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Ozet : izmir llindeki toplam 43 6rnek ( 14 deniz suyu, 5 kuyu suyu, 4 dere suyu, 10 midye ve 10
ballk 6rnegi ) Aeromonas hydrophila’ varlidi bakimindan incelenmistir.

Zenginlestirmede, cevresel Ornekler icin Alkaline Peptone Water (APW), gida &rnekleri igin ise
Ampisilin’ li Trypticase Soy Broth (TSBA) kullanilmistir. izolasyonda, Ampisilin ve Toluidin mavi'li Dnaz
Agar (DNTA), Aeromonas Agar (AA), Rimler Shotts Agar (RSA), mA Agar ve Aeromonas Medium Base
(AMB) olmak tizere 5 farkli segici besiyeri denenmistir. izolatlarin identifikasyonu Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology (1984)'e gére gerceklestirilmis ve 9 izolat A. hydrophila olarak identifiye
edilmigtir. Bu 9 izolatin enterotoksin tretimleri "Stit Emen Fare Deneyi" kullanilarak arastirilmis ve 8
izolatin enterotoksigenik olduklari bulunmustur.

Anahtar SozcikKler: Aeromonas hydrophila, AMB, St 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 Bergey's 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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Giris

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

A. hydrophilanin baliklarda, kurbagalarda ve daha bir¢ok degisik hayvanlarda salginlara
sebep oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir (2), ancak son yillarda yapilan arastirmalar bu
mikroorganizmanin insanlarda da degisik enfeksiyonlara neden oldugunu géstermektedir (3 -
5). A. hydrophila insanlara su Kkaynaklarindan ve gida maddelerinden bulasmakta, ayrica
yaralarin Kirli su veya toprakla temasi sonucu yara enfeksiyonlarina ve septisemiye neden
olmaktadir. Bundan baska akut 10semi ve kemik iligi hastaligi olan ve immun sistemleri
baskilanmis olan Kisiler de A. hydrophila ile kolayca enfekte olabilmektedirler (1, 6).

A. hydrophila tath su ekosistemlerinin yerli florasina ait olan ve uygun kosullar altinda ¢abu-
cak ¢ogdalabilen bir bakteridir. Aeromonas cinsi Uyeleri ayni zamanda klorlanmis ve Klorlan-
mamis igme sulari, kKuyu sulari, dereler, deniz sulari, ham ¢amur, islenmis camur ve aktif camur,
atik su drenaj sistemleri ve ylizme havuzlari gibi sucul ¢evrelerin yani sira etlerde, baliklarda,
deniz kabuklularinda, kiimes hayvanlarinda, ¢ig sut ve sut Urunlerinde de bulunabilmektedirler
(1, 3, 6).

A. hydrophila enterotoksin, sitotoksin ve hemolizin gibi biyolgjik olarak aktif ekstraselller
virilens faktorlere sahiptir. Hareketli Aeromonas'lar tarafindan 2 farkli hemolizin Uretildigi
bulunmustur. Bunlardan bir tanesi optimum 22°C' ta Uretilen a-hemolizin, digeri ise optimum
37°C' ta uretilen B-hemolizin' dir. Aeromonas turlerinin enteropatojeniteleri sitotoksik entero-
toksinle iligkilidir ve enterotoksin Uretimi de hemolizin tretimi ile bir baginti géstermektedir (1,
7, 8).

Gerek primer gerekse sekonder enfeksiyonlara neden olan A. hydrophila ile ilgili detayli
calismalara gerek duyuldugu aciktir. Ozellikle insanlara ve hayvanlara bulasma kaynaklarinin iyi
arastiriimasi ve identifikasyonlarinin daha detayli calisilmasi gerekmektedir. Belirtilen neden-
lerle bu ¢alismada A. hydrophila suglarinin gesitli kaynaklardan izolasyonu, identifikasyonu ve
toksijenik Ozelliklerinin incelenmesi amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

Ocak 1995-Ocak 1996 tarihleri arasinda izmir bolgesinden alinan 14 deniz suyu, 4 dere
suyu, 5 Kuyu suyu, 10 balik (Hamsi, Istavrit, Mercan, Iskorpit, Kefal, Bakalyora, Barbun,
Sardalya, Palamut, Alabalik) ve 10 midye o6rnegdi arastirmamizin temel materyalini
olusturmustur.

