1. BAKTERILERIN SINIFLANDIRILMASI

Bakteriler; oldukga basit yapili, ¢cok kiiciik, tek hiicreli, 6zel bir
¢ekirdek zar1 olmayan ve genetik materyal (DNA)’e sahip organizmalardir.
Bu organizmalara Yunanca “prenucleus - basit ¢ekirdekli” anlamina gelen
“procaryotae”lar ismi verilmistir. Uluslararas1 Sistematik Bakteriyoloji
Dergisi (International Journal of Systematic Bacteriology — 1JSB) ve
Uluslararas: Sistematik ve Evrimsel Mikrobiyoloji Dergisi (International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology — IJSEM, 2003)’ne
gore prokaryotik mikroorganizmalar1 siniflandirmada Botanikte kullanilan
“Kingdom (Alem)” teriminin kullanimindan vazgegilmis, bunun yerine
“Domain (Alem)” terimi kullanilmaya baglanmistir. Ancak giinlimiizde
bakterilerin siniflandirilmasinda “Sinif (Class)”in iizerindeki kategorilerde
bir fikir birligi yoktur. Bu nedenle burada bilim adamlarinin biiyiik bir
boliimiinilin kabul ettigi siniflandirma sekline yer verilmistir.

“Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriyology (2003)”e¢ gore
prokaryotik mikroorganizmalar, Archaea ve Bacteria olmak {lizere iki
Alem’e ayrilmistir. Archaea alemindekiler sicak seven (thermophylic)
bakterilerdir. Bacteria alemindeki bakteriler arasinda ise bitkiler ve
boceklerde patojen bakteriler ile topraktaki azotu bitkiler i¢in yararli forma
doniistiiren bakteriler de dahil olmak tizere diger bakteriler bulunmaktadir.

Bu bakteriler asagidaki gibi siniflandirilmisgtir:

Alem (Domain) : Bacteria

Sube (Phylum) BXII  : Proteobacteria

Sinif (Class) I . Alphaproteobacteria
Takim (Order) I : Rhodospirallales

Familya (Family) Il : Acetobacteriaceae
Cins (Genus) | : Acetobacter 1
IX : Gluconobacter



Takim (Order) 11

Familya (Family) Il :
- Rickettsia

Cins (Genus) |

Takim (Order) IV
Familya (Family)l

Takim (Order) VI

Familya (Family) II :
Cins (Genus) | :
I

Sinif (Class) 11
Takim (Order) I
Familya (Family) |

. Rickettsiales

Rickettsiaceae

: Sphingomonodales
: Sphingomonadaceae
Cins (Genus) | :

Sphingomonas

: Rhizobiales

Rhizobiaceae
Rhizobium
Agrobacterium

. Betaproteobacteria

: Burkholderiales

: Burkholderiaceae

Cins (Genus) | :
VIII -

Burkholderia
Ralstonia

Familya (Family) IV : Comamonadaceae

Cins (Genus) |
X

Takim (Order) V
Familya (Family) |
Cins (Genus) |
I
i

Familya (Family) II:

Cins (Genus) VI

Sinif (Class) II1
Takim (Order) III
Familya (Family) |1
Cins (Genus) |
XII

: Acidovorax

: Xylophilus

: Nitrosomonadales

: Nitrosomonadaceae
: Nitrosomonas

: Nitrosolobus

- Nitrosospira

Ectothiorhodospiraceae
- Nitrococcus

: Gammaproteobacteria
: Xanthomonadales

Xanthomonadaceae

: Xanthomonas »

Xylella



Takim (Order) VI  : Legionellales
Familya (Family) Il : Coxiellaceae
Cins (Genus) Il : Ricketsiella

Takim (Order) IX : Pseudomonadales
Familya (Family) 1l : Pseudomonadaceae
Cins (Genus) | : Pseudomonas
Il : Azomonas
I11 : Azotobacter
VII1 : Rhizobacter

Takim (Order) XIII . Enterobacteriales
Familya (Family) I : Enterobacteriaceae
Cins (Genus) 1V: Brenneria
XII: Enterobacter
XII : Erwinia

XXIII: Pantoea
XXI1V: Pectobacterium
: Dickeya

XXXVI : Serratia

Sube (Phylum) BXIII : Firmicutes
Sinif (Class) I : Clostridia
Takim (Order) I : Clostridiales
Familya (Family) I : Clostridiaceae
Cins (Genus) | : Clostridium

Sinif (Class) 11 : Mollicutes
Takim (Order) I : Mycoplasmatales
Familya (Family) I : Mycoplasmataceae
Cins (Genus) | : Mycoplasma

Takim (Order) 11 : Entomoplasmatales
Familya (Family) I : Entomoplasmataceae
Cins (Genus) | : Entomoplasma
Il : Mesoplasma

Familya (Family) Il : Spiroplasmataceae
Cins (Genus) | : Spiroplasma
3

Takim (Order) 111 . Acholeplasmatales



Familya (Family) I : Acholeplasmataceae
Cins (Genus) | : Acholeplasma

Sinif (Class) I11 - Bacilli
Takim (Order) I : Bacillales
Familya (Family) I  : Bacillaceae
Cins (Genus) | : Bacillus
Familya (Family) IV : Enterococcaceae
Cins (Genus) I : Enterococcus
Sube (Phylum) BXIV . Actinobacteria
Sinif (Class) 1 . Actinobacteria
Altsiif (Subclass) V . Actinobacteridea
Alttakim (Suborder) IX : Micrococcineae
Familya (Family) | : Microccocaceae
Cins (Genus) I . Arthrobacter

Familya (Family) XII : Microbacteriaceae
Cins (Genus) VI  : Clavibacter
VIl : Curtobacterium
XV : Rathayibacter

Alttakim (Suborder) X : Corynebacterineae
Familya (Family) I : Corynebacteriaceae
Cins (Genus) | : Corynebacterium

Familya (Family) V  : Nocardiaceae
Cins (Genus) |  : Nocardia
Il : Rhodococcus

Alttakim (Suborder) XIV: Streptomycineae
Familya (Family) | : Streptomycetaceae
Cins (Genus) | . Streptomyces



2. BAKTERILERIN ANATOMISI

2.1. Hiicre morfolojisi

Bakterilerin biiylik bir kismi 0.20 - 2.0 X 2.0 - 8.0 um boyutlarinda
olup, morfolojik olarak yuvarlak veya kiiresel (tekil: coccus - ¢ogul: cocci),
cubuk veya ¢omak (tekil: bacillus - ¢ogul: bacilli) ve spiral sekilli bakteriler
olmak {izere 3 grup altinda toplanabilirler.

Yuvarlak sekilli bakteriler (coccus), 0.8 - 1.0 um boyutlarinda
olup, genellikle yuvarlak yapidadirlar. Bunun yaninda oval, uzunumsu veya
bir tarafi diiz yapida olanlar1 da bulunmaktadir. Yuvarlak sekilli bakteri
hiicreleri, birbirleriyle olusturduklar1 gruplara gore isim almaktadirlar.
Buna gore tek hiicreli olanlara coccus, ikili coccuslara diplococcus, dortli
grup olusturan coccuslara tetracoccus, zincir seklindeki coccuslara
streptococcus, kiip seklinde veya 8’li  grup olusturanlara sarcinae,

diizensiz salkim seklinde olanlara staphylococcus ismi verilmektedir

Spiral veya burgu sekilli bakterilerin viicutlari, diizgiin olmayip,
kendi eksenleri etrafinda bir veya daha fazla kivrilmis durumdadir.
Viicutlar tek kivrimli olanlara vibrio adi verilir. Viicut yapilart yumusak,
birden fazla ve sik kivrima sahip olan ve viicutlarinin kivrilmasiyla hareket
edenlere spirochete denir. Bunlarin kamgilar1 yoktur. Viicutlari sert yapili,
birden fazla kivrima sahip ve kamgilari ile hareket edenlere ise spirillum
ad1 verilir

2.1.1. Kaygan tabaka (Glikokaliks)

Kaygan tabaka, hiicre duvarinin dis kisminda bulunan ve

hiicreyi tamamen kusatan, polisakkal‘it,5 polipeptit veya her ikisinin



karistmindan olusan jelimsi veya viskoz yapili bir tabakadir. Belirgin
sekilli, kalin ve sert yapili glikokaliks tabakasina kapsiil, ince yapili
olanlarina ise mikro kapsiil ad1 verilir. Kapsiiller tiirler aras1 ve ayni tiir

icerisinde ¢evresel kosullarin etkisiyle yapisal farklilik gosterir.

2.1.2. Hiicre duvari

Hiicre duvari, sitoplazmik zar ile kapsiil arasinda bulunan tabakadir.

Bu yapi, bakteri hiicresine sertlik ve sekil verir, hiicreyi ozmotik basingtan
korur ve hiicre boliinmesinde 6nemli rol oynar. Ayrica yar1 gecirgen
ozellige sahip olmasi nedeniyle 1 nm biiyiikligiindeki molekiillerin hiicre
igerisine girmesine, hiicre igerisinde sentezlenen metabolizma artiklarinin
ve ekzoenzimlerinin de hiicre disina ¢ikmasina izin verir.
Hiicre duvan teikoik asitler ise sadece peptidoglikan bloklar1 arasindan
gecen ve sitoplazmik membrana baghi olmayan teikoik asitlerdir (Sekil
2.6). Teikoik asitler, sahip oldugu fosfat gruplarindan dolay1 negatif
yiiklidiirler. Bu 6zellik sayesinde pozitif yiiklii iyonlarin (katyonlarin)
hiicre i¢ine giris ve ¢ikislarini diizenlerler ve hiicre gelisiminde 6nemli rol
oynarlar.

Gram (-) bakterilerin hiicre duvari ise 3 tabakali bir yapidan olusur.
a. Distaki tabaka; lipoproteinler, lipopolisakkaritler ve fosfolipitlerden
olusmustur. Lipoproteinler dis tabakanin peptidoglikana siki bir sekilde
kovalent olarak baglanmasini saglar.

b. Orta tabaka, bir veya birkag peptidoglikan katmanindan meydana
gelmistir. Peptidoglikan, yogun bir protein - enzim konsantrasyonuna sahip
olan ve periplazmik jel ismi verilen yumusak bir yap1 icerisine gomiilii
olarak dis membrana baglanmis durumdadir. Gram (-) bakterilerin hiicre

duvarinda cok az miktardag peptidoglikan  oldugu igin



teikoik asit bulunmaz ve bu nedenle hiicre mekanik etkilere karsi oldukca

hassastir

c. Sitoplazmik zar (i¢ tabaka) ise orta tabakanin hemen altinda,
sitoplazmay1 ¢epegevre kusatan ve fosfolipit ve proteinlerden olusan ince
bir tabakadir. Bu tabaka secici gegirgenlik 6zelligi nedeniyle hiicre igine
giren ve hiicre disina ¢ikan molekiillere karsi bir bariyer olarak gorev
yapar. Segici gecirgenlik Ozelligi baz1 faktorlere baglidir: Proteinler gibi
bliyiik molekiiller sitoplazmik zardan gegemez. Buna karsilik basit sekerler,
su, oksijen ve karbondioksit gibi kiiglik molekiiller sitoplazmik zardan
kolaylikla gecerler.

2.1.2.1. Sitoplazma icinde bulunan yapilar

A. Cekirdek materyali (DNA), cift sarmalli DNA’nin uzun ve
dairesel molekiiliinden meydana gelmistir. Bu materyal, hiicrenin yapilar
ve fonksiyonlar icin gerekli olan tiim bilgileri tasimaktadir. Prokaryotik
organizmalarin ¢ekirdek materyalinde, Okaryotik organizmalarin aksine
cekirdek zar1 ve histonlar1 bulunmaz. DNA; kiiresel, uzunumsu veya lobut
seklinde olabilir. Aktif halde gelisen bir bakteri hiicresinin hacimsel olarak
% 20’sini olusturur ve sitoplazmik zara bagli durumdadir. Sitoplazmik
zarda bulunan proteinler, yeni olusacak yavru hiicre icin anne hiicredeki
DNA’nin kopyalanmasini ve kopyalanan DNA’nin yavru hiicreyle birlikte

ayrilmasini saglar.

B. Ribozomlar, bakteri hiicresi i¢in gerekli olan proteinlerin
sentezlendigi, protein ve ribozomal RNA (rRNA) alt birimlerinden olusan
organellerdir ve sitoplazma igerisinde binlerce kiigiik yapilar olarak
bulunurlar. Prokaryotik organizmalarin7 ribozomlart  70S’den  daha

kiiclik, Okaryotik organizmalarin ribozomlar1 80S’den daha biyiik



olmasiyla birbirinden ayirt edilir. Buradaki S - Svedberg Birimi olup, ¢ok
yiiksek hizdaki santrifikasyon sirasinda meydana gelen ¢okelmenin gercek
oransal miktarin1 gosteren birimdir. Cokelme orani, partikiiliin boyutuna,
agirligina ve sekline baghdir.

C. Graniiller

C.1. Polisakkarit graniilleri, bakteri hiicre duvarinin yapi tasidir.
Bakteri hiicresinde karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilirlar. Tipik
olarak glukoz ve nigsastadan meydana gelmistir. Polisakkarit graniillerinin
bakteri hiicresinde bulunup bulunmadigin1 anlamak ic¢in iyot ¢dzeltisi
kullanilir. Bakteri hiicresine iyot uygulamasi sonucunda glukoz graniilleri

kirmizims1 kahverengi, nisasta graniilleri ise mavi renkte goriiniir.

D. Endosporlar

Costridium ve Bacillus gibi Gram (+) bakteriler, besin maddeleri
tiilkendigi veya hiicreye yeterli su saglayamadigi durumlarda endospor adi
verilen  “dinlenici hiicreler” meydana getirirler. Endospor, bakteri
hiicresinin tiim o6zelliklerini tasiyan, kalin duvarli, kurakliga, sicakliga,
bircok toksik kimyasal maddeye ve radyasyona karst olduk¢a dayanikli bir
yapidir.

