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�zet : Üzmir Ülindeki toplam 43 �rnek ( 14 deniz suyu, 5 kuyu suyu, 4 dere suyu, 10 midye ve 10
balÝk �rneÛi ) Aeromonas hydrophila' varlÝÛÝ bakÝmÝndan incelenmißtir. 

Zenginleßtirmede, �evresel �rnekler i�in Alkaline Peptone Water (APW), gÝda �rnekleri i�in ise
AmpisilinÕ li Trypticase Soy Broth (TSBA) kullanÝlmÝßtÝr. Üzolasyonda, Ampisilin ve Toluidin maviÕli Dnaz
Agar (DNTA), Aeromonas Agar (AA), Rimler Shotts Agar (RSA), mA Agar ve Aeromonas Medium Base
(AMB) olmak �zere 5 farklÝ se�ici besiyeri denenmißtir. ÜzolatlarÝn identifikasyonu Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology (1984)'e g�re ger�ekleßtirilmiß ve 9 izolat A. hydrophila olarak identifiye
edilmißtir. Bu 9 izolatÝn enterotoksin �retimleri "S�t Emen Fare Deneyi" kullanÝlarak araßtÝrÝlmÝß ve  8
izolatÝn  enterotoksigenik olduklarÝ bulunmußtur.

Anahtar S�zc�kler: Aeromonas hydrophila, AMB, S�t Emen Fare Deneyi

Isolation, Identification and Toxigenic Tests of Aeromonas hydrophila
from Several Sources in Izmir

Abstract : A total of 43 samples (4 sea water, 5 water, 4 river water, 10 oyster and 10 fish samples)
from Izmir were examined for the presence of Aeromonas hydrophila.

Alkaline peptone Water (APW) for the environmental samples and Trypticase Soy Broth with
Ampicillin and Toluidine Blue (TSBA) for the food samples were used for enrichment of the samples.
In isolation, 5 different selective media were used: DNase Agar with Toluidine blue and Ampicillin
(DNTA), Aeromonas Agar (AA), Rimler Shotts Agar (RSA), mA Agar and Aeromonas Mediums Base
(AMB). Identification of the isolates was performed according to BergeyÕs Manual of Determinative
Bacteriology (1984) and 9 isolates were identified as A. hydrophila. The enterotoxin production of 9
isolates was investigated by the suckling mouse assay and 8 of the 9 isolates were found to be
enterotoxigenic.
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Giriß

Aeromonas hydrophila, 1890' da Zimmerman ve 1891'de Sanrelli tarafÝndan orijinal
tanÝmlamasÝ yapÝldÝÛÝndan bu yana su, toprak, insanlar ve hayvanlardan izole edilebilmektedir
(1).

A. hydrophila'nÝn balÝklarda, kurbaÛalarda ve daha bir�ok deÛißik hayvanlarda salgÝnlara
sebep olduÛu uzun zamandan beri bilinmektedir (2), ancak son yÝllarda yapÝlan araßtÝrmalar bu
mikroorganizmanÝn insanlarda da deÛißik enfeksiyonlara neden olduÛunu g�stermektedir (3 -
5). A. hydrophila insanlara su kaynaklarÝndan ve gÝda maddelerinden bulaßmakta, ayrÝca
yaralarÝn kirli su veya toprakla temasÝ sonucu yara enfeksiyonlarÝna ve septisemiye neden
olmaktadÝr. Bundan baßka akut l�semi ve kemik iliÛi hastalÝÛÝ olan ve imm�n sistemleri
baskÝlanmÝß olan kißiler de A. hydrophila ile kolayca enfekte olabilmektedirler (1, 6).

A. hydrophila tatlÝ su ekosistemlerinin yerli florasÝna ait olan ve uygun koßullar altÝnda �abu-
cak �oÛalabilen bir bakteridir. Aeromonas cinsi �yeleri aynÝ zamanda klorlanmÝß ve klorlan-
mamÝß i�me sularÝ, kuyu sularÝ, dereler, deniz sularÝ, ham �amur, ißlenmiß �amur ve aktif �amur,
atÝk su drenaj sistemleri ve y�zme havuzlarÝ gibi sucul �evrelerin yanÝ sÝra etlerde, balÝklarda,
deniz kabuklularÝnda, k�mes hayvanlarÝnda, �iÛ s�t ve s�t �r�nlerinde de bulunabilmektedirler
(1, 3, 6). 