OrnekKlerin alinmasi: Su érnekleri 200 ml 'lik Roux siselerinde, yiizeyin 1 m altindan alinmis
ve analiz icin 2 saat icinde laboratuvara getirilmislerdir (9). Midye ve balik 6rnekleri (9 deniz ve
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1 tath su baligi) izmir Balik Hali'nden temin edilmis ve analiz icin sadece, baliklarin sindirim
organlari, midyelerin de i¢ kisimlar! alinarak steril, kapall kaplarda 2 saat i¢inde laboratuvara
getirilerek incelemeye alinmistir (10, 11).

Zenginlestirme ve izolasyon: Alinan su érneklerinin 20 ml'si steril pipetler ile 500 ml' lik
erlenler i¢inde bulunan 100 ml' lik steril Alkaline Pepton Water (APW)' a konulmus ve bir gece
boyunca oda sicakhginda inkibasyona birakilmistir (12). Balik ve midye ornekKleri ise steril
blendirda parcalanip homaojenize edildikten sonra 0,1g/10 ml, 10g/10 ml, 10g/50 ml ve
20g/180 ml oranlarinda Ampicillin’li Trypticase Soy Broth ( TSBA )’a konulmuglar ve 35°C'ta
24 saat inkibe edilmiglerdir (11). Daha sonra zenginlestirme broth’larindan 5 farkli segici besiy-
erine cizgi ekim yapilmigtir. Kullanilan besiyerleri sirasi ile; Rimler - Shotts Agar (13),
Aeromonas Medium Base (14), mA Agar (15), Ampisilin ve Toluidin Mavi'li DNaz Agar (DNTA)
ve Aeromonas Agar (AA)'dir (1). Bu secici besiyerlerinden, 35°C'ta 24 saat inklibasyondan
sonra, 5'er adet tipik Kkoloni alinmis ve ©On identifikasyon icin AH besiyerine
aktariimiglardir.DNTA'da Ureyen ve etrafinda DNA hidrolizinden dolayr genis pembe bir zon
bulunan Koloniler, AA’daki ksiloz negatif olan koloniler, mA’'da Ureyen butun koloniler, RSA'da
Ureyen ve merkezi siyah olmayan sari koloniler ve AMB’de Ureyen merkezi koyu, yesil renkli
bitin Koloniler tipik koloni olarak degerlendirilmiglerdir.

AH besiyeri; Proteoz pepton, 5g; Maya ekstrakti, 3g; Triptone,10g; L-ornitin hidroklorit,
5g; Mannitol, 1g; Inositol, 10g; Sodyum tiyosiilfat, 0,4g; Ferrik amonyum sitrat, 0,5g; Brom
krezol moru, 0,02g; Agar, 3g (Oxoid); Distile su, 1000 ml'dir. AH besiyerinde Ustte alkali ,
dipte asit Ureten, hareketli, H2S (-) ve indol (+) olan Koloniler kesin identifikasyon icin
biyokimyasal testlere tabi tutulmuslardir (16). identifikasyonda referans sus olarak izmir Bélge
Hifzisinha Enstitiisinden elde edilen A. hydrophila ATCC 7996 susu kullanilmistir. identifikasy-
on Bergey's Manual of Systematic Bacteriology 1984’e gore yapilmis ve bunun igin toplam 45
biyokimyasal test; indol, Eskiilin hidrolizi;KCN'de bilyiime; L- histidin, L- arginin ve L- arabinoz
kullanimi; inositol; Malonat; mukat; D-tartrat parcalanmasi; VP; Glukozdan gaz olusumu;
Sisteinden H2S olusumu; Oksidaz; Nitrat rediksiyonu, LDC; ODC; ADH; Triptofan deaminaz;
Fenil alanin deaminaz; Ureaz; Amilaz; Jelatinaz; DNaz; RNaz; Tvin 80 esteraz; Simon sitrat;
Kristiyansen sitrat; ONPG ve Salisin, Siikroz, Mannitol, inositol, Maltoz, Galaktoz, Trehaloz,
Sellobiyoz, Laktoz, Sorbitol, Dulsitol, Ramnoz, Ksiloz, Rafinoz, Adonitol ve Gliserol fermenta-
syonu gerceklestirilmistir (17).

Hemolizin Testi: Hemolitik aktivite tayini kati ortamda gerceklestirilmistir. izolatlar % 5
insan kirmizi kan hicresi iceren Triptik Soya Agar’a (TSA) c¢izgi halinde inokile edilmis ve
37°C'ta 72 saat boyunca inkiibe edilmislerdir. inkibasyon siiresince petriler her giin hemolizin
zonu varligi bakimindan incelenmislerdir (18, 19).