Vegetatif bakteri hiicresi igerisinde endospor gelisimine sporulasyon
veya sporogenesis adi verilir. Sporogenesis olusumunda, Oncelikle
DNA’nin ve sitoplazmanin kii¢iik bir kismu kendi kendini kopyalar. Daha
sonra sitoplazmanin kendi kendini kopyalayan kismi ile kopyalamayan
kismi birbirlerinden ayrilarak spor bélmesi (Septum) adi verilen bir bolme
meydana gelir. Spor bolmesi, igerisinde DNA bulunan sitoplazmay1
kusatarak cift tabakali bir zar olusturur. Cift tabakal1 zar arasinda kalin bir
peptidoglikan tabakasi meydana gelir.g En son asamada ise ¢ift tabakali

zarin en dig kisminmi kalin bir protein kilifi sarar. Bu protein kilifi, birgok



kimyasal maddeye karsi dayanikliligi saglamakla gorevlidir. Endosporlar
genellikle oval veya yuvarlak sekilde olup, bakteri hiicresinin cesitli
yerlerinde bulunabilirler. Eger endospor bakteri hiicresinin ortasinda ise
sentral, ucunda ise terminal ve ucun biraz altinda ise subterminal ismini
alirlar

2.1.3. Kamg¢i (Cogul: Flagella, Tekil: Flagellum)

Kamgilar; sitoplazmik zar ve hiicre duvarina baglh olarak ¢ikan,
genellikle 3 - 20 um uzunlugunda ve ipligimsi sekilde olan, bakteri
hiicresine hareketlilik kazandiran yapilardir. Bir kamgi, filament ismi
verilen halat seklindeki yapidan olusur. Bu yap1 flagellin adindaki i¢ kismi
bos halkadan olusan proteinlerin birbirlerine baglanarak olusturduklari
helezonumsu halat benzeri yapidan meydana gelmistir.

2.1.4. Fimbriae ve Pili

Genellikle Gram (-) bakterilerde kam¢idan daha kisa, daha diiz, daha
sert, daha ince, sa¢ benzeri yapilar bulunur. Bu yapilar, pilin adi verilen
helezonik bir proteinden meydana gelmistir. Pilin proteinin, fimbriae ve pili
olmak iizere iki tipi bulunur.

2.2. Koloni morfolojisi

Bir bakteri hiicresinin kati besi yerinde c¢ogalarak olusturdugu
kiimeye koloni adi verilir. Bakteri kolonileri cins diizeyinde belirgin
ozellikler gosterir.

Bakteri kolonileri gelistigi besi ortamina gore kendilerine 6zgii renk
maddeleri (pigmentler) olustururlar. Bu renk maddeleri hiicre duvarinda
bulunur ve sadece koloniye renk verirler. Baz1 bakterilerin kolonileri ise
suda eriyen ve ortama yayillan renk maddesi olustururlar. Bu tip
pigmentlere diffuze pigmentler adi verilir

3. BAKTERILERINg KIiMYASAL YAPISI



Bakteri hiicresi % 75 - 85 oraninda su, % 15 - 25 oraninda kuru
maddeden meydana gelmistir. Bakteri hiicresindeki kuru maddenin % 70 -
79°u organik maddelerden, % 30 - 21’1 inorganik maddelerden olusur.
Bakteri hiicresindeki inorganik maddeler; % 2 - 6 fosfor (P), % 1 kiikiirt
(S), % 5 - 7 sodyum (Na), potasyum (K), kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg),
demir (Fe), klor (Cl), molibden (Mo), bakir (Cu), ¢inko (Zn) ve silisyum
(Si)’dan olugmustur. Organik molekiiller genel olarak karbonhidratlar,
lipitler, proteinler ve niikleik asitlerden meydana gelmistir. Organik
molekiiller hiicrede; % 3 DNA, % 4 fosfolipit, % 5 polisakkarit, % 6 lipit,
% 12 RNA ve % 70 protein molekiilleri olarak bulunur. Organik
molekiillerin yapist % 50 karbon (C), % 20 oksijen (O), % 10 - 15 azot (N)

ve % 10 hidrojen (H) molekiillerinden olugsmustur.

3.1. Karbonhidratlar

Icerisinde seker ve nisasta bulunan gesitli biiyilk yapili organik
bilesiklerden olusan ve hiicre icerisinde bircok ana gdrevi yerine getiren bir
gruptur. Ornegin, bir ¢esit seker olan deoksiriboz, deoksiriboniikleik asit
(DNA)’in yap1 tasidir. Diger seker molekiilleri ise bakterinin hiicre
duvarinin olugmasina yardimci olur. Karbonhidratlar, Gram (-) bakterilerin
hiicre duvarinda % 15 - 20 oraninda, Gram (+) bakterilerin hiicre duvarinda
ise % 35 - 60 oraninda bulunur. Basit yapili karbonhidratlar, amino asit ve
yaglarin sentezlenmesinde kullanilirken, makro molekiiler yapidaki
karbonhidratlar ise hiicre i¢in hazir enerji ve karbon kaynagi olarak gorev

alir.

3.2.2. Kompleks lipitler
Kompleks lipitler, basit lipitlerde;g bulunan karbon, hidrojen ve

oksijene fosfor, azot ve kiikiirt elementlerinin ilavesi ile ortaya ¢ikan makro



molekiillerdir. Kompleks lipitler fosfolitidler olarak da isimlendirilir.
Fosfolipitler, hiicrenin membraninda ve hiicre duvarinda bulunur. Hiicre
duvarinda bulunan glikolipitler gibi bazi kompleks lipitler ise boyama

yontemiyle bakterilerde tani kriteri olarak ele alinir.

3.3. Proteinler

Proteinler, amino asitlerin peptid baglari ile birbirine baglanmasi
sonucu ortaya ¢ikan yiiksek molekiiler agirliga sahip organik molekiillerdir.
Hiicre duvarinda ve sitoplazma igerisinde bulunurlar. Bu molekiillerin
hiicre igerisinde kimyasal reaksiyonlar1 katalize eden enzimler olarak islev
gormesinin yaninda tasiyici proteinler olarak bazi kimyasal maddeleri
hiicre i¢inden disariya - disaridan da igeriye tasinmasinda rol oynarlar.
Bakteriyosinler gibi bazi proteinler ise toksik etkileri nedeniyle diger

bakterilerin veya hiicrelerin 6liimiine neden olurlar.

3.3.1. Amino asitler

Amino asitler, proteinleri olusturan yapi taslaridir. Bu molekiiller,
ayni alfa karbon (C,) atomuna en az bir karboksil (-COOH) ve bir amino
(-NH;) grubunun baglanmasiyla olusur. Bu tip amino asitler, alfa-amino
asitler olarak da isimlendirilir. Bir protein 20 farkli amino asitten
olugsmasina ragmen, 50 ila yiizlerce amino asitin farkli uzunlukta, farkl
kompozisyonlarda ve farkli yapida bir araya gelmesiyle de olusabilir.
Amino asitlerdeki bu farkli dizilis farkli proteinlerin ortaya ¢ikmasina

neden olur.

3.4. Niikleik Asitler 11



Niikleik asitlerin deoksiriboniikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit

(RNA) olmak iizere iki tipi bulunur.

3.4.2. Riboniikleik asit (RNA)

RNA, DNA’dan birka¢ yonden farklilik gosterir. DNA c¢ift sarmalli
iken RNA genellikle tek sarmallidir. RNA niikleotitindeki 5 karbonlu riboz
sekeri, deoksiriboza gore birden fazla oksijen atomuna sahiptir. RNA’da,
DNA’dan farkli olarak Timin bazi yerine Urasil (Uracil) bazi bulunur.
Diger li¢ baz (A, G, C) ise aymidir.

4. BAKTERIYEL METABOLIZMA

Canli  bir organizma i¢indeki tiim kimyasal reaksiyonlara
metabolizma adi verilir. Metabolizma, canli igerisinde biriken enerji ile
aciga c¢ikan enerjiyi dengeleyen bir sistem olup, katabolizma ve
anabolizma olmak iizere ikiye ayrilir. Katabolizma, hiicre i¢inde kompleks
organik molekiillerin daha basit molekiillere doniismesi sonucu enerjinin
aciga ciktig1 kimyasal reaksiyonlara verilen isimdir. Bu tip reaksiyonlar
katabolik veya indirgeme reaksiyonlar olarak da adlandirilir.
Anabolizma ise hiicre i¢inde basit organik molekiillerin daha kompleks
molekiillere donligmesi sonucu enerji  birikiminin meydana geldigi
kimyasal reaksiyonlara verilen isimdir. Bu tip reaksiyonlar anabolik veya
biyosentetik reaksiyonlar olarak da adlandirilir. Ornegin basit
sekerlerden polisakkarit ve niikleotitler; polisakkarit ve niikleotitlerden
amino asitler ve niikleik asitler, amino asitlerden ise proteinlerin meydana
gelmesi anabolik reaksiyon, bu molekiillerin kompleks yapilardan daha
basit yapilara indirgenmesi ve bununjo sonucunda enerjinin  (ATP)

ac1ga ¢ikmasi ise katabolik reaksiyondur



4.1. Enzimler

Kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran maddelere katalist ismi verilir.
Canli hiicrelerde ise kimyasal reaksiyonlar enzim adi verilen biyolojik
katalistler tarafindan gerceklestirilir. Enzimler, canli hiicrenin fizyolojik
sicaklik ve basimncimi arttirmadan kimyasal reaksiyonlar1 katalize eden
spesifik proteinlerdir. Bu proteinler, 10.000°den birka¢ milyona kadar
atomik agirhga sahip ve genellikle kiiresel veya yuvarlagims: biiytlik
boyutlu yapilardir. Bilinen enzimlerin ¢ogu, karakteristik olarak 3 boyutlu
sekle ve spesifik bir yiizeye sahiptir. Bu spesifik yiizey, substrati (enzimin
etkiledigi madde veya molekiil) diger molekiillerden ayirt eder. Bazi
enzimlerin tamami proteinden olugsmasina ragmen, enzimlerin ¢gogu protein
iceren ve protein icermeyen olmak tizere iki kissmdan meydana gelmistir.
Enzimin protein igeren kismina apoenzim, protein icermeyen kismina
kofaktor adi verilir.

Enzimler hiicrede bulunus yerlerine gore isimlendirilir. Hiicre i¢inde
bulunan ve ortama salgilanmayan enzime endoenzim veya intraselular
enzim, esas aktivitesi hiicre disinda olan enzime ise ekstraselular enzim
veya ekzoenzim denir.

Bitkilerde patojen olan bakterilerin tanisinda enzimlerden
yararlanilir. Tamida kullanilan substratlar bakteri cinsine gore farklilik
gosterir

4.1.2. Enzimatik aktiviteyi etkileyen faktorler

A. Sicakhik

Birgok kimyasal reaksiyonlarin artis orani, sicakligin artisiyla
paralellik gosterir. Enzimatik reaksiyonlarda ise belirli bir sicakliktan daha
yiiksek sicakliklarda reaksiyon oraninda diisme meydana gelir. Bunun
nedeni belirli bir sicaklik noktasindanj3 sonra enzimin 3 boyutlu protein

yapisinin bozulmasidir. Meydana gelen bozulma, yiiksek sicakliga bagli



olarak proteindeki hidrojen baglarin ve kovalent olmayan baglarin
kirilmasindan kaynaklanir. Diisiik sicakliklarda ise enzimler, molekiilleri
sentezleyecek yeterli enerjiye sahip degillerdir (Sekil 4.4).

B. pH

Enzim aktivitesi optimum pH degerinde en yiiksek seviyeye ulasir.
Bu degerin iizerindeki ve altindaki pH degerleri arasinda enzim
aktivitesinde diisme meydana gelir. Ortamdaki H" iyonu veya -OH iyonu
konsantrasyonu degistiginde enzimin amino asitlerinde ve proteinin 3
boyutlu yapisinda degisiklikler ortaya c¢ikar. pH’daki asir1 degisiklikler ise
protein yapisinin bozulmasina neden olur (Sekil 4.4).

C. Substrat konsantrasyonu

Enzimin belirli bir miktar1 ile substrat konsantrasyonun yiiksek
oldugu kosullarda spesifik bir reaksiyonun katalizi en yiiksek seviyeye
ulagir. Substrat konsantrasyonunun siirekli arttigi, buna karsilik enzim
miktarinin sabit kaldigr kosullarda enzim aktif  bolgesinin substrat
molekiilii tarafindan stirekli dolu tutulacagindan, reaksiyon oraninda
herhangi bir artig goriilmez.

D. Engelleyiciler (Inhibitorler)

Bakterilerin gelisimini Onlemek i¢in bunlarin enzimlerini kontrol
altina almak etkili bir yoldur. Konsantre asitler ve bazlar, arsenik, kursun
ve civa gibi agir metaller, alkol ve ultraviyole 1sinlar; enzimler igin zehir
ozelligindedir. Bu tip faktorlerin etkisiyle enzimlerin inaktive olmalari

sonucunda hiicresel fonksiyonlar durarak hiicrede 6liim meydana gelir.

4.2. Beslenme
Tiim organizmalar, genellikle metabolik olarak enerji ve karbon

kaynaklarina gore siniflandirilir. Enerjii4 kaynagi kullanimlarina gdre;




organizmalar fototroflar ve kemotroflar olmak ftizere iki grup altinda
toplanirlar.

Fototroflarin birincil enerji kaynagi 1sik iken kemotroflarin enerji
kaynaklar1 organik ve inorganik bilesiklerin oksidasyon — rediiksiyon

reaksiyonlar1 sonucu ortaya g¢ikan bilesiklerdir. Karbon kaynagi

kullanimlarina gore; ise organizmalar; karbondioksit kullanan ototroflar ve

bir organik karbon kaynagina ihtiya¢ duyan heterotroflar olarak iki gruba

ayrilirlar.

5. BAKTERILERDE SALGI SISTEMLERI

Bakteri hiicresi; kendini koruma amaciyla toksin, enzim veya ¢esitli
tipte viriilens faktorlerini salgiladigi gibi, hiicresel tasima faaliyetleri
sirasinda kendisi i¢in gerekli olan molekiillerin hiicre ylizeyinden, hiicre
duvarindan veya hiicre zarindan tasinmasi i¢in de salgi salgilar. Ayrica
salgiy1 iletisim amaciyla da kullanur.

Bitki ve hayvan patojeni bakteriler, hiicre digina protein salgilamasini
kendi tiiriine Ozgli protein tasima sistemi ile gerceklestirir. Baz dizisi
analizine gore bitki ve hayvan patojeni bakterilerin sahip olduklari hiicre dis1
salg1 sistemleri biiyiik Olciide benzerlik gostermektedir. Bu benzerliklere
gore bakterilerdeki salgi sistemlerini Gram negatif bakterilerde; Tip I, Tip Il,
Tip 111, Tip IV ve Tip V olmak {izere 5 grupta, Gram pozitif bakterilerde; Tip
I, Tip 1T ve Tip V olmak iizere 3 grupta toplamak miimkiindiir.
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6. BAKTERIYEL GELISME
Bakteriyel gelisme igin gerekli kosullar1 fiziksel ve kimyasal

faktorler olmak tizere iki kisima ayirmak miimkiindiir.

