz aktivitesi incelenmistir. Kiiltiirler TSB (Tripti case
Soy Broth)‘de 30 °C 100 rpm’de 72 saat boyunca inkiibe edilmis ve bu ¢aligmanin
sonucunda Bacillus cereus 34,72 U/ml ve Bacillus polymxia’da 46,72 U/ml
bulunmustur [82]. Yapilan diger c¢alismalar ile bu tez kapsamindaki g¢aligma
karsilastirildiginda P. aeruginosa’nin daha az proteaz iiretimi gerceklestirdigi

belirtilmistir.

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; proteaz liretimi 37 °C 100 rpm’de en yiiksek deger
E. faecalis’de 0,439 U/ml ve en diisiikk deger ise P. aeruginosa’ da 0,2504 U/ml
bulunmustur (Sekil 4.4). Yapilan bir calismada ise B. licheniformis’in proteaz iiretimi
ile ilgili bir arastirma yapilmistir. Bu ¢alismada kiiltiirler soya unu, glikoz, CaCl,,
MgCl, igeren bir ortamda 37 °C 140 rpm’ de 72 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Proteaz iiretiminde % 1 kazein kullanilmistir. ODggo’da absorbanslarini okuyarak
proteaz Uretim degerlerini belirlemislerdir. Bu calismanin sonucunda en yiiksek
degeri 176.7 U/ml olarak belirtmislerdir [83]. Bu yapilan ¢alisma ile tez
kapsamindaki bu c¢alismay1 karsilastirildiginda P. aeruginosa’nin diger bakterilere

oranla daha az proteaz iiretimi gergeklestirdigi belirlenmistir.

5.3.3 Bakterilerin 30 °C ve 37 °C 200 rpm’de proteaz iiretimi

Tez kapsamindaki bu ¢aligmada; proteaz iiretimi30 °C 200 rpm’de en yliksek deger
P. aeruginosa’da 0,9709 U/ml ve en diisiik deger ise E.coli’de 0,5858 U/ml
bulunmustur (Sekil4.5). Literatiirde; 30 °C 200 rpm’ de proteaz iiretimi ile ilgili
yapilmis benzer calismalara daha az rastlanmistir. Tez kapsamindaki bu ¢aligmada;
proteaz liretimi 37 °C 200 rpm’de en yiiksek deger P. aeruginosa’da 0,35 U/ml ve en
diisiik deger ise E. faecalis’de 0,1666 U/ml bulunmustur (Sekil 4.6). Yapilan bir
calismada ise Bacillus spp. proteaz lretimi incelenmistir. Bu caligmada kiiltiirler
glukoz, pepton, ve tuz soliisyonu igeren bir ortamda 37 °C 200 rpm 24 saatte elde
edilmistir. (NH4)>SO, igeren ortamda gergeklesen spesifik proteaz {iretimi 10,32
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U/ml bulunmustur [84]. Literatiirde yapilan ¢alisma ile bu tez kapsamindaki ¢aligma
karsilastirildiginda Bacillus spp’in diger bakterilere oranla daha yiiksek proteaz
iretimine sahip oldugu, P. aeruginosa’nin daha az bir aktiviteye sahip oldugu

anlasilmaktadir.

5.3.4 Bakterilerin KCl statik 30 °C ve 37 °C’de proteaz iiretimi

Tez kapsamindaki bu ¢aligmada; 30 °C KCl ortaminda en yiiksek proteaz tretimi E.
coli’de 0,2399 U/ml ve en diisiik deger ise P. aeruginosa’da 0,1063 U/ml
bulunmustur (Sekil 4.7). 37 °C KCI ortaminda ise en yiiksek proteaz lretimi F.
coli’de 0,9237 U/ml ve en diisiik P. aeruginosa‘da 0,2950 U/ml bulunmustur
(Sekil 4.8). Bu ¢alisma ile P. aeruginosa’nin daha az proteaz iiretimi sahip oldugu
gOsterilmistir. Literatiirde; statik 30 °C ve 37 °C KCI varhgmda gerceklestirilen

proteaz tiretimi ile ilgili yapilmis benzer ¢alismalara daha az rastlanmistir.

5.3.5 Bakterilerin KCI130 °C ve 37 °C 100 rpm’de proteaz iiretimi

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; proteaz tiretimi 30 °C 100 rpm KCI ortaminda en
yiiksek deger E. coli’de 0,3735 U/ml ve en diisiik deger ise E. faecalis’de 0,2504
U/ml bulunmustur (Sekil 4.9). 37 °C 100 rpm KCI varliginda en yiiksek deger
E. coli’de 2,4538 U/ml ve en diisiik deger ise E. faecalis’te 0,591 U/ml bulunmustur
(Sekil 4.10). Literatiirde; 30 °C ve 37 °C 100 rpm KCI varhiginda gerceklestirilen

proteaz iiretimi ile ilgili yapilmis benzer ¢aligmalara daha az rastlanmistir.