Enterotoksin Uretim Testi: Elde edilen izolatlarin enterotoksin tretimleri "Siit Emen Fare
Deneyi” kullanilarak arastirilmistir. Bu denemede 0,02 ml, 9% 0,1 Etil viyolet iceren 100 pl test
slipernatantlari 3 gunliik Albino Isvicre Farelerine verilmis ve 26°C'ta 3 saat inkiibasyondan
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sonra ince ve kalin barsaklari ¢ikartilarak tartilmis ve bulunan deger kalan vicut agirligina oran-
lanmigtir. 0,08'in Uzerinde ¢ikan oranlar enterotoksin uretimi icin pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmistir (9, 11).

Bulgular

izolasyon calisma sonuglari: Yapilan arastirmalar sonunda 4'ti deniz suyundan, 3'ii midyel-
erden, 1'i dere suyundan ve 1'i de baliklardan olmak Uzere 43 6rnekten toplam 9 A. hydrophi-
la susu izole edilmigtir.

izolasyonda secici besiyeri olarak DNTA, AA, RSA, mA Agar ve AMB kullanimigtir.
Cahsmanin ilk 3 ayr boyunca. bu besiyerlerinin ilk 4’inden etkili bir izolasyon yapilamazken
AMB'de izolasyon yapilmis ve c¢alismanin sonuna kadar bu ortam segici besiyeri olarak
Kullanilmistir. Balik ve midye érneklerinin zenginlestirilmesinde kullanilan dilisyonlardan en iyi
sonug 10g/50ml ve 20g/180ml’lik dilusyonlardan alinmigtir. Her érnek icin kullanilan AMB petri
plaklarindan S’er adet tipik koloni (toplam 215 koloni) AH besiyerinde 6n identifikasyona tabi
tutulmuslar ve bu ortamdaki reaksiyonlarina gore, farkli drneklerden elde edilen 20 izolat
muhtemel A. hydrophila olarak degerlendirilmistir.

identifikasyon sonuglari: Kesin identifikasyon icin yapilan kiiltirel, mikroskobik ve
biyokimyasal testler sonucunda +2 0 deniz suyundan (AUS, AUG, AU11 ve AU12), 30 midyel-
erden (AU17, AU18 ve AU27), 1'i dere suyundan (AU28) ve 1'i de baliklardan (kefal) (AU38)
olmak Uzere toplam 9 izolat A. hydrophila olarak identifiye edilmistir. A. hydrophila ve
Enterobacteriaceae Uyelerinin AH besiyerindeki reaksiyonlari Tablo 1'de gosterilmektedir.

Tablo 1. A. hydrophila ve Enterobacteriaceae Uyelerinin AH besiyerindeki reaksiyonlari (Kaper, et al.,1979).
UsT DiP Hareketlilik H2S indol

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 Kveya N +

Proteus spp. K K veya A + + veya - +

Yersinia enterocolitica K veya N Kveya N - - + veya -

Citrobacter spp. K A veya N + +

Serratia spp. N veya K N veya K + -

K: Alkali reaksiyon, A: Asit reaksiyon
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N : Indikatorin tahribinden dolayi beyazlatiimis nétral renk
+ : 9% 90 veya daha fazla pozitif
- 9% 90 veya daha fazla negatif

Enterotoksin testi: identifikasyonu yapilan 9 A. hydrophila susu hemolizin ve enterotoksin
Uretimi bakimindan incelenmis ve hepsi de 3-hemolizin Uretimi agisindan pozitif bulunmuglardir.
izolatlarda B-hemolizin'den baska bir hemolizin cesidine rastlanmarmistir. Enterotoksin tretimi
ise AU27 no'lu izolatta negatif, dier bltln izolatlarda pozitif olarak gézlenmistir (Tablo 2).
Eger "Sut Emen Fare Deneyi” nde kullanilan stpernatantlar enterotoksin iceriyorlarsa farelerin
barsaklarina sivi akiimilasyonu gerceklesmekte ve barsak agirligi / vicut agirigi orani artarak
0,08'in Uzerine ¢ikmakta, enterotoksin icermiyorlarsa bu oran disik kalmaktadir (< 0,08).
Enterotoksin testinde pozitif kontrol olarak enterotoksin Urettigi bilinen A. hydrophila ATCC
7966 referans susu, negatif kontrol olarak ta 100 ml steril fizyolojik su Kullanilmigtir. (Tablo
2). Enterotoksin testinin pozitif ve negatif sonuglari Sekil 1'de gosterilmektedir.

