ISSN 2757-5543 GUFFD 2. Cilt (1): 13-23 (2021) DOI: 10.5281/zenod0.4843082

Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Dergisi
http://sci-fac-j.gazi.edu.tr/

Baliktan izole Edilen Hareketli Aeromonas Tiirlerinin Bazi Ekstraselliiler
Enzimlerinin Belirlenmesi

Fatma Ozdemir™ ', Seza Arslan
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, 14030, Bolu, Tiirkiye

One Cikanlar

« Baliklardan izole edilen hareketli Aeromonas tiirlerinin bazi ekstraselliiler enzimleri incelenmistir.

« Hareketli Aeromonas izolatlarinda ekstraselliiler enzimleri kodlayan genlerin varligi PZR teknigi ile tespit edilmistir.
« A. hydrophila izolatlarinin tamaminin (%2100) eprCAl, ser ve lip enzim genlerini tasidig: ortaya ¢ikarilmugtir.

» Hareketli Aeromonas izolatlari en az bir veya daha fazla ekstraselliiler enzim geni i¢in pozitif bulunmugtur.

Makale Bilgileri Ozet

Aeromonas tiirleri yaygin olarak ¢evrede ozellikle deniz ve taze su kaynaklarinda bulunmakta, balik ve deniz
Gelis: 01.03.2021 tirtinlerini siklikla kontamine etmektedir. Bu tiirler insanlarda ve baliklarda enfeksiyon etkeni olan firsat¢
Kabul: 31.03.2021 patojenler olarak kabul edilmektedir. /nsanlarda gastrointestinal, ekstraintestinal ve yara infeksiyonlarina

neden olur. Bu calismada, acik halk pazart ve marketlerden temin edilen balik érneklerinden elde edilen
hareketli Aeromonas tiirlerinde bazi ekstraselliiler enzim genlerinin varligimin belirlenmesi amaglanmugtir.
Anahtar Kelimeler Calismada 8 A. hydrophila, 19 A. caviae ve 9 A. veronii biovar sobria olmak iizere toplam 36 hareketli
Aeromonas izolatinda Sicaklik-duyarli proteaz (eprCAI), serin proteaz (ser), elastaz (ela) ve lipaz (lip)
genlerinin varhg PZR teknigi ile arastirlmigtir. Izolatlarin 8’i (%22,2) eprCAl, 32°si (%88,9) ser, 23ii
spp., (%63,9) ela ve 1_7 ’si (%47,2) |i;_7 geni igin porzitif bulunmustur. A. hydrophila izolatlarinin hepsinde (%100)
Ekstraselliiler enzimler, eprCAl, ser ve lip enzim genlerinin tasindig: saptanmistir. A. veronii bv sobria izolatlarinin tamaminda ser
Balik gen bolgesi pozitif bulunmustur. Ancak bu izolatlarin higbirinin eprCAI ve lip enzim genlerini tasimadig
belirlenmigstir. Bu ¢aliyma sonuglari, balik 6rneklerinden izole edilen hareketli Aeromonas tiirlerinde en az
bir veya daha fazla ekstraselliiler enzim kodlayan genlerin varligini gostermistir. Virulans ve gidanin
bozulmasi ile iliskili ekstraselliiler enzimleri salgilayan hareketli Aeromonas izolatlarimin gidada variigi,
gida hijyeni ve giivenligi agisindan sorun olugturabilir.

Hareketli Aeromonas

Detection of Some Extracellular Enzymes of Motile Aeromonas Species Isolated from Fish

Highlights

* Some extracellular enzymes of motile Aeromonas species isolated from fish were examined.

« Presence of genes encoding extracellular enzymes in motile Aeromonas isolates was detected by the PCR technique.
« It was found that all A. hyrdophila isolates (100%) harbored eprCAl, ser ve lip enzyme genes.

» Motile Aeromonas isolates were found to be positive for at least one or more extracellular enzyme genes.

IS A SIITAAYd NS
|SALISHININQIZ YD

Article Info Abstract

Aeromonas species are found in the environment, especially in marine and fresh water sources, and frequently
contaminate fish and sea products. These species are opportunistic pathogens that are infectious agents in
Received: 01.03.2021 humans and fishes. They cause gastrointestinal, extraintestinal and wound infections in humans. The aim of
Accepted: 31.03.2021 this study was to detect the presence of some extracellular enzyme genes in motile Aeromonas species which
were isolated from fish obtained from open public bazaars and supermarkets. Presence of the temperature-
sensitive protease (eprCAl), serine protease (ser) and lipase (lip)genes in the 36 motile Aeromonas isolates