A. hydrophila enterotoksin, sitotoksin ve hemolizin gibi biyolojik olarak aktif ekstrasel�ler
vir�lens fakt�rlere sahiptir. Hareketli Aeromonas'lar tarafÝndan 2 farklÝ hemolizin �retildiÛi
bulunmußtur. Bunlardan bir tanesi optimum 22¼C' ta �retilen α-hemolizin, diÛeri ise optimum
37¼C' ta �retilen β-hemolizin' dir. Aeromonas t�rlerinin enteropatojeniteleri sitotoksik entero-
toksinle ilißkilidir ve enterotoksin �retimi de hemolizin �retimi ile bir baÛÝntÝ g�stermektedir (1,
7, 8).

Gerek primer gerekse sekonder enfeksiyonlara neden olan A. hydrophila ile ilgili detaylÝ
�alÝßmalara gerek duyulduÛu a�ÝktÝr. �zellikle insanlara ve hayvanlara bulaßma kaynaklarÝnÝn iyi
araßtÝrÝlmasÝ ve identifikasyonlarÝnÝn  daha detaylÝ �alÝßÝlmasÝ gerekmektedir. Belirtilen neden-
lerle bu �alÝßmada A. hydrophila sußlarÝnÝn �eßitli kaynaklardan izolasyonu, identifikasyonu ve
toksijenik �zelliklerinin incelenmesi ama�lanmÝßtÝr.

Materyal ve Metot

Ocak 1995-Ocak 1996 tarihleri arasÝnda Üzmir b�lgesinden alÝnan 14 deniz suyu, 4 dere
suyu, 5 kuyu suyu, 10 balÝk (Hamsi, Üstavrit, Mercan, Üskorpit, Kefal, Bakalyora, Barbun,
Sardalya, Palamut, AlabalÝk) ve 10 midye �rneÛi araßtÝrmamÝzÝn temel materyalini
olußturmußtur.

�rneklerin alÝnmasÝ: Su �rnekleri 200 ml 'lik Roux ßißelerinde, y�zeyin 1 m altÝndan alÝnmÝß
ve analiz i�in 2 saat i�inde laboratuvara getirilmißlerdir (9). Midye ve balÝk �rnekleri (9 deniz ve
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1 tatlÝ su balÝÛÝ) Üzmir BalÝk HaliÕnden temin edilmiß ve analiz i�in sadece, balÝklarÝn sindirim
organlarÝ, midyelerin de i� kÝsÝmlarÝ alÝnarak steril, kapalÝ kaplarda 2 saat i�inde laboratuvara
getirilerek incelemeye alÝnmÝßtÝr (10, 11).

Zenginleßtirme ve izolasyon: AlÝnan su �rneklerinin 20 ml'si steril pipetler ile 500 ml' lik
erlenler i�inde bulunan 100 ml' lik steril Alkaline Pepton Water (APW)' a konulmuß ve bir gece
boyunca oda sÝcaklÝÛÝnda ink�basyona bÝrakÝlmÝßtÝr (12). BalÝk ve midye �rnekleri ise steril
blendÝrda par�alanÝp homojenize edildikten sonra 0,1g/10 ml, 10g/10 ml, 10g/50 ml ve
20g/180 ml oranlarÝnda AmpicillinÕli Trypticase Soy Broth ( TSBA )Õa konulmußlar ve 35¡CÕta
24 saat ink�be edilmißlerdir (11). Daha sonra zenginleßtirme brothÕlarÝndan 5 farklÝ se�ici besiy-
erine �izgi ekim yapÝlmÝßtÝr. KullanÝlan besiyerleri sÝrasÝ ile; Rimler - Shotts Agar (13),
Aeromonas Medium Base (14), mA Agar (15), Ampisilin ve Toluidin MaviÕli DNaz Agar (DNTA)
ve Aeromonas Agar (AA)ÕdÝr (1). Bu se�ici besiyerlerinden, 35¡CÕta 24 saat ink�basyondan
sonra, 5Õer adet tipik koloni alÝnmÝß ve �n identifikasyon i�in AH besiyerine
aktarÝlmÝßlardÝr.DNTAÕda �reyen ve etrafÝnda DNA hidrolizinden dolayÝ geniß pembe bir zon
bulunan koloniler, AAÕdaki ksiloz negatif olan koloniler, mAÕda �reyen b�t�n koloniler, RSAÕda
�reyen ve merkezi siyah olmayan sarÝ koloniler ve AMBÕde �reyen merkezi koyu, yeßil renkli
b�t�n koloniler tipik koloni olarak deÛerlendirilmißlerdir.