5.3.6 Bakterilerin KCI130 °C ve 37°C 200 rpm’de proteaz iiretimi

Tez kapsamindaki bu ¢alismada; proteaz tiretimi 30 °C 200 rpm KCI ortaminda en
yiiksek E. faecalis’te 0,8635 U/ml ve en diisiik E. coli’de 0,1247 U/ml bulunmustur
(Sekil 4.11). 37 °C 200 rpm KCI ortaminda ise en yiiksek deger E. faecalis’te 0,2373
U/ml ve en diisiik E. coli’de 0,1299 U/ml bulunmustur (Sekil 4.12). Literatiirde;
30 °C ve 37 °C 200 rpm KCI varhiginda gerceklestirilen proteaz iiretimi ile ilgili

yapilmis benzer ¢alismalara daha az rastlanmaistir.
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5.4  Bakteriyel hareketler

Bakteriler; kayma, yiizme ve titreme hareketini gergeklestirebilmektedir. Bu tez
calismasinda hareketleri farkli sicaklik araliklarinda ve KCI stres kosulu altinda

arastirilmstir.

5.4.1 Bakterilerde 30 °C ve 37 °C Normal ve KCI iceren LB ortamlarinda
kayma hareketi

Kayma hareketi 30 °C ve 37 °C‘de normal LB ve KCI igeren LB ortamlarinda
incelenmistir. 30 °C’de en yliksek kayma hareketi yapan P. aeruginosa; 9,66 mm
iken en diisiik deger E. faecalis; 5 mm olarak Olglilmiistir. 37 °C’de ise en yiiksek
ortalama P. aeruginosa; 9 mm ve en diisiik E. faecalis; 6,66 mm olarak 6l¢iilmiistiir.
Yapilan bir ¢alismada P. aeruginosa S7TRP susunun kayma hareketi ile ilgili bir
arastirma yapilmistir. Bu ¢alismada % 0,5 Bacto agar, 8 gr Nutrient Broth ve 5 gr
Dektroz kullanilmustir. Kiiltiirler 24 saat 30 °C’de inkiibe edilmistir. Bu susun kayma
hareketi yapabildigini gostermislerdir [63]. Baska bir ¢alismada da P. aeruginosa
PA14 susunun kayma hareketi ile ilgili bir arastirma yapilmistir. Bu ¢alismada da
MgSO4 ve CaCl,2H,O igeren petriler kullamlmistir ve degisik oranlarda
agarkullanmislardir. Kiiltiirler bu ortamda 16 saat 30 °C’ de inkiibe edilmistir. P.
aeuginosa PAl14 susunun agar miktarinin artmasi ile hareketliligin azaldigini
gozlemlemislerdir. % 0,3‘de hareketlilik orani yiiksek iken % 0,9’da bu hareketlilik
iyice diismektedir [62]. Literatiirde genellikle kayma hareketini 30 °C‘de
incelemislerdir fakat bizim tezimizin kapsaminda yaptigimiz ¢alismada 30 °C’nin

yani sira 37 °C’de kayma hareketi gézlemlenmistir.

Tezimiz kapsaminda yaptigimiz kayma hareketinde 30 °C KCI varhiginda en yiiksek
kayma aktivitesine sahip olan P. aeruginosa; 8 mm ve en diisiik ise E. faecalis 5,66
mm olarak dlgiilmistiir. 37 °C KCI varhgmda en yiiksek P. aeruginosa; 7,66 mm ve
en disiik E. faecalis; 5,33 mm olarak Ol¢iilmiistiir. Literatiirde; farkli sicaklik ve

kosullarda kayma hareketi ile ilgili yapilmig benzer ¢alismalara daha az rastlanmastir.

69



5.4.2 Bakterilerde 25 °C‘de Normal ve KCI iceren LB ortamlarinda yiizme
hareketi

Tezimiz kapsaminda yaptigimiz yiizme hareketi 25 °C’de normal LB ve KCl i¢eren
LB ortamlarda incelenmistir. 25 °C LB ortaminda en yiiksek yiizme hareketi yapan
bakteri P aeruginosa; 32,33 mm ve en diisiik E. coli; 6,33 mm olarak 6l¢iilmiistiir.
Yapilan baska bir calismada P. aeruginosa 5S7RP susunun yiizme hareketi ile ilgili
bir aragtirma yapmuslardir. Bu calismada yiizme hareketi i¢in % 1 Tripton, % 0,5
NaCl ve % 0,3 agar kullamilmustir. Kiiltiirler 16 saat 25 °C inkiibe edilmistir.
P. aeruginosa 5TRP susunun yilizme hareketini gerceklestirebildigi gosterilmistir

[63].