6.1. Fiziksel faktorler

6.1.1. Sicakhk

Bakterilerin ¢ogu kendi tiirlerine 6zgii belirli sicaklik siirlart
arasinda gelisirler. Bakterilerin en 1yi gelisme sicakli§1 optimum sicaklik
olarak belirtilir. Minimum ve maksimum sicaklik degerleri ise gelisme
sicakligmin en alt siirmi ve en Ust simrini ifade eder. Bakterilerde
minimum ve maksimum sicaklik degerlerinin Gtesindeki sicakliklarda ilk
once gelisme durur, daha sonra 6liim meydana gelir. Bakteriler, sicaklik
isteklerine gore psikrofilik, mezofilik ve termofilik olmak tlizere 3 gruba
ayrilirlar:

A. Psikrofilik (psycrophilic) bakteriler, soguk seven bakterilerdir
ve gelismeleri i¢in sicaklik istekleri; minimum 0 °C, optimum 10 - 20 °C
ve maksimum 30 °C’dir. Bu tip bakteriler genellikle sogukta depolanan
gidalarda, okyanus veya denizlerin dip kisimlarinda bulunurlar.

B. Mezofilik (mesophilic) bakteriler, 1lik seven bakterilerdir.
Gelismeleri icin sicaklik istekleri minimum 5 - 25 °C, optimum 25 - 37 °C,
maksimum 40 - 45 °C'dir. Genellikle bitki patojeni bakterilerin gelismesi
icin optimum sicaklik 25 - 28 *C’dir.

C. Termofilik (thermophilic) bakteriler ise sicak seven bakteriler
olarak isimlendirilir. Bu tip bakteriler sicak su kaynaklarinda bulunurlar.
Bunlarin gelismeleri i¢in sicaklik istekleri minimum 40 - 45 °C, optimum
60 - 65 °C ve maksimum 90 “C’dir.
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6.1.2. pH

Bir¢ok bakteri, notre yakin 6.5 - 7.5 pH degerleri arasinda, genellikle
bitki patojeni bakteriler ise 6.8 - 7.0 pH degerleri arasinda gelisirler.
Bununla birlikte kiikiirtii okside ederek siilfirik asit (H,SO,) olusturan ve
pH 1 degerlerinde yasayan bazi bakteriler (Thiobacillus sp.) de bulunur.

Bakteriler besi ortamlarinda gelisirken genellikle asit olustururlar.
Asit olusumunu noétralize etmek igin besi ortamina tampon maddeler
(buffers) olarak isimlendirilen kimyasal maddeler ilave edilir. Bazi besi
ortamlarindaki peptonlar, amino asitler ve birgok besi ortamindaki fosfat
tuzlar1 tampon maddeleri olarak bilinir. Ozellikle fosfat tuzlari toksik
ozellikte olmayan, pH degerini bakterilerin gelisme araliginda tutmada
etkili olan ve bakterilerin gelismesinde besin elementi olarak kullanilan

bilesiklerdir.

6.1.3. Ozmotik basing

Bakteriler, biitiin besin maddelerini su igeren kosullarda temin
ederler. Bu nedenle gelisebilmeleri i¢in % 80 - 90 oraninda suya ihtiyag
duyarlar. Ortamdaki yiiksek ozmotik basing, bakteri hiicresi icerisindeki
suyun hareketini etkiler. Ornegin, ortamdaki tuz (NaCl) veya seker
konsatrasyonu,  bakteri  hiicresi  igerisindeki tuz  veya  seker
konsantrasyonundan daha yiiksek ise hiicre igerisindeki su, sitoplazmik
zardan gegerek ortama karisir (hipertonik durum). Bunun sonucunda
hiicrede suyun ozmotik basinci azaldigi veya kayboldugu icin, plazmoliz
ad1 verilen biiziilme meydana gelir. Eger bakteri hiicresi igerisindeki tuz
veya seker konsantrasyonu, ortamdaki tuz veya seker konsantrasyonundan
daha yiiksek ise ortamdaki su sitoplazmik zardan gegerek bakteri hiicresi

igerisine girer (hipotonik durum).
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6.2. Kimyasal faktorler

6.2.1. Karbon

Bakteriyel gelismenin en Onemli faktorlerinden birisi suyun
haricinde karbon elementidir. Karbon, canli hiicrelerin omurgasi
durumundadir. Canli hiicrelerdeki tiim organik bilesiklerin yap1 tas1 karbon
clementinden olusur. Kemoheterotroflar enerji kaynagi olarak karbonu
proteinlerden,  karbonhidratlardan  ve lipitlerden elde ederler.
Kemoototroflar ve fotoototroflar ise karbonu CO,’den elde ederler.

6.2.4. Oksijen

Bakterilerin gelisebilmeleri ve hayatlarin1 devam ettirebilmeleri i¢in
oksijene olan ihtiyaglar1 farklilik gosterir. Buna gore bakteriler oksijen
istekleri acisindan obligat aeroblar, fakiiltatif anaeroblar, obligat
anaeroblar ve mikroaerofiller olmak iizere 4 grup altinda incelenirler:

6.3. Bakteriyel ¢ogalma

Bakterilerin biiyiik bir bolimii boliinerek cogalirlar. Bakteri hiicresi;
boliinmeye baslamadan once iki kardes hiicreye yetecek kadar enzimleri,
organik ve inorganik maddeleri biinyesinde hazirlar ve biriktirir. Daha
sonra hiicre uzar ve kromozomal DNA ikiye boluintir. Sitoplazmik zar, igeri
dogru katlanarak ikiye boliinen kromozomal DNA’y1 birbirinden ayiracak
sekilde hiicreyi ikiye ayirir. En son asamada ise iki sitoplazmik tabaka
arasinda hiicre duvari olusarak, iki ayr1 bakteri hiicresi meydana gelir (Sekil
6.3).

Actinomycetes gibi bazi bakteriler ise ipligimsi sekilde gelisirler ve
tomurcuklanma ile trerler. Bu ¢ogalma seklinde ana hiicre iizerinde bir
gelisme meydana gelir. Bu yeni hiicre, ana hiicrenin boyutlarina ulasincaya
kadar gelisimine devam eder. Sonunda ipligimsi yapinin ucunda birbirine

bagli spor zincirleri meydana gelir. 18



6.3.2. Bakteriyel gelismenin dl¢iilmesi

Bakteri sayisimt matematiksel olarak tespit etmenin yaninda,
siispansiyondaki bakteri yogunlugunu belirlemek amaciyla tirbidimetrik
ol¢iimler [McFarland skalasi ve foto elektronik olgiimler (kolorimetre ve
spektrofotometre)], petride koloni sayimi ve bakteri hiicresinin dogrudan

saytmi gibi yontemler kullanilir.

A. Tiirbidimetrik ol¢ciimler

Tiirbidimetrik ~ yontemlerin ~ avantaji, hizlh  ve  dogrudan
sispansiyondaki yogunlugun belirlenmesi ve bakteri hiicre sayisinin
ayarlanabilmesidir. Dezavantaji ise sayilan bakteri hiicre sayisi igerisinde

cansiz hiicrelerin de bulunmasidir.

B. Petride koloni sayimi

Bu yontemin avantaji, sadece canli bakteri hiicre sayilarinin dogru
bir sekilde belirlenmesidir. Dezavantaji ise fazla is giicii gerektirmesi ve

zaman alict olmasidir.

C. Bakteri hiicrelerinin dogrudan sayimi

Bu yontemde o0zel yapilmis lam ve lamel kullanilir ve 1s1k
mikroskobunda bakteriyel siispansiyon igerisindeki bakteri hiicre sayisi
belirlenir. Uygulamada kullanilan 6zel lam 16 biiyiik kareden ve biiytlik
karelerin her biri ise 25 kiigiik kareden meydana gelmistir

6.3.3. Bakterilerde ¢ogalma donemleri

S1vi ortama inokule edilen bakteri hiicreleri zamana bagli olarak bir

gelisme egrisi gosterir. Bu gelismeqg egrisi,  baslangic  donemi,



logaritmik cogalma dénemi, sabit donem ve logaritmik élme donemi olmak
tizere baslica 4 donemden olusur

A. Baslangi¢c doneminde, ortama inokule edilen bakteri hiicrelerinin
sayisinda herhangi bir degisiklik meydana gelmez. Fakat bakteri hiicresi
dormant olmadig: icin Ozellikle DNA ve enzim sentezi gibi metabolik
aktiviteler goriliir. Bu donemin uzunlugu veya kisalig1 bakteri tiiriine bagl
olmakla birlikte, ortam pH’sina, sicakligina, ozmotik basinca, besi yerinin
bilesimine ve inokule edilen bakterinin alindig kiiltiiriin dénemine bagh
olarak degisiklik gosterir.

B. Logaritmik ¢ogalma doneminde kendisi i¢in gerekli maddeleri
sentezleyen bakteri hiicreleri tiirlerine 6zgii boliinerek ¢cogalmaya baglarlar.
Bu evrede bakteri hiicrelerindeki metabolik aktivite en list seviyededir.
Buna bagli olarak bakteri sayisi, belirli bir zaman araliginda hizla artarak
cogalma egrisinde dik bir gelisme gosterir. Fakat bu donemde bakteri
hiicreleri fizyolojik ve kimyasal etkenlere kars1 olduk¢a duyarlhidirlar.

C. Sabit donemde bakteriyel hiicrelerin igerisinde bulundugu besi
ortami, gegen siireye bagli olarak bakteriyel gelismeden olumsuz yonde
etkilenir. Bunun sonucunda da bakteriyel hiicrelerde o6liim goriilmeye
baglar. Bu evrede bakteriyel hiicrelerin 6liimii ile yeni boliinen hiicreler
sayica birbirlerini dengeledikleri i¢in canli hiicre sayist sabit kalir. Sabit
donem uzadikca bakterilerin hiicre morfolojilerinde ve fizyolojik
karakterlerinde bazi degisimler meydana gelir.

D. Logaritmik 6lme doneminde ise Olen bakteriyel hiicrelerin
sayis1, yeni olusan bakterilerin sayisina gore oldukca fazladir. Bu durumda
bakteri populasyonu giderek azalir; ancak populasyondaki tiim bakteriler

O0lmediginden, gelisme egrisi sifira ulasmaz.

20



Bakterilerde ¢ogalma doneminin ¢ok uzun siire devam etmemesinin
nedeni, ortamdaki besin maddelerinin veya enerji kaynaklarmin
harcanmasi, metabolizma atiklari, toksik maddelerin birikimi, ozmotik
basincin degismesi, karbonhidratlarin pargalanmasi sonucu olusan organik
asitlerin pH’y1 diisiirmesi ve oksijenin azalmasi gibi faktorlerdir. Bakteri
hiicrelerini  siirekli ¢ogalma doneminde tutabilmek i¢in kemostat ve
rirbidiostat gibi 6zel aletler gelistirilmistir. Kemostat, bakteri hiicresinin
¢ogalma durumuna gore ortama belirli zaman araliklarinda taze besi yeri
ilave eden ve ayni1 miktarda kullanilmig besi yerini disar1 ¢ikaran bir alettir.
Tiirbidiyostat ise ¢ogalma sonucu olusan bulaniklik belirli bir diizeye
ulasinca foto elektronik yontem ile kontrol edilen ortama taze besi yeri

ilave eden ve ayn1 miktarda kullanilmis besi yerini disar1 ¢ikaran bir alettir.

7. BAKTERIYEL GELISMENIN ENGELLENMESI

Bakteriyel gelismenin engellenmesi, ya bakteriyel hiicrelerin
oldiirtilmesi ya da gelismelerinin durdurulmasi seklinde ele alinabilir. Bu
amacla fiziksel islemler veya kimyasal maddeler kullanilir.
Mikroorganizmalar1  dldiiren maddeler “sidal”, onlar1 6ldiirmeden
gelisimini engelleyen maddeler ise “statik” ekleriyle sonlanir. Ornegin;
bakterileri Oldiiren kimyasal maddelere bakterisidal, gelisimlerini
engelleyenlere ise bakteriyostatik (bazi boyalar ve sogutucular) ismi
verilir.  Mikroorganizmalarin ~ Oldiiriilmesi  veya  gelismelerinin
yavaglatilmasi amaciyla fiziksel veya kimyasal maddelerle degisik
uygulamalar  yapilabilmektedir.  Birpq materyalin  {izerinde  veya

icerisindeki tiim mikroorganizmalarin fiziksel uygulamalar, kimyasal



maddeler, radyasyon veya filtrasyon gibi herhangi bir islemle
oldiiriilmesine veya elemine edilmesine genel olarak sterilizasyon adi

verilir.

7.1. Fiziksel uygulamalar

7.1.1. Sicaklik uygulamalari

Sicaklik uygulamalari, 6zellikle laboratuar malzemelerinin ve besi
ortamlarinin sterilizasyonunda kullanilan ¢ok yaygin ve ekonomik bir
islemdir. Bu amagla kuru ve buharli sicaklik uygulamasi kullanilir. Ayrica
disik sicaklik uygulamalar1 ile bakteriyel gelisme yavaslatilip,
geciktirilebilir.

7.1.3. Filtrasyon uygulamasi

Filtrasyon, bakteri ve fungus gibi mikroorganizmalarin kiiglik
delikciklere sahip (0.1 — 0.45 um) filtrelerden gegirilerek, i¢inde bulundugu
stvi veya gaz ortamindan uzaklastirilmasi islemidir. Bu islem, ozellikle
icerisinde antibiyotik, vitamin veya amino asit gibi belirli sicakliklarda
yapist bozulan maddelerin bulundugu ¢o6zeltiler i¢in kullanilir. Bu amagla
giiniimiizde membran filtreleri kullanilmaktadir. Membran filtrelerinin
yapisi seliiloz esterleri veya plastik polimerlerinden olusur. Ancak viriisler,
hiicre duvar1 ¢ok esnek olan Spirochete gibi bakteriler ve hiicre duvari

olmayan phytoplasmalar (mycoplasmalar) bu filtrelerden gegebilmektedir.

7.1.4. Radyasyon uygulamasi
Ozellikle cam, polietilen veya plastik gibi malzemelerin
sterilizasyonu amaciyla kullanilir. Dalga boyu, yogunlugu ve siiresine bagl

olarak radyasyonun hiicreler iizerindepy degisik etkileri vardir.



Radyasyon uygulamasinin iyonize ve iyonize olmayan radyasyon olmak

tizere iki tipi bulunur.