AH besiyeri; Proteoz pepton, 5g; Maya ekstraktÝ, 3g; Triptone,10g; L-ornitin hidroklorit,
5g; Mannitol, 1g; Ünositol, 10g; Sodyum tiyos�lfat, 0,4g; Ferrik amonyum sitrat, 0,5g; Brom
krezol moru, 0,02g; Agar, 3g (Oxoid); Distile su, 1000 mlÕdir. AH besiyerinde �stte alkali ,
dipte asit �reten, hareketli, H2S (-) ve Ündol (+) olan koloniler kesin identifikasyon i�in
biyokimyasal testlere tabi tutulmußlardÝr (16). Üdentifikasyonda referans suß olarak Üzmir B�lge
HÝfzÝsÝhha Enstit�s�nden elde edilen A. hydrophila ATCC 7996 sußu kullanÝlmÝßtÝr. Üdentifikasy-
on BergeyÕs Manual of Systematic Bacteriology 1984Õe g�re yapÝlmÝß ve bunun i�in toplam 45
biyokimyasal test; Ündol, Esk�lin hidrolizi;KCNÕde b�y�me; L- histidin, L- arginin ve L- arabinoz
kullanÝmÝ; Ünositol; Malonat; mukat; D-tartrat par�alanmasÝ; VP; Glukozdan gaz olußumu;
Sisteinden H2S olußumu; Oksidaz; Nitrat red�ksiyonu, LDC; ODC; ADH; Triptofan deaminaz;
Fenil alanin deaminaz; �reaz; Amilaz; Jelatinaz; DNaz; RNaz; Tvin 80 esteraz; Simon sitrat;
Kristiyansen sitrat; ONPG ve Salisin, S�kroz, Mannitol, Ünositol, Maltoz, Galaktoz, Trehaloz,
Sellobiyoz, Laktoz, Sorbitol, Dulsitol, Ramnoz, Ksiloz, Rafinoz, Adonitol ve Gliserol fermenta-
syonu ger�ekleßtirilmißtir (17). 

Hemolizin Testi: Hemolitik aktivite tayini katÝ ortamda ger�ekleßtirilmißtir. Üzolatlar % 5
insan kÝrmÝzÝ kan h�cresi i�eren Triptik Soya AgarÕa (TSA) �izgi halinde inok�le edilmiß ve
37¼CÕta 72 saat boyunca ink�be edilmißlerdir. Ünk�basyon s�resince petriler her g�n hemolizin
zonu varlÝÛÝ bakÝmÝndan incelenmißlerdir (18, 19).

Enterotoksin �retim Testi: Elde edilen  izolatlarÝn enterotoksin �retimleri "S�t Emen Fare
Deneyi" kullanÝlarak araßtÝrÝlmÝßtÝr. Bu denemede 0,02 ml, % 0,1 Etil viyolet i�eren 100 µl test
s�pernatantlarÝ 3 g�nl�k Albino Üsvi�re Farelerine verilmiß ve 26¡CÕta  3 saat ink�basyondan
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sonra ince ve kalÝn barsaklarÝ �ÝkartÝlarak tartÝlmÝß ve bulunan deÛer kalan v�cut aÛÝrlÝÛÝna oran-
lanmÝßtÝr. 0,08Õin �zerinde �Ýkan oranlar enterotoksin �retimi i�in pozitif sonu� olarak
deÛerlendirilmißtir (9, 11).

Bulgular

Üzolasyon �alÝßma sonu�larÝ: YapÝlan araßtÝrmalar sonunda 4Õ� deniz suyundan, 3Õ� midyel-
erden, 1Õi dere suyundan ve 1Õi de balÝklardan olmak �zere 43 �rnekten toplam 9 A. hydrophi-
la sußu izole edilmißtir. 

Üzolasyonda se�ici besiyeri olarak DNTA, AA, RSA, mA Agar ve AMB kullanÝlmÝßtÝr.
�alÝßmanÝn ilk 3 ayÝ boyunca. bu besiyerlerinin ilk 4Õ�nden etkili bir izolasyon yapÝlamazken
AMBÕde izolasyon yapÝlmÝß ve �alÝßmanÝn sonuna kadar bu ortam se�ici besiyeri olarak
kullanÝlmÝßtÝr. BalÝk ve midye �rneklerinin zenginleßtirilmesinde kullanÝlan dil�syonlardan en iyi
sonu� 10g/50ml ve 20g/180mlÕlik dilusyonlardan alÝnmÝßtÝr. Her �rnek i�in kullanÝlan AMB petri
plaklarÝndan 5Õer adet tipik koloni (toplam 215 koloni) AH besiyerinde �n identifikasyona tabi
tutulmußlar ve bu ortamdaki reaksiyonlarÝna g�re, farklÝ �rneklerden elde edilen 20 izolat
muhtemel A. hydrophila olarak deÛerlendirilmißtir.