Tezimiz kapsaminda yaptigimiz 25 °C KCI igeren LB ortaminda en yiiksek yiizme
hareketi yapan P. aeruginosa; 36 mm ve en diistik £. coli; 5 mm olarak 6l¢iilmiistiir.
Literatiirde; 25 °C normal ve KCl varliginda gerceklestirilen yiizme hareketi ile ilgili

yapilmis benzer ¢calismalara daha az rastlanmistir.

5.4.3 Bakterilerde 30 °C ve 37 °C Normal ve KCI iceren LB ortamlarinda
titreme hareketi

Titreme hareketi 30 °C ve 37 °C’de normal LB ve KCI igeren ortamlarda
incelenmistir. 30 °C LB ortaminda en yiiksek titreme hareketini gerceklestiren P.
aeruginosa; 7,26 mm ve en diisiik titreme hareketi yapan E. faecalis; 3,66 mm olarak
olgtilmiigtiir. 37 °C LB ortaminda en yiiksek titreme hareketi yapan bakteri P.
aeruginosa; 12 mm ve en diistik E. faecalis; 8 mm olarak ol¢iilmiistiir. Yapilan bir
calismada P. aeruginosa’nin titreme hareketi iizerine bir arastirma yapmislar ve bu
calismada P. aeruginosa tiirlerini kullanmiglar. Bakteriler % 1,5 agar iceren LB
ortaminda tretilmistir. Petrilerde bulunan bakteriler 30 °C veya 37 °C‘de inkiibe
edilmistir. Bu calismanin sonucunda ise 151k mikroskobu ile P. aeruginosa’nin
yaptig1 titreme hareketinin morfolojik goriintiisiinii incelemisler ve caplarinin
Olglimiinii 0,5-0,6 mm olarak bulmuslar [57]. Tezimiz kapsaminda yaptigimiz
calisma ile bakterilerin titreme hareketini gergeklestirebilmenin yam1 swra
hareketlerinin ¢aplar1 da Olgiilerek bir bakterinin ne kadar hareket edebildigi

hakkinda fikir sahibi olunmustur.
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Tezimiz kapsaminda yaptigimiz 30 °C KCl igeren LB ortaminda en yiiksek titreme
hareketi yapan P. aeruginosa; 10,33 mm ve en disik E. faecalis; 7,33 mm olarak
olgtilmiigtiir. 37 °C KCI igeren LB ortaminda en yiiksek titreme hareketi yapan
P. aeruginosa; 9 mm ve en diisik E. faecalis ve E. coli; 7,33 mm olarak ol¢iilmiistiir.
Literatiirde; farkli sicaklik ve kosullarda titreme hareketi ile ilgili yapilmis benzer

calismalara daha az rastlanmstir.

Biitiin bu calismalar g6z Oniine alindig1 zaman biyofilm aktivitesine en iyi P.
aeruginosa (1,861)’ nin ve en az E. coli (0,225) nin sahip oldugu gosterilmistir. KCl,
P. aeruginosa’nin biyofilm aktivitesini olumsuz yonde ¢ok etkilememistir. P.
aeruginosa; stres kosullar1 ve farkli sicaklik araliklarinda  biyofilm
olusturabilmektedir. Prolin iiretiminde ise en 1yi aktivite gosteren E. faecalis ve en
diisiik ise E. coli‘nin oldugu gozlenmistir. P. aeruginosa’nin E. faecalis ve E. coli’

ye gore daha az prolin aktivite gosterdigi gozlenmistir.

KCl, E. faecalis’in prolin aktivitesini olumsuz yonde etkilememistir. Ayni1 sekilde E.
faecalis KCI’li ortamda da prolin aktivitesi (12,172 U/ml) gosterebilmektedir. P.
aeruginosa KCI’ 11 ortamda az da olsa prolin aktivite (9,226 U/ml) gosterebildigi

gozlenmistir.

Proteaz iiretiminde sadece 30 °C normal ve ¢alkalamali ortamlarinda P. aeruginosa
en yiiksek proteaz aktiviteyi gerceklestirebildigi gozlenirken, diger sicakliklar ve
kosullarda E. faecalis ve E. coli'nin daha iyi proteaz aktivitesi goOsterebildigi
gozlenmistir. Diger kosullarda P. aeruginosa‘nin daha az proteaz aktivitesi
gerceklestirebildigi gozlenmistir. KCI varliginda, E. faecalis ve E. coli’nin proteaz
aktivitesinde az bir degisiklik gOstermesine ragmen proteaz aktiviteyi
gergeklestirebilmektedir. P. aeruginosa’nimn tezimiz kapsaminda yaptigimiz
calismada, KCl iceren ortamda E. faecalis (0,3447 U/ml) ve E. coli (0,9237 U/ml)’ye
gore daha diistlik proteaz aktivitesi gosterdigi (0,295 U/ml) goriilmektedir.

Yaptigimiz bu ¢alismalarin diger arastiricilar ve ¢alismalar i¢in yol gdsterici olacagi

kanisindayiz.
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