7.2. Kimyasal maddeler

7.2.1. Fenol ve fenolik bilesikler

Bu kimyasallar dezenfektan olarak kullanildiginda; sitoplazmik
membran, enzim ve protein yapilarinin bozulmasina neden olurlar. En
yaygin olarak kullanilan fenolik bilesikler arasinda krezoller (O-
phenylphenol), lizol ve hekzaklorofen yer alir. Ozellikle hekzaklorofen
antibakteriyel olarak sabunlarda, deodorantlarda, dis macunlarinda yaygin

olarak kullanilmaktadir.

7.2.2. Halojenler

Ozellikle iyot ve klor en etkili antimikrobiyal halojen elementlerdir.
Bu elementler organik ve inorganik molekiillerle bilesik olusturabilirler.
Iyot; vegetatif bakteri hiicrelerini ve endosporlari ldiirebilen ¢ok etkili bir
dezenfektandir. Bu element, amino asitlerle, enzimlerle, bazi1 yag asitleriyle
ve proteinlerle bilesikler olusturup, onlarin aktivitelerini engelleyerek hiicre
6liimiine neden olur. Klorun ise sodyum hipoklorit (NaOCI) ve kalsiyum
hipoklorit [Ca(OCl),;] olmak iizere 2 tip bilesigi dezenfektan olarak

kullanilir.

7.2.3. Alkoller

Alkoller, bakteri hiicrelerini 6ldiirmede etkili olmalarina ragmen
endosporlara karsi etkisizdirler. Bakteri hiicrelerinde protein yapisimnin
bozulmasina ve lipitlerin ¢dziilmesine neden olurlar. Bu amacla en ¢ok etil
alkol kullanilir. Etil alkoliin23 mikroorganizmalar1  6ldiirmek

icin optimum % 70’lik konsantrasyonu etkilidir.



7.2.4. Agir metal tuzlan
Bakterilerin ~ oldiiriilmesi amaciyla % 1’lik  giimiis nitrat,

% 0.1 - 0.5’lik civa kloriir ve % 5°lik bakar siilfat bilesikleri kullanilir.

7.2.5. Aldehitler

Cok etkili antimikrobiyallerdir. Bunlara formaldehit ve glutaraldehit
ornek verilebilir. Bu maddeler; proteinlerdeki amino (-NH,), hidroksil
(-OH), karboksil (-COOH) ve siilfidril (-SH) gibi gruplarla kovalent bag
olusturarak proteinleri inaktif hale getirirler. Her iki maddenin de

bakterisidal ve viriisidal etkisi bulunmaktadir.

7.2.6. Gazlar

Etilen oksit, kapali bir mekanin sterilizasyonu amaciyla kullanilan en
uygun gazlardan biridir. Bu gaz, -CH,CH,OH gibi alkil gruplarinin,
proteindeki -SH, -COOH veya -OH gruplart yerine baglanmasini
saglayarak protein yapisinin bozulmasina neden olur. Hem vegetatif bakteri

hiicrelerini hem de endosporlar 6ldiiriicii etkiye sahiptirler.

7.3. Antibiyotikler

Antibiyotikler, toprakta yasayan mikroorganizmalar tarafindan
ikincil metabolitler olarak iiretilen, diisiik molekiiler agirliga sahip, protein
yapisinda olmayan ve mikroorganizmalarin gelisimini engelleyen veya

oldiiren molekullerdir.
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8. BITKi KORUMA ACISINDAN ONEMLI BAKTERILER

Bitki koruma agisindan en 6nemli bakteri grubunu bitkilerde hastalik
yapan bakteriler olusturur. Bu grubun ardindan ise sirasiyla biyolojik
miicadelede kullanilan bakteriler ve serbest azotu fikse ederek bitkilerle
ortak yasayan bakteriler gelir.

Bitkilerde patojen olan bakterilerin belirtileri 4 grup altinda
toplanabilir. Bu belirti tipleri sunlardir:

a) Bakteriyel etmenin enfeksiyonu sonucu bitki dokusundaki hiicreler hizli
sekilde oOlerek, bitkide kanser, yaniklik ve leke olusumu gibi belirtiler
meydana gelir. Lekelerin etrafi genellikle sari, ortasi ise koyu renklidir.
Koyu renk olusumu, okside olmus polifenoller ve melanin gibi koyu
renkli pigmentlerin birikiminden kaynaklanir.

b) Iletim demetlerinin bakteriyel etmenler tarafindan istilasi sonucu
solgunluk meydana gelir.

c) Bakteriler tarafindan hiicrelerin bozulmasi sonucu dokularda “yumusak
clirtiklik™ ad1 verilen yumusama meydana gelir.

d) Anormal hiicre boliinmesi veya ¢ogalmasi nedeniyle, dokularin uzamasi
ve genislemesi sonucu timor - ur olusumu veya fasiasyon (yassilasma)
belirtileri meydana gelir.

Belirti tipi konukcuya ve patojenin sahip oldugu hastalik yapici
genlere gore farklilik gosterir. Genellikle bitki patojeni bakteriler, gubuk
seklinde, aerobik veya fakiiltatif anaerobik, spor olusturmayan etmenlerdir
(Bacillus spp. ve Clostridium spp. spor olusturur). Streptomyces spp. ise
fastidious, miselimsi gelisen bakterilerdir. Bitki patojeni olan 30 farkl cins

veya grup bulunmaktadir.
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8.1. Acholeplasmatales

8.1.1. Acholeplasmataceae

Bu familyaya ait tiirler daha 6nceden Mycoplasma tiirleri igerisinde
iken gliniimiizde Acholeplasma cinsine dahil edilmistir.

Acholeplasma

Bu cinse ait tiirler, Gram (-), fakiiltatif anaerobik, hiicre duvari
olmayan, yuvarlagimsi (0.3 um) veya ipligimsi (2 - 5 um), hareketsiz, spor
olusturmayan, 20 - 40 °C’ler arasinda gelisebilen bakterilerdir. Bitkilerde 2

adet onemli tiird bulunur:

Etmen Konuk¢u
Acholeplasma brassicae Lahana
A. palmae Palmiye

8.2. Actinomycetales

8.2.1. Micrococcineae

8.2.1.1. Micrococcaceae

Bu familyadaki bakteriler; Gram (+), obligat aerobik, yuvarlak
sekilli, spor olusturmayan, optimum 25 - 30 °C’de gelisen bakterilerdir.
Bircok tiirli turuncumsu veya sar1 pigment {iretir.

Arthrobacter

Bu cinse ait tiirler, Gram (+), obligat aerobik, cubuk veya yuvarlak
sekilli, kutuptan bir veya birkag kame¢ili, hareketli, spor olusturmayan
bakterilerdir. Kolonileri diizgiin yiizeyli, diizgiin kenarli ve sar1 renklidir.

Bitkilerde patojen olan 1 adet tiirii bulunur:

Etmen Konuk¢u Hastalik Tipi
Arthrobacter I|ICIS_ o Il?x q.pfma (Amerikan ¢oban Yaniklik
Syn. Corynebacterium ilicis pskiilii)
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8.2.1.2. Microbacteriaceae

Bu familyada yer alan bakteriler; Gram (+), aerobik, hareketli veya
hareketsiz, pleomorfik ¢ubuklar seklindeki bakterilerdir. Besi ortaminda
acik sar1 veya portakal renkli akigkan (mukoid) koloniler olustururlar.
Onemli cinsleri arasinda Clavibacter, Curtobacterium ve Rathayibacter
yer alir

8.2.1.3. Nocardiaceae

Bu familyaya ait bakteriler, Gram reaksiyonlar1 bakimindan degisken
olup, 0.5-1.2 um boyutlarinda, yuvarlak, ¢ubuk seklinde veya miselimsi
gelisme gosterirler.

A. Nocardia

Bu cinstekiler Gram (+), aerobik, hareketsiz, miselimsi yapili ve
katalaz testine pozitif reaksiyon gosteren bakterilerdir. Bitki patojeni olarak

1 adet tirt vardir.

Etmen Konukcu Hastahk Tipi

Nocardia vaccinii Kavak Kabuk nekrozu

8.3. Bacillales

8.3.1. Bacillaceae

Familyaya ait tiirler, Gram (+), cubuk sekilli, spor olusturan, peritrik
veya lateral kamcilt bakterilerdir. Endosporlar1 yuvarlagimsi veya
elipsoiddir. Familyanin Bacillus ve Paenibacillus olmak iizere 2 cinsi
bulunur. Bu cinslere ait tilirler; aerobik veya fakiiltatif anaerobik, toksin
olusturan ve katalaz testine pozitif reaksiyon veren bakterilerdir. Bazi

tiirleri bitkilerde ve boceklerde patojendirler.
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8.4. Burkholderiales

8.4.1. Burkholderiaceae

A. Burkholderia

Bitki patojeni Il. Grup Pseudomonas tiirlerinden bazilari, 16S rDNA
sekansindaki benzerlige gore Burkholderia cinsine dahil edilmistir (Cizelge
8.4). Burkholderia cinsine ait tiirler Gram (-), obligat aerobik, ¢ubuk veya
hafif biikiik ¢ubuk seklinde, 0.5 - 1.0 x 1.5 - 4.0 um boyutlarinda, polar
kamgcil1 katalaz testine pozitif reaksiyon gosteren ve hiicrelerinde poli-beta

hidroksibiitirat bulunduran bakterilerdir.

B. Ralstonia

Pseudomonas’larin II. grubunda bulunan bazi tiirler, 16S rDNA
sekansindaki benzerlige gore Ralstonia cinsine dahil edilmistir. Ralstonia
cinsi igerisinde bitkilerde patojen olan en Onemli tiir Ralstonia
solanacearum’dur. Bu tiiriin biyokimyasal testler, yag asiti analizi, seroloji
ve DNA hibridizasyonuna gore 5 adet irk veya biyolojik varyetesi ve
Restriction Length Fragment Polymorphism (RFLP) analizine gore ise 2
adet grubu saptanmigtir

8.4.2. Comamonadaceae

A. Acidovorax

Pseudomonas’a ait tiirlerden bazilar1 Acidovorax cinsine dahil
edilmistir. Bu cinse ait tiirler, Gram (-), diiz veya hafif biikiik ¢ubuk sekilli,
kutuptan ¢ok kamgili, 0.2 - 0.8 x 1.0 - 5.0 um boyutlarinda, oksidaz testine
pozitif reaksiyon veren, DNA’daki G+C igerigi % 62 - 66 mol olan
bakterilerdir (Cizelge 8.6).

8.5. Clostridiales

8.5.1. Clostridiaceae
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Bu cinse ait tlirler, Gram (+), spor olusturan, anaerobik, ¢ubuk sekilli
ve katalaz testine negatif reaksiyon veren bakterilerdir. Bitkilerde patojen

olan 1 adet tiirt bulunur:

Etmen Konuk¢u Hastahk Tipi

Clostridium puniceum Kavak, Karagag, patates | Clirlikliik

8.6. Entomoplasmatales

8.6.1. Entomoplasmataceae

Bu familyaya ait cinsler daha 6nceleri Mycoplasma cinsi igerisinde
yer alirken, daha sonra Entomoplasma ve Mesoplasma olmak iizere iki
cinse ayrilmstir.

8.6.2.Spiroplasmataceae

Spiroplasma

Bu cinse ait tiirler Gram (-), spiral sekilli, hareketli, bitkinin
floeminde bulunan ve besi ortaminda da gelisebilen, DNA’daki G+C
icerigi % 25 - 30 mol olan bakterilerdir. Hem bitki hem de boceklerde
patojen tiirleri bulunmaktadir. Bitkilerde baslica belirtiler; ciicelesme ve
sararmadir. Diger belirtileri ise yaprak, cicek ve meyvede kiigiilme
seklindedir.

B. Serratia

Bu cinse ait tiirler Gram (-), Fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk sekilli,
peritrik kamgili, genellikle spor olusturmayan, baz tiirleri oda sicakliginda
prodigiosin isimli suda ¢Ozinmeyen kirmizi pigment olusturan
bakterilerdir. Hem bitkilerde hem de boéceklerde patojen olan 1 tiirliniin
yaninda bitki gelisimini tesvik edici tiirii de bulunur

8.8. Legionellales

8.8.1. Coxiellaceae

Bu familyaya ait cinsler insan,29 hayvan ve boceklerde patojen



olan tiirlere sahiptir.

Rickettsiella

Bu cinse ait tiirler Gram (-), aerobik, ¢ubuk veya yuvarlak sekilli,
spor olusturmayan bakterilerdir. Rickettsia cinsi ile isim benzerligi
olmasina ragmen DNA homolojisi agisindan iki cins de birbirinden
farklidir. Tiirlerinin biiylik bir bolimii boceklerde patojendir (Cizelge
8.20). Enfeksiyon sonucu sindirim kanallarina yerlesen bakteri; lesitinaz,
proteinaz veya kitinaz gibi enzimleri yardimiyla mide dokularmi tahrip
ederek, boceklerde baslangicta istahsizlik, ishal ve kusma belirtilerine

neden olur.

8.10. Nitrosomonadales

8.10.1. Nitrosomonadaceae

Bu familyadakiler bitkilerle ortak yasama sahip olmayan, ancak
havanin serbest azotunu topraga fikse ederek, bitkilerin azotu
kullanabilmesine imkan saglayan bakterilerdir. Familyaya ait tiirler; Gram
(-), hareketli, cubuk veya pleomorfik, spor olusturmayan bakterilerdir. Bu
bakterilerin en Onemli Ozellikleri enerji kaynagi olarak sadece nitriti
kullanmalaridir. Optimal gelisme kosullar1 28 °C ve 7.6 - 7.8 pH degerleri

arasindadir
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8.10.2. Ectothiorhodospiraceae

Nitrococcus

Nitrococcus’lar da bitkilerle ortak yasama sahip olmayan, ancak
havanin serbest azotunu topraga fikse ederek, bitkilerin azotu
kullanabilmesine imkan saglayan bakterilerdir.

8.11. Pseudomonadales

8.11.1. Pseudomonadaceae

Bu familyaya ait bakteriler; Gram (-), cubuk seklinde, tek veya ¢ok
polar kamgili ve katalaz testine pozitif reaksiyon verirler. Toprak ve
bitkilerden izole edilirler. Familyanin cinsleri arasinda Pseudomonas,
Azomonas, Azotobacter ve Rhizobacter yer alir.

A. Pseudomonas

Bu cinse ait tiirler diiz veya hafif biikiik ¢ubuk sekilli, 0.5 - 1.0 x 1.5
- 4.0 um boyutlarinda, kutuptan tek veya c¢ok kamgili bakterilerdir.
DNA’daki G+C igerigi % 58 - 71 mol’diir. Baz1 tiirleri suda ¢oziinebilir
pyoverdine isimli pigment maddesine sahiptir (Pseudomonas aeruginosa
mavi renk olusturan phycocyanin pigmentine sahiptir). Bu pigment
maddeleri ultraviyole 151k altinda mavimsi veya yesilimsi - sar1 renkli
floresan parlama 6zelligindedir.