Üdentifikasyon sonu�larÝ: Kesin identifikasyon i�in yapÝlan k�lt�rel, mikroskobik ve
biyokimyasal testler sonucunda +2 � deniz suyundan (AU5, AU6, AU11 ve AU12), 3Õ� midyel-
erden (AU17, AU18 ve AU27), 1Õi dere suyundan (AU28) ve 1Õi de balÝklardan (kefal) (AU38)
olmak �zere toplam 9 izolat  A. hydrophila olarak identifiye edilmißtir. A. hydrophila ve
Enterobacteriaceae �yelerinin AH besiyerindeki reaksiyonlarÝ Tablo 1'de g�sterilmektedir.
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Tablo 1. A. hydrophila ve Enterobacteriaceae �yelerinin AH besiyerindeki reaksiyonlarÝ (Kaper, et al.,1979).

�ST DÜP Hareketlilik H2S Ündol

A. hydrophila K A + - +
K.pneumoniae A A - - -
K.oxytoca A A - - +
E.coli K K veya A + veya - - +
Salmonella spp. K veya A K veya A + + -
Enterobacter spp. K veya N K veya N + - -
Proteus spp. K K veya A + + veya - +
Yersinia enterocolitica K veya N K veya N - - + veya -
Citrobacter spp. K A veya N + + -
Serratia spp. N veya K N veya K + - -

K: Alkali reaksiyon, A: Asit reaksiyon



N : Ündikat�r�n tahribinden dolayÝ beyazlatÝlmÝß n�tral renk

+ : % 90 veya daha fazla pozitif

- : % 90 veya daha fazla negatif

Enterotoksin testi: Üdentifikasyonu yapÝlan 9 A. hydrophila sußu hemolizin ve enterotoksin
�retimi bakÝmÝndan incelenmiß ve hepsi de β-hemolizin �retimi a�ÝsÝndan pozitif bulunmußlardÝr.
Üzolatlarda β-hemolizinÕden baßka bir hemolizin �eßidine rastlanmamÝßtÝr. Enterotoksin �retimi
ise AU27 noÕlu izolatta negatif, diÛer b�t�n izolatlarda pozitif olarak g�zlenmißtir (Tablo 2).
EÛer "S�t Emen Fare Deneyi" nde kullanÝlan s�pernatantlar enterotoksin i�eriyorlarsa farelerin
barsaklarÝna sÝvÝ ak�m�lasyonu ger�ekleßmekte ve barsak aÛÝrlÝÛÝ / v�cut aÛÝrlÝÛÝ oranÝ artarak
0,08Õin �zerine �Ýkmakta, enterotoksin i�ermiyorlarsa bu oran d�ß�k kalmaktadÝr (< 0,08).
Enterotoksin testinde pozitif kontrol olarak enterotoksin �rettiÛi bilinen A. hydrophila ATCC
7966 referans sußu, negatif kontrol olarak ta 100 ml steril fizyolojik su  kullanÝlmÝßtÝr. (Tablo
2). Enterotoksin testinin pozitif ve negatif sonu�larÝ Þekil 1Õde g�sterilmektedir.

TartÝßma ve Sonu�

Son yÝllarda A. hydrophila �zerinde yoÛunlaßan ilgiyle beraber bu organizmanÝn potansiyel
kaynaklarÝ da araßtÝrÝlmaya baßlanmÝßtÝr. Bu organizmanÝn tatlÝ sulardan, deniz sularÝndan, klor-
lanmÝß ve klorlanmamÝß i�me sularÝndan, �eßitli deniz kabuklularÝndan, balÝklardan, etlerden,
sebzelerden, �iÛ s�t ve s�t �r�nlerinden, gaitadan ve �eßitli hastalardan izole edilebildiÛine dair
raporlar mevcuttur (4, 6, 10, 20, 21). Bu araßtÝrmada da A. hydrophila izolasyonunun en �ok
bildirildiÛi kaynaklar g�z �n�nde tutularak araßtÝrmanÝn materyali bu y�nde se�ilmiß ve bu
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Üzolat no B.a V.a B.a/V.a

A. hydrophila ATCC 7966 0,54 5,85 0,092

5 0,51 5,80 0,087

6 0,48 5,03 0,095

11 0,52 5,90 0,088

12 0,45 5,12 0,087

17 0,43 4,95 0,086

18 0,45 5,50 0,081

27 0,42 5,29 0,079

28 0,52 6,20 0,083

38 0,50 5,92 0,084

Negatif kontrol 0,32 5,54 0,057

Ba; Barsak aÛÝrlÝÛÝ, Va; V�cut aÛÝrlÝÛÝ.