Keywords (8 A. hydrophila, 19 A. caviae ve 9 A. veronii biovar sobria) was investigated using PCR in this study. Eight
Motile Aeromonas spp., (22.2%) of the isolates were positive for eprCAl, 32 (88.9%) for ser, 23 (63.9%) for ela and 17 (47.2%) for
Extracellular enzymes, the lip gene. All A. hydrophila isolates carried the eprCAl, ser and lip genes. All A. veronii bv sobria isolates
Fish were positive for the ser gene. However, none of these isolates carried the eprCAI and lip. The results of this

study showed that motile Aeromonas species from fish had at least one or more genes encoding extracellular
enzymes. The presence of motile Aeromonas isolates producing extracellular enzymes associated with
virulence and food spoilage in food may pose a problem in terms of food hygiene and safety.
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1. GIRIS

Aeromonas cinsi bakteriler Gram negatif, oksidaz ve katalaz pozitif fakiiltatif aerobtur. Aeromonas tiirleri
0- 42°C gibi ¢ok genis bir sicaklik araliginda ve pH 4,5- 9 arasinda tireyebilmektedir [1, 2]. Aeromonas
tirleri dogada ozellikle deniz, tatli su ve sucul organizmalarda yaygin olarak bulunmaktadir. Ayrica
Aeromonas, atik sularda, toprak ve gidada da bulunabilir [2]. Aeromonas’in et, balik, kabuklu deniz
tirlinleri, siit tiriinleri, taze sebze ve meyve gibi ¢esitli gidalardan izole edildigi bildirilmistir [3-9]. Bununla
birlikte, Aeromonas tiirleri ile ilgili birka¢c gida kaynakli salgin bildirilmistir [10-14]. Gidalarda
Aeromonas’in gelismesinde sicaklik, pH ve tuzluluk gibi faktorler etkilidir [15]. Cig balik ve et iriinleri
gibi gidalarda tuz (sodyum klortir) yaygin koruyucu olarak kullanilmaktadir. Ancak Aeromonas %4’e kadar
tuz konsantrasyonu igerisinde biiyiliyebilmektedir [16, 17]. Buzdolab1 sicakliginda iireyebilme yetenegine
sahip olan hareketli Aeromonas tiirlerinin sogukta muhafaza edilen balik ve et iriinlerinde canli kalarak

cogalabilmesi gidalarin bozulmasi ve gida kaynakli hastaliklar agisindan 6nemli risk olusturmaktadir [16-
18].

Aeromonas tiirleri arasinda Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae ve Aeromonas sobria hareketlidir.
Bu tiirler en iyi 35-37°C’de gelisen mezofilik bakteriler olduklarindan insanlar, baliklar ve diger gesitli
hayvanlar i¢in firsat¢1 patojenlerdir [2, 15]. Aeromonas’in insanlarda baslica iki tip gastroenterite yol agtigi
bilinmektedir. Birincisi, kolera tipinde olup diyare ve hafif ates tablosu eslik eder. Ikincisi ise dizanteri tipi
olarak bilinen kanli ve mukuslu ishal ile seyreden bir bagirsak enfeksiyonudur [2, 19]. Aeromonas
suslarinin hem ishalli hem de ishalli olmayan bireylerin diskilarindan izole edildigi bildirilmistir [20].
Aeromonas kokenli gastroenterit her yasta goriilebilmekle beraber, 6zellikle 2 yasin altindaki kiigiik
cocuklarda ve 50 yasin lizerindeki kisilerde daha sik karsilasilan bir hastaliktir [19, 21]. A. hydrophila, A.
caviae ve A. sobria insanlarda gastrointestinal enfeksiyonlarinin yani sira, yamusak doku enfeksiyonlart,
hemolitik {iremik sendrom, septisemi, endokardit, menenjit, pnemoni, artrit, peritonit, gz enfeksiyonlari
ve osteomiyelit gibi ¢esitli hastaliklara neden olurlar [2, 18].

Su Uriinleri yetistiriciliginde baliklarda oldukea sik rastlanilan patojenler arasinda en ¢ok izole edilen tiirler
Aeromonas cinsine ait olanlardir. Hareketli Aeromonas tiirleri arasinda yer alan A. hydrophila, A. sobria ve
A. caviae onemli balik patojenleri olarak kabul edilmekte olup, hareketli Aeromonas septisemisi olarak
bilinen hemorajik septisemiye neden olurlar. Enfekte olmus baliklarin yiizgeg diplerinde, karin altinda, agiz
bolgesinde, alt ¢cenede, aniis etrafinda kizariklik ve hemorajik alanlar goriiliir. Viicutta cesitli derinlikte
iilseratif lezyonlar ortaya g¢ikabilir. Yiiksek 6liim oranlari ile sonuglanan ¢esitli enfeksiyonlara yol acarlar
[22, 23]. Hareketli Aeromonas tiirlerinin baliklara bulagmasi su ve temas yoluyla olup, kiiltiir baliklarinda
enfeksiyonlarin yayilma riski daha fazladir. Bu enfeksiyonlar sonucunda balik¢ilik ve su iriinleri
yetistiriciligi sektoriinde 6nemli ekonomik kayiplar olusmaktadir [17, 21].