B. Azomonas

Bu cinslere ait tiirler Gram (-), aerobik, 2.0 x 4.0 um boyutlarinda
cubuk veya lobut sekilli, hareketli, bitkilerle ortak yasama sahip olmayan,
ancak havanin serbest azotunu fikse ederek bitkilere dolayli faydasi olan
bakterilerdir. Demir eksikligi goriilen topraklarda floresan siderefor
ozelliginde olan azoverdin maddesi iretirler. Tiirleri arasinda; Azomonas
agilis, A. insignis ve A. macrocytogenes yer alir.
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Bu cinse ait tiirler Gram (-), aerobic, 2.0 X 4.0 um boyutlarinda,
yuvarlagimsi-cubuk veya yuvarlak sekilli, bazi tilirleri peritrik kamgili
(Azotobacter chroococcum, A. armeniacus ve A. paspali) bazilar1 (A.
beijerickii ve A. nigricans) ise kamg¢isiz, endospor olusturmayan, suda
¢Oziinebilir sarimsi-yesil (A. vinelandii ve A. paspali) veya  kirmizimsi-
mor / kahverengimsi-siyah (A. nigricans ve A. armeniacus) koloni
olusturan, optimum 20 - 30 °C ve 7.0 - 7.5 pH degerlerinde gelisen katalaz
testine pozitif reaksiyon gosteren, G+C oran1 % 63 - 66 mol olan
bakterilerdir.

B. Rhizobium (Syn. Azorhizobium)

Bu cins igerisinde yer alan tiirler Gram (-), cubuk seklinde, aerobik,
peritrik veya polar kamgcilidirlar. Generasyon siiresi 6 saatten azdir.
Rhizobium tiirlerinin tarimsal a¢idan 6nemi, bitkilerin koklerini istila edip,
kolonilerinin bulundugu bdélgelerde nodiiller olusturmasi ve faaliyetleri
sonucu azotu amonyaga doniistiirerek, bitkilerin azottan yararlanmasini
saglamasidir. Azotun fikse edilmesine neden olan etken, ayni operon
tizerindeki H, D ve K genleridir. Bu genler Bradyrhizobium’dan farkli
olarak hem plasmit hem de kromozom {izerinde bulunur.

8.14. Rhodospirallales

8.14.1. Acetobacteriaceae

Bu familyaya ait bakterilerin ¢ogu Gram (-), aerobik, spor
olusturmayan, c¢ubuk veya elipsoid hiicreye sahiptirler. Familya
tiyelerinden Acetobacter peritrik kamgili iken, Gluconobacter polar
kamgilidir. Optimal gelisme kosullar1 25 - 30 'C dir.

8.15. Sphingomonodales

8.15.1. Sphingomonadaceae 32
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Bu cinse ait tiirler; Gram (-), aerobik, ¢ubuk sekilli, yandan, kutup
altindan veya kutuptan tek kamgili, ortasi kubbeli (umbonate), kat1 ve
kenarlar1 kirisik kremimsi-beyaz koloni olusturan bakterilerdir. Optimum
29-33 °C’de gelisirler. Oksidaz, katalaz ve nitrat1 nitrite indirgeme
testlerine pozitif; jelatini eritme, nitrogenaz ve arjinin dehidrolaz testlerine
negatif reaksiyon verirler. Bitkilerde patojen olan tiirleri Cizelge 8.34°de
verilmistir.

B. Xylella

Xylella fastidiosa; onceleri ksilem demetlerinde bulunan asmada
Pierce’s hastaligi olarak bilinen viral bir etmen, 1973 yilinda ise rickettsia
benzeri organizma seklinde tanisi yapilmistir. 1986 yilinda X. fastidiosa
ismini almistir. Etmen Gram (-), diiz veya hafif biikiik ¢ubuk sekilli, 0.2 -
0.4 x 1.0 - 4.0 um boyutlarinda, kamgisiz, hiicre duvar iki kath ve distaki
tabaka kivrimli yapiya sahip olan bakteridir. Katalaz ve jelatinaz testlerine
pozitif; oksidaz, lipaz, amilaz ve indol olusumu testlerine ise negatif
reaksiyon verir.

Etmen bir¢ok bitkide hastaliga neden olur. Bunlar arasinda asmada
Pierce’s hastaligi; yonca ciiceligi; bademde yaprak kenar1 nekrozu; erikte
yaprak yanikligi; seftalide ciicelik; turunggil, mese ve karaagagta kuruma

yer alir. Etmenin taginmasinda ciice agustos bocekleri rol oynar.
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9. BITKI PATOJENI BAKTERILERIN iZOLASYONU

Bitki patojeni bakterilerin izolasyonunda en Oonemli giicliik, bitki
icerisinde veya yiizeyinde saprofitik olarak bulunan ve genel besi
yerlerinde ¢ok hizli ¢cogalip gelisen bakterilerin varligidir. Bitki patojeni
bakteriler genellikle bitki dokusunun hiicreleri arasinda bulunurlar ve
hareketlidirler. Boylece hastalikli doku su igerisine kondugunda patojen
bakteriler suya gececektir. Bu nedenle enfeksiyonlu bitkiden pargalarin
agar ortamina funguslarda oldugu gibi dogrudan konmasi uygun degildir.
Ciinkii bu durumda saprofit bakteriler daha hizli geliseceginden karisik bir
kiiltir elde edilecektir. Izolasyon ydnteminin amaci; hizli gelisen
saprofitlerden yavas gelisen, fakat daha fazla bulunan bitki patojeni
bakterileri miimkiin oldugu kadar cabuk ayirmak olmalidir. Genellikle
1zolasyon islemi, enfeksiyonlu materyalden bir siispansiyon hazirlayip, bir
0ze dolusu slispansiyonun agar ortamina ¢izilmesiyle gerceklestirilir. Daha
sonra gelisen kolonilerden sec¢im yapilarak birkac¢ alt kiiltiir seklinde

saflastirma gerceklestirilir.
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9.2. Enfeksiyonlu materyallerden bakterilerin ekstraksiyonu

9.2.1. Bitki materyalinin dezenfeksiyonu

Bitki yiizeyinde epifitik veya saprofitik olarak birgok bakteri
bulunmas1 nedeniyle yiizeysel bir sterilizasyon gereklidir. Ancak, ince ve
narin bitki dokular1 bakterisit iceren ¢ozeltilere batirilmamalidir. Ozellikle
sterilantlar, solgun veya kuru yapraklar1 kolaylikla penetre ederek patojen
bakterinin Oliimiine neden olur. BoOyle dokular akan saf su altinda
yikanabilir. Tomurcuk, meyve, govde kesitleri, kanserler veya urlar gibi
kalin yapili dokular ya % 70'lik etil alkolle batirilip alevden gegirilir ya da
% 0.5'lik NaOCl'ye batirilir ve steril su ile birka¢ kere durulandiktan sonra
hafifce steril kurutma kagidi ile kurulanir. Bitki dokulari, NaOCl'de
dokunun tipine, kalinligina ve bulasma derecesine bagh olarak 30 saniye ile

20 dakika arasinda bekletilir.

9.2.5. Bitki dokusunun parcalanmasi

Parcalanmis bitki dokularindan bakterilerin izolasyonu  yaygin
olarak kullanilan yontemlerden birisidir. Bu yontemde enfeksiyonlu
dokular, bistiiri ve izolasyon ignesi ile steril bir mikroskop lami tizerine
konmus bir damla steril siispansiyon ortami i¢inde pargalara ayrilir. Daha
sert dokular ise % 70' lik alkole batirilmis pamuk ile silinir, sonra alkolde
yakilarak sterilize edilen bir havan ve tokmak veya homojenizator
yardimiyla ezilerek pargalanabilir. Bakteriler 50 °C civarindaki
sicakliklarda  oldikleri i¢in  homojenizatérde  sicakligmmin  fazla
yiikselmemesine dikkat edilmelidir. Bitki dokusu parcalarim1 (govde,
tomurcuk, dal gibi) aseptik olarak kiigiik pargalara ayirdiktan sonra steril
tamponlanmis fizyolojik serum i¢inde 1 - 2 saat kuvvetli sekilde

calkalamak da bakteri izolasyonu icin yeterli olmaktadir.
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9.3.2. Bakteriyel kolonilerin secim kriterleri

Kolonilerin secimi, sekli, biiylkligli, i¢ ve yilizey yapilari,
yiiksekligi, kenar tipi, kivami, rengi, 15181 gecirgenligi ve gelisme oranlari
gibi kriterlere gore belirlenir.

Ortamda cok fazla sayida koloninin olmas1 onlarin patojen oldugunu
gostermez. Cok cabuk ortaya c¢ikan ve hizli gelisen koloniler genellikle
saprofitik ozelliktedir.

9.4. Farkh bitki dokularindan izolasyonlar

9.4.1. Yapraklardan izolasyon

Bitki patojeni bakteriler taze ve sulu lekelerden kolaylikla izole
edilebilirler. Ancak, nekrotik dokular1 hastaligin ileri asamalarinda saprofit
bakteriler istila ederler. Bu nedenle izolasyonlar, ya nekrotik ve saglam
bitki dokusunun birlestigi yerden ya da ¢ok kiiglik nekrotik lekelerin

bulundugu alanlardan yapilmalidir.

9.5. Bitki patojeni bakteriler i¢in bazi genel besi ortamlari

Bakteriler genellikle nétr veya hafif alkali ortamlari tercih ederler ve
fungal ortamlarda gelisemezler. Bitki patojeni bakterilerin izolasyonu ve
gelismeleri igin Nutrient Agar (NA) uygun besi ortamidir. Giiniimiizde
bircok sec¢ici ortam olmasimma ragmen, izolasyon calismalarinda segici

olmayan genel besi ortamlar1 kullanilmalidir.
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10. BITKi PATOJENI BAKTERILERIN INOKULASYONU
Inokulasyonlar 2 temel amagla yapilabilir:

a. Bakterilerin patojenitelerini test etmek icin; hastalikli bir bitki

par¢asindan patojenitesi bilinmeyen bir bakteri elde edildiginde; bitkide
aym belirtiyi gosterip gostermedigini anlama, bakteri irkini belirleme
veya genetik mutantlarin patojenite veya virulans 6zelliklerini saptama
amaci gudiiliir.

b. Bitkilerin hastaliklara hassasiyet veya dayanikliliklar1 icin; bakteri

tirlerinin veya pathovarlarinin konukc¢u sinirlarin1  belirleme, bitki
cesitlerinin dayanikliliklarini belirleme, bakterisitleri gozden gecirme,
bitkilerin savunma mekanizmalarin1 inceleme ve epidemiyolojik

calismalar yapma amaglanir.

Basarili bir inokulasyon i¢in; patojenik veya viriilent ozellikteki
bakteriyel etmen, hassas konukgu, enfeksiyon ve hastalik gelisimini tesvik
edici kosullarin birlikte bulunmasi gerekir. Bitkilerde hastaliga yol acan
bakteriyel etmenlerin patojeniteleri ¢ok Onemli bir 6zelliktir. Bazi bitki
patojeni bakterilerin patojeniteleri, canliliklar1 siiresince devam ederken,
bazilar1 ise uzun siire tekrarli olarak kiiltiirden kiiltiire aktarildiklarinda bu
ozelliklerini  kaybederler. Eger yashi izolatlar patojenite 6zelligini
kaybetmis ise, izolata bu 6zelligini tekrar kazandirmak amaciyla konukgu
bitkiye inokulasyon yapilir.

Hassas bitkiler bakteriyel etmenler tarafindan dogal olarak enfekte
edildiklerinde hastaliga o0zgii tipik belirtiler meydana getirirler.

Fakat bakteriyel etmenin konukgusu37 olmayan bitkilerde  veya



dayanikli ¢esitlerde ise tipik olmayan belirtiler meydana gelir.

10.1.1. Tiitiinde asir1 duyarhlik (hypersensitive reaction - HR) testi

Bu test; hastalikli bitkilerden bakteriyel etmenleri izole edip, bunlarin
patojenitelerini kontrol etmek ve saprofit bakterilerden ayirt etmek
amaciyla yapilir. Patojen Ozellikteki bakteriyel etmenler tiitlin
yapraklarinda kuru nekrotik leke seklinde belirti meydana getirirler. Bu test
su sekilde yapilir:

- Besi ortaminda gelistirilen 24 - 48 saatlik izolatlarin steril saf su ile 10° -
10"  hiicre/mI’lik  konsantrasyonunda  siispansiyonlari  hazirlanir.
Hazirlanan siispansiyonlar hipodermik bir igne ile saglikli tiitiin
(Nicotiana glutinosa) yapragmin hiicreleri arasina enjekte edilir ve 24 -
26 °C’de 48 - 96 saat siireyle inkiibe edilir.

- Yapraktaki nekrotik leke olusumu, pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilir.

11. BAKTERILERDE TAKSONOMIK YONTEMLER

Gilinimiizde bakteriler yaygin olarak; agaroz jel elektroforez,
restriction fragment length polymorphism (RFLP) ve polimeraz chain
reaction (PCR) gibi niikleik asitlere dayali modern taksonomik tekniklerle
siniflandirilmaktadir. Biyokimyasal ve fizyolojik testler ise ¢ok zaman alici
olmasi, farkli kosullar ve besi ortamlarinda yaniltici sonuglar verebilmesi

nedeniyle teshiste destekleyici yontemler olarak kullanilmaktadir.

11.1. Fizyolojik ve biyokimyasal testler
11.1.1. Hiicre morfolojisi
Hiicre sekli (¢ubuk, yuvarlak, spiral veya pleomorfik),

boyutu, kame¢i durumu (atrichous,38 peritrichous, monotrichous,



amphitrichous, lophotrichous), koloni boyutu, rengi ve sekli incelenir.
Fastidious bakteriler, besi ortaminda gelistirilemediginden, hiicre

morfolojisi bunlar i¢in teshis kriteri degildir.