Tartisma ve Sonug

Son yillarda A. hydrophila GUzerinde yogunlasan ilgiyle beraber bu organizmanin potansiyel
kaynaklari da aragstiriimaya baslanmigtir. Bu organizmanin tatl sulardan, deniz sularindan, klor-
lanmig ve klorlanmamis icme sularindan, ¢esitli deniz kabuklularindan, baliklardan, etlerden,
sebzelerden, ¢ig sut ve sit Urlnlerinden, gaitadan ve gesitli hastalardan izole edilebildigine dair
raporlar mevcuttur (4, 6, 10, 20, 21). Bu arastirmada da A. hydrophila izolasyonunun en ¢ok
bildirildigi kaynaklar géz 6nlnde tutularak arastirmanin materyali bu yénde secilmis ve bu

Tablo 2. Elde edilen 9 A. hydrophila

fzolat no Ba va Bav.a izolatinin ve A. hydrophila
A. hydrophila ATCC 7966 0,54 5,85 0,092 ATCC /966N enterotoksin
Uretim test sonuclarl.
5 0,51 5,80 0,087
6 0,48 5,03 0,095
1 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 agirhigi, Va; Vicut agirhigi.
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Sekil 1.a.  Enterotoksigenik bir A. hydrophila straininin (6 No'lu izolat) kultir supernatantinin yavru farenin barsak-
larinda yarattigr sivi akimulasyonu. b. Negatif kontrol olarak kullanilan ve kultlr supernatanti yerine steril
su verilmis olan bir farenin barsak goruntusu.

dogrultuda yapilan arastirmada, 14 deniz suyundan 4’inde (% 28.5), 10 midyeden 3'inde (%
30), 4 dere suyundan 1’inde (% 25) ve 10 baliktan 1'inde (% 10) oranlarinda A. hydrophila'ya
rastlanmistir. Ancak arastirma materyalinin bir kismini olusturan balik ve midye ¢rneklerinin
sayisl az oldugundan ve mikrobiyal ylkleri mevsimlere gore degisiklik gosterebildiginden bu
konuda bir genelleme yapmak hatali olabilir.

Simdiye kadar A. hydrophilanin izolasyonu ile ilgili yapilan calismalarda cok gesitli segici
besiyerleri kullaniimis ancak bunlardan higbirisi genel olarak bir digerine gore Ustin bulun-
mamigtir (1). Yapilan arastirmada A. hydrophila izolasyonunda kullanilan segici besiyerlerinin
coklugu ve hicbirisinin genel olarak bir digerine Ustiin olmadidi géz 6niinde tutularak, éncelik-
le her tip 6rnek i¢in uygun olan bir besiyerinin bulunmasina ¢alisilmistir. Bunun igin nispeten
daha iyi sonug verdikleri belirtilen 5 farkli secici besiyeri denenmis (DNTA, AA, RSA, mA Agar
ve AMB) ve bu besiyerleri i¢inde A. hydrophilanin izolasyonu icin en uygun besiyerinin AMB
oldugu bulunmustur.
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identifikasyon icin yapilan biyokimyasal testler sonunda , A. hydrophilanin laktoz ve adonitol
negatif bir organizma oldugunun bildirilmesine ragmen (1), 27 No'lu izolatin laktozu ve 28
No'lu izolatin da adonitoll fermente etme yeteneginde oldugu bulunmustur.

Yapilan ¢alismada izole edilen 9 A. hydrophila izolatinin enterotoksin tretimlerini test etmek
icin "Suckling Mouse Assay" kullaniimis ve 9 A. hydrophila izolatindan 8 tanesinin (AUS, AUG,
AU11, AU12, AU17, AU18, AU28 ve AU38) enterotoksigenik olduklari bulunmustur.

A. hydrophilanin en yaygin kaynaklarinin gidalar ve sucul ¢evreler oldugu bilinmektedir. Bu
kaynaklardan A. hydrophila ninsaptanmasi ile ilgili rutin testler varsa da bu testler gelistirilerek
daha pratik hale getirilmelidir. Bu nedenle &ncelikle A. hydrophila'nin karakterizasyonu ile ilgili
arastirmalara yogunluk verilmesi, ayrica bu organizmanin insanlarda hastalik yapma mekaniz-
masinin anlagilabilmesi icin virllens faktorlerinin detayli genetik arastirmalarla ortaya
cikartiimasi gerekmektedir.
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