Tablo 2. Elde edilen 9 A. hydrophila
izolatÝnÝn ve A. hydrophila
ATCC 7966ÕnÝn enterotoksin
�retim test sonu�larÝ.



doÛrultuda yapÝlan araßtÝrmada, 14 deniz suyundan 4Õ�nde (% 28.5), 10 midyeden 3Õ�nde (%
30), 4 dere suyundan 1Õinde (% 25) ve 10 balÝktan 1Õinde (% 10) oranlarÝnda A. hydrophilaÕya
rastlanmÝßtÝr. Ancak araßtÝrma materyalinin bir kÝsmÝnÝ olußturan balÝk ve midye �rneklerinin
sayÝsÝ az olduÛundan ve mikrobiyal y�kleri mevsimlere g�re deÛißiklik g�sterebildiÛinden bu
konuda bir genelleme yapmak hatalÝ olabilir.

Þimdiye kadar A. hydrophilaÕnÝn izolasyonu ile ilgili yapÝlan �alÝßmalarda �ok �eßitli se�ici
besiyerleri kullanÝlmÝß ancak bunlardan hi�birisi genel olarak bir diÛerine g�re �st�n bulun-
mamÝßtÝr (1). YapÝlan araßtÝrmada A. hydrophila izolasyonunda kullanÝlan se�ici besiyerlerinin
�okluÛu ve hi�birisinin genel olarak bir diÛerine �st�n olmadÝÛÝ g�z �n�nde tutularak, �ncelik-
le her tip �rnek i�in uygun olan bir besiyerinin bulunmasÝna �alÝßÝlmÝßtÝr. Bunun i�in nispeten
daha iyi sonu� verdikleri belirtilen 5 farklÝ se�ici besiyeri denenmiß (DNTA, AA, RSA, mA Agar
ve AMB) ve bu besiyerleri i�inde A. hydrophilaÕnÝn izolasyonu i�in en uygun besiyerinin AMB
olduÛu bulunmußtur.
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Þekil 1. a. Enterotoksigenik bir A. hydrophila straininin (6 NoÕlu izolat) k�lt�r s�pernatantÝnÝn yavru farenin barsak-
larÝnda yarattÝÛÝ sÝvÝ ak�m�lasyonu. b. Negatif kontrol olarak kullanÝlan ve k�lt�r s�pernatantÝ yerine steril
su verilmiß olan bir farenin barsak g�r�nt�s�.



Üdentifikasyon i�in yapÝlan biyokimyasal testler sonunda , A. hydrophilaÕnÝn laktoz ve adonitol
negatif bir organizma olduÛunun bildirilmesine raÛmen (1), 27 NoÕlu izolatÝn laktozu ve 28
NoÕlu izolatÝn da adonitol� fermente etme yeteneÛinde olduÛu bulunmußtur.

YapÝlan �alÝßmada izole edilen 9 A. hydrophila izolatÝnÝn enterotoksin �retimlerini test etmek
i�in "Suckling Mouse Assay" kullanÝlmÝß ve 9 A. hydrophila izolatÝndan 8 tanesinin (AU5, AU6,
AU11, AU12, AU17, AU18, AU28 ve AU38) enterotoksigenik olduklarÝ bulunmußtur.

A. hydrophilaÕnÝn en yaygÝn kaynaklarÝnÝn gÝdalar ve sucul �evreler olduÛu bilinmektedir. Bu
kaynaklardan A. hydrophilaÕnÝnsaptanmasÝ ile ilgili rutin testler varsa da bu testler gelißtirilerek
daha pratik hale getirilmelidir. Bu nedenle �ncelikle A. hydrophilaÕnÝn karakterizasyonu ile ilgili
araßtÝrmalara yoÛunluk verilmesi, ayrÝca bu organizmanÝn insanlarda hastalÝk yapma mekaniz-
masÝnÝn anlaßÝlabilmesi i�in vir�lens fakt�rlerinin detaylÝ genetik araßtÝrmalarla ortaya
�ÝkartÝlmasÝ gerekmektedir.
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