11.1.2. Asih damla yontemi

Bu yontem bakterilerin hareketliligini incelemek amaciyla yapilir.
NGA’da 24 — 48 saat siireyle 24-26 °C’de gelistirilen bakteriyel kiiltiirden
seyreltik bakteriyel siispansiyon hazirlanir. Bu siispansiyondan bir 0ze
dolusu alinarak lamelin ortasina damlacik seklinde konur. Damlacik ¢ukur
lamin ¢ukur kismina gelecek sekilde lamel ters c¢evrilerek konur.
Damlacigin dagilmamasina 6zen gosterilmelidir. Lamelin kaymamasi i¢in
onceden lamelin dort kosesine vazelin siirtilebilir. Hazirlanan preparat 40x
veya 100x’lik objektifte incelenir. 100x’lik objektifte immersiyon yagi
kullanilmalidir

11.1.3. Gram boyama

Testte kullanilan ortamlarin icerikleri:

L. Cozeltinin igerigi: Litre’de
A Cozeltisi: Crystal violet 20
Ethyl alcohol (% 95) 20 ml
B Cozeltisi; Ammonium oxalate 08¢
Saf su 80 ml
A ve B cozeltileri ayr1 ayr1 hazirlanip, karistirildiktan sonra filtre
kagidindan gecirilir.
II. Lugol Cdzeltisinin igerigi: lodine 19
Potassium iodide 2 g
Saf su 300 ml
II1. Safranin Cdzeltisinin icerigi:
Stok Cozeltisi: ~ Safranin 0 25¢g

Ethyl alcohol (% 95)3° 100 ml
Kullanma Cozeltisi: Stok ¢ozeltisi 10 ml



Saf su 90 ml

Bovyama Islemleri:

- Lamin ortasina bir damla steril su damlatildiktan sonra, besi yerinde
gelisen 24 saatlik kolonilerden bir 6ze ile alinir, su damlasi igerisinde
karigtirllir ve lam iizerine yayilir, daha sonra bakterilerin lama fikse
edilmesi i¢in lam hafif alevden gecirilip oda sicakliginda bekletilerek
tyice kurumasi saglanir.

- 1. Soliisyondan lam {izerine dokiiliip, 1 dakika beklendikten sonra ¢cesme
suyu ile indirekt olarak yikanip, lam {lizeri hafifce kurulanir.

- Daha sonra lam iizerine Lugol soliisyonu konup, 1 dakika sonra tekrar
indirekt olarak ¢esme suyu ile yikanir ve kurutma kagidi ile hafifce
kurulanir.

- % 95°lik etil alkol bulunan bir kaba lam batirilarak 30 saniye kadar
beklenir ve birka¢ saniye suda yikandiktan sonra, tekrar hafif¢e kurulanir.
- Son olarak lam f{izerine Safranin soliisyonunda 10 saniye slireyle zit
boyama yapilir, tekrar suda indirekt olarak yikanip, kurutma kagidinda

kurulandiktan sonra izolatlar 100’liikk objektifte incelenir.

- {zolatlar mavi - mor renkte ise Gram (+), pembe - kirmizi renkte ise Gram

(-) olarak degerlendirilir.

11.1.4. Potasyum hidroksit (KOH)’de ¢oziinme testi
Bu test Gram boyama testi sonuglarini dogrulamak amaciyla yapilir:
- Test i¢in 1 - 2 damla % 3'lik KOH soliisyonu lamlar iizerine konur, besi
ortaminda 24 saatlik gelistirilen bakteriyel izolatlarin kolonileri 6ze
yardimiyla almip, lam tiizerindeki % 3’liik KOH soliisyonunda bir siire
karigtirilarak yavasgca yukari dogru40 kaldirilir.

- %3’likk KOH soliisyonunun viskoz bir ~ durum alirsa ve 6ze yukari



dogru yavasca kaldirildiginda iplik gibi uzama goriiliirse pozitif
reaksiyon, bakteriyel siispansiyon Vviskoz degil de sulumsu yapida olursa
ve 6ze yukari dogru kaldirildiginda iplik gibi uzama goriilmezse negatif
reaksiyon meydana gelir.

- Iplik gibi uzamanin nedeni, Gram (-) bakterilerin hiicre duvar1 daha narin
oldugu i¢in bu kimyasal madde karsisinda kolayca pargalanip igerisindeki
DNA'nin serbest hale gegcmesinden kaynaklanir. Dolayisiyla reaksiyonun
pozitif ¢ikmast Gram (-) bakterilerin varligimi gosterir. Gram (+)
bakterilerin hiicre duvari daha kalin ve saglam oldugu i¢in hiicre
duvarinda parcalanma goriilmez. Bu nedenle reaksiyonun negatif ¢cikmasi

Gram (+) bakterilerin varligini gosterir.

11.1.6. Katalaz testi
Katalaz hidrojen peroksiti su ve oksijen seklinde pargalayan bir
enzimdir.

- Lamlar iizerine % 3 'liikk hidrojen peroksit (H,O,)’ten 1 ml konur ve
lizerine 24 saat siireyle besi ortaminda gelistirilmis bakteriyel izolatlardan,
bir 6ze dolusu olacak sekilde bu ¢6zelti icerisine ilave edilir.

- Reaksiyon sonucu, hava kabarciklarinin ortaya ¢ikmasi, pozitif reaksiyon
olarak degerlendirilir. Bu testte negatif kontrol olarak Lactobacillus

plantarum kullanilabilir.

11.1.7. Oksidasyon - fermentasyon testi
Karbonhidratlarin oksijenli ve oksijensiz ortamda kullanimlarini
anlamak amaciyla yapilir.

Ortam Icerigi: 1. Grup
NH,H,PO, 1 g
KClI 02 g 4
MgSO.7H,0 0.2 g



Bromthymolblue 0.08 g

Saf su 900 ml
Agar 39
pH: 7.0-7.1

1. Grup

Glucose 10 g
Saf su 100 ml
pH: 7.0-7.1

I. Grup maddeler agar disinda tartilip, erlenmayer igerisinde ¢ozelti
haline getirildikten sonra, ¢ozeltinin pH’s1 % 40°lik NaOH ile pH 7.0 -
7.1°e ayarlanir. Bu durumda ortamin rengi zeytin yesiline dontsr.
Daha sonra ortama agar ilave edilip, 121 °C'de maddelerin
homojenizasyonu saglanir ve 4.5 ml’lik miktarlarda deney tiiplerine
paylastirilir ve 121 °C'de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilir.
Grupta bulunan glukoz, saf suda eritilerek tindalizasyon islemi ile
sterilize edilir. Bu ortam, 0.5 ml’lik miktarlarda; daha once hazirlanan
4.5 ml’lik ortamin bulundugu tiiplere 45 - 50 °C’lik sicaklikta aseptik
kosullarda paylastirilir.

- Her bakteriyel izolat i¢in iki tiip kullanilir. Her iki tiipe bir 6ze dolusu

aynt bakteriyel izolattan batirilir, daha sonra bu tiiplerden bir tanesinin
tizeri % 3’liik agar ile ortiilerek hava ile temasi kesilir ve izolatlar 24 - 26
°C’de inkiibe edilir.

- Bakterilerin oksijenli veya oksijensiz kosullarda gelisme gosterdikleri

tiiplerde glukozdan asit liretimi sonucunda ortamin rengi zeytin yesilinden

portakal saris1 rengine doniisiir.

- Deneme sonuclar1 7 - 14 giin igerisinde kontrol edilir, ayn1 tipte izolat

astlanmig iki tlipten hava ile temasigy kesilmeyende renk degisikligi

meydana gelirse, buna karsin hava ile temas1 kesilende renk degisikligi



goriilmezse izolatlar oksidatif, eger hem hava ile temas1 kesilmis hem de
kesilmemis olan her iki tiipte de renk degisikligi goriiliirse izolatlar
fermentatif olarak kabul edilir. Bu testte Erwinia tiirleri pozitif,

Pseudomonas tiirleri ise negatif kontrol olarak kullanilabilir.

11.1.8. Jelatini eritme testi
Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia tiirlerinin ¢ogu jelatini
hidrolize eder.

Ortam Icerigi: Litre’de

Peptone 59
Beef extract 30
Jelatin 120 g

- Ortam 121 °C'de homojenize edildikten sonra 5 - 8 ml’lik miktarlarda
tiiplere paylastirilarak, 121 °C'de 15 dakika siireyle sterilize edilir.

- zolatlar, tiiplere igne yardimiyla batirilarak asilanir, 20 °C'de 7 - 14 giin
stireyle inkiibe edilir. Kontrolden 6nce 30 dakika siireyle +4 °C'de
buzdolabinda bekletilir.

- Tiipteki ortamin akici hale gelmesi reaksiyonun pozitif, ortamin kat1 halde

kalmasi ise reaksiyonun negatif oldugunu gosterir.

11.1.9. Nisastamin hidrolizi testi
l. Ortam Icerigi: Litre’de

Yeast extract 509
Peptone 509
Beef extract 5.0¢g
Agar 1509

Eriyebilir nisasta 2.0 ¢

I1. Lugol Soliisyonu

lodine 1.0g9

Potassium lodide 2.0 g

Saf su 100 ml 43




- 1. Ortam, 121 °C'de 15 dakika siireyle sterilize edilir ve petrilere dokiiliir.
- Izolatlar, petrilere ¢izilir ve yogun bir gelisme elde edilinceye kadar
24 - 26 °C'de inkiibe edilir. Daha sonra petrilerin {izeri Lugol Soliisyonu

ile kaplanir.

- Reaksiyon sonucunda ortamin rengi, koyu mavi-siyah renge doniisiir.
Kolonilerin etrafindaki acik bolgelerin olugmasi reaksiyonun pozitif, agik
bolgelerin olusmamasi ise reaksiyonun negatif oldugunu gosterir. Bu testte
bazi Xanthomonas pathovarlar1 pozitif, P. syringae ise negatif kontrol

olarak kullanilabilir.

11.1.10. Arjinin dehidrolaz testi

Bu test bazi Pseudomonas'larin anaerobik kosullarda gelismesini
saglayan iki enzimin varligini ortaya koyan bir testtir. Bu enzimler, CO, ve
NHs; ¢ikararak arjinin'i ornithin'e doniistiirmeleri sonucu ATP iiretirler.

Ortam Icerigi: g/ |

Peptone 1.0
NaCl 5.0
K,HPO, 0.3
Agar 3.0

Phenol red 0.01

L-Arginine 10.0

pH: 7.2

- Ortam igerigi, agar disinda tartilip, pH 7.2°ye ayarlanir ve agar
ilavesinden sonra 121 °C'de homojenize edilip, 5 - 7 ml’lik miktarlarda
tiiplere paylastirilir ve 121 °C'de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize
edilir.

- Izolatlar, 6ze yardimiyla tiiplere batirilarak asilanir ve bunlarin iizerlerine
yaklagik 2 cm kalinhiginda % 3’liik44 steril agar dokiiliir. Tipler, 24 -
26 °C'de 7 - 14 giin siireyle inkiibe edilir.



- Ortamin agik pembe renginin, kirmizi - pembe renge doniismesi; pozitif
reaksiyon, ortamin renginde degisiklik olmamas1 ise negatif reaksiyon
seklinde degerlendirilir. Pozitif kontrol Pseudomonas fluorescens (kirmizi
renk degisikligi), negatif kontrol ise Pseudomonas syringae pathovar'lari

tarafindan (renk degisimi yok) saglanabilir.

11.1.11. Lesitinaz (Fosfolipaz) aktivitesi testi

- Taze yumurtalar yikanip, % 70'lik alkolde 10 dakika siireyle bekletilir ve
alevde kurulanir. Yumurtalar aseptik olarak kirilarak, sarilar1 ayrilir. Daha
sonra yumurta sarilari hacminin 1.5 kati fazlas steril saf su ile seyreltme
yapilir ve bu siispansiyonun 100 ml'si 55 °C'de erimis olan 900 ml’lik
steril nutrient agara aseptik kosullarda ilave edilir.

- Hazirlanan ortam petrilere dokiiliir ve bakteriyel izolatlarin ¢izimi yapilir.
Cizim yapilan petriler 24 - 26 °C'de 7 giin siireyle inkiibe edilir.

- Lesitinaz olusturan kolonilerin c¢evresinde serbest yag asitlerinin
Olusturdugu bulanik bir halkanin meydana gelmesi, reaksiyonun pozitif
oldugunu gosterir. Bu teste Pectobacterium chyrsanthemi pozitif, P.

carotovorum subsp. carotovorum negatif reaksiyon gosterir.

11.1.12. Esteraz aktivitesi (Tween’nin hidrolizi) testi
Erwinia, Pseudomonas ve Xanthomonas tiirleri i¢in uygulanan bir

testtir. Bakteri hiicrelerinin  esterazas aktivitesi, kalsiyum Kkloriir ve



Tween 80 (polioksietilensorbitan monooleat igeren bir polimer) igeren

nutrient agarda gozlenir.

Ortamin Icerigi:

Peptone 10.0g
CaCl,,2H,O 0.1g¢

NaCl 509
Agar 15.0¢
Saf su 990.0 ml
pH: 7.4

- Yukaridaki maddeler agar disinda tartilip, pH 7.4’e ayarlanir, Tween 80
(Sigma) ise 10 ml/litre oraninda ayr1 olarak 121 °C'de 15 dakika stireyle
sterilize edilir ve daha Once hazirlanan ortama ilave edilir. Daha sonra
tyice karistirilan ortam petrilere dokiiliir.

- Bakteriyel izolatlar, petrilere c¢izildikten sonra 24 - 26 °C'de 7 giin
stireyle inkiibe edilir.

- Tween 80'nin oleik asite hidrolize olmasi sonucu kolonilerin etrafinda
kristallerden ibaret opak bir bolgenin  meydana gelmesi, pozitif
reaksiyonun sonucudur. Bu teste Xanthomonas campestris pv. campestris

pozitif, Pseudomonas syringae pv. syringae ise negatif reaksiyon verir.

11.1.13. Floresan pigmentasyon testi

Belirli Pseudomonas'lar bazi ortamlarda floresan oOzellik (yesil
parlama) gosterirler, bu da onlarin kolay teshis edilmelerini saglar. Bu
gozlenen pigment; suda eriyen, kloroformda erimeyen ve yesil floresan
parlama gosteren, fluorescein tipinde bir pteridin pigmentidir. Bu ortam
genel bir izolasyon ortami olarak kullanildiginda P. syringae'nin iki tip
kiiltirii goriilir. Bunlardan birincisi  daha az viriilent olup; diiz ve

berrak (translucent) kolonilere sahiptir. 46



Digeri ise buzlu cam (opak) saydamliginda, mukoid (szimiiksii) kolonilere
sahiptir ve daha viriilenttir. Pseudomonas syringae’nin patojenik
varyeteleri ve P. fluorescens KBA'da fluorescein pigmenti, P. aeruginosa
ise pyocyanin pigmenti olusturur.

Ortam icerigi (King’s B Agar - KBA) g/

Proteose peptone (Difco) 3 20.0
K,HPO, 1.5
MgSQ,.7H,0 1.5
Agar (Difco) 15.0
Glycerol 15.0

Izolatlar, KBA’da 24 - 26 °C'de 24 - 48 saat siireyle gelistirilir. Daha sonra
izolatlarin floresan parlama gosterip gostermedigine, ultraviyole isikta
bakilir. Floresan gelisme gosteren izolatlar pozitif, floresan gelisme

gostermeyen izolatlar ise negatif reaksiyon olarak degerlendirilir.

11.1.14. Levan olusumu testi

Levan (fructan) olusumu levan sucrase enziminin sakkaroz
tizerindeki aktivitesi 1ile olusur. Glukoz ve fruktozdan olusan bu
disakkaritin ayrismast sonucunda ayrilan glikoz metabolize, fruktoz ise

polimerize edilir.

Ortam igerigi: g/l
Nutrient agar (Difco) 23.0
Sucrose 5.0

- Ortam 121 °C'de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildikten sonra
10 - 15 ml’lik miktarlarda petrilere dokiiliir. Bakteriyel izolatlarin ¢izimi

yapildiktan sonra kiiltiirler 24 - 26 °C' de 5 giin siireyle inkiibe edilir.
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- Ortamda mukoid ve kubbemsi koloni gelisimi, pozitif reaksiyon olarak
degerlendirilir. Bu testte Pseudomonas syringae pv. syringae pozitif,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ise negatif kontrol
olarak kullanilir.

11.1.15. Nitrat indirgenmesi testi

Ortamin Icerigi g/l
KNO; 1.0
Peptone 5.0
Yeast extract 4.0
Oxoid ion agar No.2 3.0
pH: 7.0-7.2

- Ortam igerigi agar katilmadan 6nce pH 7.0 - 7.2°ye ayarlanip, agar ilave
edildikten sonra 121 °C’de homojenize edilir ve 4 - 5 mI’lik miktarlarda
tiiplere paylastirilir. Tiipler 121 °C’de 15 - 20 dakika stireyle otoklavda
sterilize edilir. izolatlar tiiplere asilandiktan sonra 24 - 48 saat siireyle
24 - 26 °C’de inkiibe edilir. Testin yapilacagi zaman hazirlanan ¢ozelti (1
kisim glasial asetik asit ve 2.5 kisim saf su igerisine % 0.5'lik alfa
naftilamin ve % 0.8’lik sulfanilik asit ¢ozeltilerinden her bir tiip icin 1’er
ml ilave edilerek hazirlanir)’den egik agardaki bakteriyel kolonilerin
seviyesine kadar pipet yardimiyla damlatilir ve 1 saat igerisinde
ortamdaki renk degisikligi gozlenir. Kontrol olarak ¢izim yapilmamis
tipe sadece hazirlanan ¢oOzeltiden damlatilarak, ortamda renk
degisikliginin olup olmadigina bakilir.

- Cozelti renginin pembe - kirmizi renge doniismesi pozitif reaksiyon
olarak degerlendirilir. Bu testte; Pseudomonas flourescens pozitif kontrol,

P. syringae negatif kontrol ve inokule edilmemis kontroller kullanilir.
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11.1.16. Eskulinin hidrolizi
Bir glukozit olan esculin tiim Xanthomonas campestris pathovarlari
tarafindan pargalanarak glukoz ve koyu kahve renkli bir bilesik olan

dihidrocumarin'e ayristirilir.

Ortam icerigi g/l
Yeast extract 5.0
NaCl 5.0
MgSO,.7H,0 0.2
K,HPO, 0.5
NH,H,PO, 0.5
Ferric amonyum sitrat 50.0 mg
Eskulin (Sigma) 1.0

pH 6.8

Bu reaksiyon, 28 °C'de 28 giin siireli olarak calkalayici iizerinde izolatlarin
inkiibe edilmesi sonucu meydana gelir. Besi yeri renginin kahverengi —
siyah renge donlismesi pozitif reaksiyonun, dolayisiyla esculinin
hidrolizinin bir sonucudur. Bu testte Xanthomonas fragaria negatif, diger

tiim Xanthomonas tiirleri pozitif kontrol olarak kullanilabilir.

11.1.17. Oksidaz testi

% 1’°lik glukoz igeren nutrient agarda 24 - 48 saat siireyle gelistirilen
bakteriyel koloniler; 6ze yardimiyla alinarak iizerine % 1°lik tetramethyl -
p - phenylnediamine dihydrochloride ¢ozeltisi damlatilmis filtre kagidina
stiriiliir. 10 saniye icerisinde olusan mavimsi - mor renk degisimi pozitif
reaksiyon olarak degerlendirilir. Bu teste; Pseudomonas syringae negatif,
P. flourescens ise pozitif reaksiyon verir. Negatif reaksiyonda genellikle

boya maddesi indirgenerek soluk beyaz bir renk olusturulur.
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11.1.18. Karbon kaynaklarimin kullanilmasi testi
Bitki patojeni bakterilerin beslenme uygunluklarini incelemek

amaciyla yapilir.

Ortam igerigi g/l
NH4H,PO, 0.5
K,HPO, 0.5
MgSQO,.7H,0 0.2
NaCl 5.0
Yeast extract (Difco) 0.8

Agar 12.0

Brom cresol purple 0.7 ml (% 70’lik etil alkolde % 1.5’luk brom cresol
purple soliisyonu hazirlanir. Bu tampon soliisyondan 0.7 ml alinir)

Karbon kaynagi 2.0

pH: 6.8

- Ortam igerigi agar katilmadan once pH’s1 6.8’e ayarlanip agar ilave
edildikten sonra 121 °C’de homojenize edilir ve tiiplere paylastirilir.
Tiipler, 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilerek egik agar
seklinde dondurulur. Tiiplere izolatlar ¢izildikten sonra 24 - 26 °C’de
7 - 14 giin siireyle inkiibe edilir.

- Ortamdaki renk degisikligi pozitif reaksiyon, renk degisikliginin meydana
gelmemesi ise negatif reaksiyon olarak degerlendirilir.

- Glukoz pozitif kontrol olarak, karbon kaynaksiz ortam ise negatif kontrol
olarak kullanilir. Bu teste Pectobacterium atrosepticum pozitif, P.

carotovorum subsp. carotovorum ise negatif reaksiyon verir.
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11.1.19. Fosfataz testi

Ortamin icerigi g/l
Peptone (Difco) 10.0
Beef extract (Difco) 5.0
Agar 15.0
pH: 7.0

- Ortamin igerigi agar ilave edilmeden 6nce pH 7.0’ye ayarlanip, agar ilave
edildikten sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edilir.

Daha sonra ortam sicakligr 50 °C’ye sogutularak, igerisine filtrasyon ile
sterilize olmus % 5°lik sodyum fenolftalein difosfat (Sigma) ¢6zeltisinden
10 ml ilave edilir. Hazirlanan bu ortam cam petrilere dokiiliir. Izolatlar
petrilere gizilerek 24 - 26 °C’de 24 saat siireyle inkiibe edilir. Daha sonra
ters c¢evrilmis petri kapaklar1 igerisine birkag damla amonyum
hidroksitten damlatilir ve 15 - 20 dakika siireyle kolonilerdeki renk
degisimi gozlenir.

- Fosfataz enzimi organik fosforlu bilesiklerden fosforu ayirmakta, alkali
gaz (NH,) ise fosfataz igeren kolonilerin rengini 15 - 20 dakika igerisinde
pembe renge donistiirmektedir. Koloni renginin parlak pembe renge
doniismesi pozitif, pembe renge doniismemesi ise negatif reaksiyon
olarak degerlendirilir. Bu teste Dickeya chrysanthemi pozitif, P.

carotovorum subsp. carotovorum negatif reaksiyon gosterir.
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11.1.20. Sakkarozdan indirgen bilesikler testi
Ortamin icerigi g/

Beef extarct 5.0
Peptone 10.0
Sakkaroz 40.0

Benedikt ayiraci
Cozelti A: 173 g sodyum sitrat (C¢HsNaz0;.2H,0) ve 100 g Na,CO;, 600

ml saf su igerisinde 1sitilarak eritilir ve son hacmi 850 ml’ye
tamamlanir.

Cozelti B: 18 g CuSOy4, 100 ml saf su igerisinde eritilmis ve son hacmi 150

ml’ye tamamlanarak, yavasca Cozelti A igerisine karistirilir.

- Hazirlanan ortam 121 °C’de homojenize edildikten sonra, tiiplere 3 - 4
ml olacak sekilde paylastirilarak, 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilize
edilir. Nutrient agarda 24 saat siireyle gelistirilen bakteriyel izolatlar
tiiplere asilanir. Tiipler 27 °C’de 48 saat siireyle ¢alkalayicida inkiibe
edilir. Inkiibasyondan sonra Benedict ayiracindan tiiplere 3 - 4 ml
konarak, hafif¢e c¢alkalanir ve kaynar su igerisinde 10 dakika siireyle
bekletilir.

- Tiip igerisinde sarimsi - turuncu renk olusumu indirgen sekerler i¢in
pozitif reaksiyon, renkte degisiklik olmamasi ise negatif reaksiyon olarak
degerlendirilir. Bu teste Pectobacterium atrosepticum pozitif, P.

carotovorum subsp. carotovorum negatif reaksiyon verir.
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11.1.21. Asetoin ve Metil Kirmzisi testleri

Bu testler; Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerde, glukozdan
asit veya glukozdan acetoin (acetylmethylcarbinol) ve 2,3-butanediol gibi
ndtral irlinler olusturanlart birbirinden ayirmak amaciyla yapilir. Asetoin
testi notr Uriinleri belirlerken, Metil Kirmzisi testi pH 4.2'nin altinda asit
olusumunun goézle goriilmesini saglar. Testler genellikle ya Asetoin testine
pozitif ya da Metil Kirmizisi1 testine pozitif seklinde sonuglanir. Ancak
Asetoine pozitif sonu¢ veren bazi irklar, glukozu nétr dirlinlere

dontistiirmeden 6nce belirgin sekilde asit olusturabilirler.

Ortamin igerigi g/l
Glukoz 5.0
NH,H,PO, 0.5
K,HPO, 0.5
MgSO,.7H,0 0.2
NaCl 5.0

Yeast Ekstrakt (Difco)5.0

- Asetoin testinde; izolatlar 27 °C'de 2 - 5 giin siireyle inkiibe edilir. Daha
sonra 1 ml'lik bir 6rnek siispansiyon, bir test tiipli i¢erisinde 0.6 ml’lik
alfa naftol (% 100' liik etil alkolde % 5'lik w/v) ile karistirilir. Bu tiipe %
40k KOH’den 0.2 ml ilave edilir ve 2 saat kadar gii¢lii bir sekilde
karistirilir.

- Pembe renk olusumu pozitif, renk degisimi olmamasi negatif reaksiyon
sonucudur. Bu testte Erwinia amylovora pozitif, Pseudomonas'lar ise
negatif kontrol olarak kullanilabilir.

- Metil Kirmizis1 testinde ise, yukaridaki 5 giinliik VP kiiltiiriine birkag
damla methyl red (methyl red 0.1 g, % 95' lik etil alkol 300 ml, saf su 200

ml) ¢ozeltisi damlatilir.
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- Kirmizi renk olusumu, reaksiyonun pozitif (ortam pH’s1 4.2 olur)
oldugunu gosterir. Erwinia grubu tiirlerin ¢ogu Metil Kirmizisi testine

negatif, Asetoin testine ise pozitif reaksiyon verir.

11.1.22. Indigoiodin (Mavi) pigment olusumu

Indigoiodin, Dickeya chrysanthemi ve Clavibacter michiganensis
subsp. insidiosus tarafindan olusturulan suda ¢6ziinmeyen, mat mavi-siyah
renkli, hiicre i¢i bir pigmenttir.

Ortamin icerigi all
Nutrient broth (Difco) 8.0
Yeast extract (Difco), 2.0

K,HPO, 2.0
KH,PO, 0.5
Glukoz 5.0
1 M MgSO, . 7H,0 1.0
Agar 15.0

- Yukaridaki ortam (Glukoz ve MgSQO, harig) 121 °C’de 15 - 20 dakika
stireyle sterilize edilir. Glukoz ise 50 ml suda eritildikten sonra MgSQy, ile
birlikte ayr1 olarak otoklavda sterilize edilir ve bu ¢ozelti diger ortama 50
°C' ye sogutulduktan sonra ilave edilir.

- Ortamda hiicre i¢1 mavi pigment ve sart pigment olusumlar1 birlikte

gortlebilir.
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11.1.23. Indol olusumu
Dickeya chrysanthemi, indolii tryptophan’dan olusturur, diger
yumusak c¢iirtikliige neden olan Erwinia grubu tiirler ise indol olusturamaz.

Ortam icerigi g/l
Yeast extract 5.0¢
Tryptophan  10.0¢g

- Ortam, tiipler igerisinde 121 °C’de 15 - 20 dakika siireyle sterilize edilir.
Izolatlar, bu tiiplere inokule edildikten sonra bir calkalayicida 27 °C'de
2 - 5 glin siireyle inkiibe edilir. 1 ml’lik Kovacs ayiraci’na 1 ml’lik kiiltiir
cozeltisi ilave edilir. Kovacks ayiracinin hazirlanist su sekildedir; 75
ml’lik amil alkol veya isoamil alkol 50 °C'lik bir su banyosunda ilitilir,
5 g p - dimetilaminobenzaldehit ilave edilir. Bu madde eridiginde ortam
sogutulur ve daha sonra ortama 25 ml’lik konsantre HCI eklenir. Ayirag
buzdolabinda saklanmali ve agik renkli degilse atilmalidir.

- Kiraz kirmizisi renk olusumu indol olusumunun, bagka bir ifade ile pozitif

reaksiyonun gostergesidir.

11.1.24. Hidrojen siilfiir (H,S) olusumu
Hidrojen siilfir (H,S), ¢ok sayida kiikiirt igeren organik bilesikten
olusturulabilir. Bitki patojenlerinin ayrilmasinda en fazla kullanilan

kiikiirtli bilesik cystein'dir. Xanthomonas ve Erwinia grubu tiirlerin ¢ogu

cysteinden H,S olusturur.

Ortamin igerigi g/l
NH,H,PO, 0.5
K2HPO4 0.5
MgSO,.7H,0 0.2
NaCl 5.0

Yeast extract (Difco) 5.0
I-cysteine hydrochloride 0.1
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- Ortam 5 ml' lik kisimlar halinde tiiplere konur ve 121 °C’de 15 - 20
dakika siireyle sterilize edilir. Kursun asetat emdirilmis 5 mm'lik serit
kagitlar ise kurutulduktan sonra otoklavda sterilize edilir.

- Kursun asetat emdirilmis serit kagitlar, bakteriyel izolatlarin inokule
edildigi tiiplere pamuk tikaglar yardimiyla asilir. Reaksiyon 28 °C'de 1 - 2
haftalik siire i¢erisinde gozlenir.

- Pozitif reaksiyonda H,S, serit kagit tizerindeki kursun asetati1 etkileyerek
seritlerde bir siyahlik olusturur. Pozitif kontrol olarak, P. carotovorum
subsp. carotovorum ve X. campestris pv. campestris, negatif kontrol

olarak inokule edilmemis bir tiip kullanilabilir.

11.1.25. Proteinin parcalanmasi testi

- Yagsiz toz siite, 40 mg / | bromecresol purple (bromkresol moru) ilave
edilerek 30 dakika siireyle 100 °C’de bekletilir ve 37 °C’de inkiibe edilir.
Bu islem 3 giin tekrarlandiktan sonra aseptik kosullarda steril tiiplere
dagitilir. Daha sonra bir 6ze dolusu bakteri hiicresi bu tiiplere inokule
edilir.

- Pozitif reaksiyonda, 27 °C'de 3 - 7 giin siire igerisinde siit proteini (casein)
parcalanir ve tliplerde bir berraklasma meydana gelir. Bu test

Xanthomonas tiirlerinin ayriminda kullanilir.
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11.1.26. Fenilalanin deaminaz testi
Fenilalanin deaminaz, fenilalanin'den fenil piirivik asit olusumunu
katalize eder. Bu reaksiyon, son iirtin olan demir kloriiriin fenilalanini

indirgemesiyle tespit edilebilir.

Ortamin icegi g/l
Yeast exstract 3.0
NaCl 5.0
Agar 12.0
Na,HPO, 1.0

DL-phenylalanine 2.0

- Bakteriyel izolatlar 27 °C'de 3 giin siireyle yukaridaki ortamda
gelistirildikten sonra % 10'luk (w/v) demir kloriir, petri kaplarindaki
1zolatlara ilave edilir. Yesil renk olusumu pozitif reaksiyonun gostergesidir.
Pantoea agglomerans pv. agglomerans ve Pectobacterium cypripedii
tiirleri harig, diger Erwinia grubu tiirleri, teste negatif veya zayif reaksiyon

gosterirler.

11.1.27. 2-Keto glukonat olusumu
Bazi Pseudomonas ve Erwinia irklar1 tarafindan potasyum

glukonat'tan indirgen sekerler olusturulur.

Ortamin icerigi all
Peptone (Difco) 10.0
Beef extract (Difco) 5.0
Potasyum glukonat 40.0
pH 7.0
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- Ortam homojenize edildikten sonra tiiplere dagitilarak sterilizasyonu
yapilir. izolatlarin tiiplere inokulasyonundan sonra 27 °C'de calkalayici
tizerinde inkiibe edilir ve bu tiiplerin {izerine esit miktarda Benedict
ayiract konur. Tiipler kaynayan su banyosunda 10 dakika stireyle tutulur.

- Benedict ayiraci su sekilde yapilir: Cozelti A: Sodyum sitrat 173 g ve
sodyum karbonat 100 g, 600 ml’lik sicak suda eritilir ve 850 ml'ye
seyreltilir. Cozelti B: Bakar stilfat 18 g, 100 ml suda eritilir ve 150 ml' ye
seyreltilir. Bu ¢ozeltiler ayr1 olarak uzun siire saklanabilir. Cozelti B,
coOzelti A'ya son oran 15:85 olacak sekilde yavasca ilave edilir.

- Sar1 - portakal renk olusumu pozitif reaksiyonun gostergesidir. Bu testte
Pseudomonas fluorescens'in tiim biyotipleri pozitif, P. syringae’nin tim

pathovarlari ise negatif reaksiyon verir.

11.1.28. 3-Keto laktoz olusumu
Agrobacterium tumefaciens'in biovar 1'i laktozu okside ederek
indirgen bir seker olan 3-ketolaktoz olusturur.

Ortamin icerigi (Laktoz Agar) q/ |

Laktoz 10.0
Yeast extract 1.0
Agar (Difco) 15.0

- Laktoz agara asilanan izolatlar, 20 °C'de 48 saat inkiibe edilir. Daha
sonra petri kaplar1 5 - 10 ml Benedict ayiraci ile kaplanir.

- Pozitif reaksiyonda 60 dakika icerisinde indirgen seker olusturan
kolonilerin etrafinda parlak sari-portakal renginde bir bolge olusur.

- Pozitif kontrol olarak A. tumefaciens biovar 1 kullanilabilir. Herhangi
bir negatif kontrol olarak ise herhangi bir Pseudomonas tiirii

kullanilabilir.
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11.1.29. Eritromisine duyarhhik testi

- % 1’lik glukoz igeren nutrient agar birinci kat olarak petrilere dokiilerek
sogutulur. Daha sonra yine 10 ml’lik miktarlarda tiipler igerisinde sterilize
edilmis ve 45 °C’de su banyosunda tutulan % 1°lik glukoz i¢eren nutrient
agar besi ortamma; 10° - 10° hiicre/ml yogunlugunda ve 24 saat siireyle
nutrient broth’ta gelistirilen bakteriyel kiiltirden 1 ml ilave edilir. Bu
tiipler hafif¢e ¢alkalandiktan sonra ikinci kat olarak petrilere dokiilerek
sogutulur. Soguyan agar iizerine 15 ug eritromisin (Oxoid) diski konarak
24 - 48 saat siireyle 24 - 26 °C’de inkiibe edilir.

- Agar vyiizeyindeki eritromisin diski etrafinda engelleme bdlgesinin
olusumu eritromisine duyarlilik i¢in pozitif, engelleme bdlgesinin
olusmamasi ise eritromisine duyarlilik i¢cin negatif olarak kabul edilir.
Pectobacterium atrosepticum ve P. carotovorum subsp. carotovorum

teste dayanikli, P. cypripedii ve Dickeya chrysanthemi ise hassastir.

11.1.30. Kristal violet pektat ortanm (CVP)
Erwinia ve Pseudomonas'larin tespiti i¢gin CVP iyi bir ortamdir.
- 500 ml kaynayan saf su Onceden 1sitilan 2 litrelik bir blendira konarak

diisiik hizda asagida verilen maddeler sirasiyla su icerisinde ¢oziiliir:

Ortamin icerigi g/l
% 0.075' lik w/v sulu kristal viyole 1.0 ml
1 M NaOH 4.5 ml
% 10’luk CaCl,.2 H,O 3.0 mi
Difco agar 204
NaNO, 109
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- Bu maddeler yiiksek hizda 15 sn. siireyle iyice c¢oziiliir. % 0.9'luk
sodyum polipektat ortama ayr1 olarak ilave edilir ve diisiik hizda
kiimelesmeyi onlemek i¢in karistirilir. Daha sonra 15 sn siireyle yiiksek
hizda karistirilir.

- Ortam, en az 2 litre biiyiikliigiinde bir erlene konulmali ve agizlari
aluminyum folyo ile kapatildiktan sonra 121 °C'de 15 - 20 dakika siireyle
sterilize edilmelidir. Ortam kaplara sicak iken dokiilir 2 giin siireyle
kurumasi beklenir.

- Erwinia grubu tiirler bu ortamda derin ¢ukurlar olustururken digerleri

daha s1g ¢ukurlar meydana getirir.

11.1.31. Tetrazolium kloriir agar (TCA) testi

Bu test Ralstonia solanacearum i¢in kullanilir. Bu ortamda stabil
aviriilentler koyu kirmizi, stabil olmayanlar kenar1 beyaz ortasi pembe
koloniler olusturur. Ayrica akici koloni olusturanlarin viriilent oldugu tespit
edilir. Bu ortam, aynm1 zamanda R. solanacearum'un viriilent irklarmin

belirgin koloni 6zelliklerini gosterdigi i¢in baslangic teshis testi olarak da

degerlidir.

Ortamin icerigi all
Pepton (Difco) 10.0
Caseine hyrolysate (Difco) 1.0

Glukoz 5.0
Agar (Difco) 15.0

- Indikator 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (Sigma)'in % 0.5 (w/v) 'lik
coOzeltisi ayr1 olarak sterilize edilir ve daha sonra besi ortamina 10 ml’lik
kismi ilave edilir. Bu indirgenebilir indikator ¢ok sayida farkli ortama
Pseudomonas’larin koloni tiplerini belirginlestirmek amaciyla da ilave
edilebilir.
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11.1.32. Tyrosinaz testi
Bitki patojeni Streptomycetes'lerin ¢ogu tyrosin igeren ortamlarda
kahverengi bir pigment olustururlar. Tyrosinaz enzimi tiim Streeptomyces

tiirlerinin yaklasik % 20'sinde olusturulur.

Ortamin icerigi g/l
Nutrient broth (Difco) 8.0
Agar 15.0
L-tyrosine (Serbest baz Sigma) 5.0
pH 7.0

- Ortam 121 °C’de 15 - 20 dakika siireyle sterilize edildikten sonra 50
°C'ye sogutulur ve L-tyrosine kristalleri homojen bir sekilde karistirilarak
petrilere dokiiliir.

- Pozitif reaksiyonda Streptomyces scabies irklarinin ¢ogu koloniler
olgunluga ulasirken tyrosinaz etkisiyle agar icine koyu kahve renkli bir

pigment meydana getirirler.

11.1.33. Ureaz olusumu testi

Uygun bir sekilde tamponlanmis sivi bir ortamda {ireaz enzimi iireyi
parcalamasi sonucu ortamda amonyak gazi olusur, pH ise 9.0'un iizerine
yikselir. Bu durumda indikator boyanin rengi, saridan parlak koyu

kirmiziya doner.

Ortamin igerigi g/l
NH,H,PO, 0.5
K,HPO, 0.5
MgSO,.7H,0 0.2
NaCl 5.0
Yeast extract (Difco) 1.0
Cresol kirmizisi 0.006
Saf su 800 ml
pH 6.8
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- Ortam 121°C’de 15 - 20 dakika siireyle sterilize edilir ve 55 °C'ye
sogutulduktan sonra 200 ml % 10'luk iire, filtrasyon ile ortama ilave
edilir. Elde edilen bu ortam 5 ml'lik kisimlar halinde steril tiiplere
dagitilir. Tiipler 7 giin siireyle gozlenir.

- Aym ortamin iiresiz olan1 kontrol olarak kullanilir. Bu testte Brenneria
nigrifluens hari¢ diger Erwinia grubu tiirler negatif, Xylophylus ampelinus

pozitif kontrol olarak kullanilir.

11.1.34. Poli - beta hidroksibiitirat yapilar: testi

Diisitk azot ve yiiksek karbonhidrat igeren ortamlarda
gelistirildiklerinde bazi Pseudomonas ve Agrobacterium'lar hiicre igi
yapilar olustururlar. Bu yapilar faz kontrast mikroskobunda hiicre i¢inde

15181 kiran graniiller olarak goriliirler.

Ortam icerigi g/l
(NH,),SO, 0.2
KCI 0.2
MgSO,.7H,0 0.2

DL- Beta-hydroxybutyrate (Sigma) 5.0

- Nutrient agarda gelistirilen izolatlar, daha sonra yukarida igerigi verilen
tiiplere aktarilir.

- Sudan black B (Sigma) ¢ozeltisi (100 ml % 70' lik etil alkolde 0.3 g)
hazirlanarak 1 gece bekletilir.

- Yukarida verilen ¢ozeltide gelistirilen izolatlar, bir lam {izerine ¢izilir,
havada kurutulup, alevde fikse edilir.

- Lam boyama ¢6zeltisi ile kaplanir ve 10 - 15 dakika siireyle beklenir.
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- Lam iizerindeki boya dokiiliir, kurutma kagidi ile kurulanir, daha sonra
xylol veya su i¢ine batirillarak temizlenir, tekrar kurulanir ve % 0.5’lik
sulu safranin ile 5 - 10 dakika siireyle zit boyama yapilir, tekrar suda
yikanir ve kurulanir.

- Son agsamada lam, bir 151k mikroskobunda 100°liik objektifte immersiyon

yag1 yardimiyla incelenir. Poly-B-hydroxybutyrate yapilart mavi-gri veya

mavi - siyah renkli goriiliir. Bakteri hiicresinin geri kalan kismu ise zit
boyama yapilmasi nedeni ile pembe renklidir. Pozitif kontrol olarak

Ralstonia solanacearum veya Burkholderia cepacia, negatif kontrol olarak

ise Pseudomonas syringae kullanilir.

11.1.35. Sodyum Kkloriire tolerans testi

Bakteriyel izolatlar, egik olarak dondurulmus % 1, 2, 3, 4 ve 5
(w/v)’lik sodyum kloriir i¢eren nutrient agarl tiiplere inokule edilir. Vida
kapakl tiipler otoklavdan 6nce ve depolama sirasinda buharlasma ve artik
tuz birikiminin Oniine ge¢gmek icin siki bir sekilde kapatilmalidirlar.
27 °C'de 14 giin siireyle inkiibe edildikten sonra bakteriyel gelismeler
kontrol edilir. Karsilastirma icin % 1’lik tuza nadiren tolerans gosteren
Xanthomonas'lar ve toleransli olan Erwinia grubu tiirler kullanilabilir. Bu
testte Pectobacterium atrosepticum ve P. carotovorum subsp. carotovorum

% 5°lik tuza tolerans gosterirler.
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11.1.36. Sicakhik istekleri

Bakteriler farkli sicakliklarda gelistirilerek sicaklik istekleri
belirlenebilir. Bunun i¢in zengin bir s1v1 ortam kullanilir; ancak bu ortamin
icerigi test edilecek izolatla uyumlu olmalidir. Her tiipte yaklasik 10°
hiicre/ml konsantrasyonunda bakteriyel hiicre bulunmalidir. Bakteriyel
gelismeyi saptamak amaciyla spektrofotometrede 14 giin siireyle 6lgiim

yapilir.

- Bakteriyel gelisme icin genellikle 4, 27, 30, 37 ve 41 °C'lerdeki
sicakliklar test edilir. Bitki patojeni bakterilerin cogu ve toprak
mikroorganizmalar1 27 + 1 °C'de gelisirlerken, Pseudomonas syringae 4
°C'de, P. aeruginosa 41 °C'de gelisebilirler. Baz1 coryneform grubu tiirlerin

de 27 °C'de 1yi gelismedikleri unutulmamalidir.
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