Aeromonas’m konakta hastalik yapma yetenekleri ¢ok karmasiktir ve birgok faktor bu mikroorganizmanin
konak hiicrelerin igine girmesini saglayarak hastalik olusturabilmesinde rol alir [2, 24]. Aeromonas,
ekstraselliiler enzimler, sitotoksinler ve biyolojik olarak aktif molekiiller gibi ¢ok sayida virulans faktorii
retir [2, 25-27]. Proteaz, lipaz, elastaz, amilaz, deoksiriboniikleaz, lesitinaz, kitinaz, niikleaz ve jelatinaz
dahil olmak lizere gesitli ekstraselliiler enzimler Aeromonas tarafindan iiretilir. Bu enzimler Aeromonas’in
ekolojisi, hayatta kalma ve patojenitesi agisindan 6nemlidir [2, 28-30]. Aeromonas’in virulansi tiirden tiire
ve sustan susa varyasyonlar gostermektedir [2]. Aeromonas tiirleri ii¢ degisik proteaz enzimi
salgilamaktadir. Bunlardan biri 1s1ya dayaniksiz serin proteaz ve diger ikisi ise metallo proteaz enzimleridir.
Metallo proteazlardan biri 1siya dayanikli etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) duyarli digeri ise 1siya
dayanikli EDTA kararlidir [31]. Aeromonas tiirleri, molekiil kiitlesi 68 kDa ve 38 kDa olan 1s1ya dayaniksiz
ve 1stya dayanikli proteaz enzimi lretir [32-34]. Ayrica, A. hydrophila ve A. caviae tiirlerinde agirhig
yaklasik 19 kDa olan bir metallo proteaz tespit edilmistir [34-36]. Baz1 caligmalar, A. hydrophila, A. sobria
ve A. caviae’nin hiicre dis1 serin proteazlari ve metallo proteazlari salgiladigini bildirmistir [37-41].
Aeromonas tarafindan iiretilen proteazlar, dogustan gelen konukgu savunmalarini ve hiicre biiylimesi
tizerindeki besin tedarikini dnleyerek enfeksiyonun istilasinda ve yerlesmesinde kritik bir rol oynar [25, 33,
34, 37]. Ayrica proteazlar, Aeromonas’in birgok farkli ortama uyum saglamasina izin veren ve diger
organizmalarla ekolojik etkilesimleri destekleyen ¢ok yonlii metabolik kapasiteye katkida bulunur [29, 34,
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42]. Elastaz, Aeromonas’in patogenezinde 6nemli bir virulans faktdr olan bir ¢inko metallo proteazdir [25].
Bu metallo-elastaz ditiyotreitol tarafindan inhibe edildiginde optimum aktivitenin goérildigii pH degeri 8
olarak bulunmustur [33]. Lipaz, Aeromonas tiirlerinin bir diger 6nemli viriilans faktori olarak kabul edilir.
Konagin sitoplazmik zarmin yapisinin degistirilmesinde ve bdylece etkenin patojenitesinin giiglenmesinde
etkili olur [43]. Konakg¢1 dokuyu kolonize etmelerine ve dokunun nekrozuna yardimer olur [25]. Literatiirde
birgok ¢aligma hareketli Aeromonas tiirlerinde sicaklik-duyarli proteaz (eprCAl), serin proteaz (ser), elastaz
(ela) ve lipaz (lip) dahil olmak lizere ¢esitli ekstraselliiler enzim genlerinin varligini bildirmistir [7, 24, 44-
47].

Balik protein agisindan oldukga zengin bir gida olup, genellikle saglikli ve dengeli beslenmede ayr1 bir
oneme sahiptir. Tiim diinyada insanlar tarafindan tiiketilmek {izere yaygin olarak tercih edilmektedir.
Patojenlerle, ozellikle Aeromonas tiirleri ile kontamine olmus balik ve su {iriinlerinin tiiketimi, insanda
gastrointestinal enfeksiyonlar gibi gesitli enfeksiyonlarin nedeni olabilir. Aeromonas ayrica en 6nemli balik
patojeni olarak kabul edilmektedir. Aeromonas tarafindan salgilanan proteaz ve lipaz gibi ekstraselliiler
enzimler, Aeromonas’in patogenezinde ve baliklarin bozulmasinda énemli bir rol oynayabilir [10, 16, 18].
Bu nedenle, bu ¢alisma tath su balig1 olan alabalik (Oncorhynchus mykiss) orneklerinden izole edilen
hareketli Aeromonas tiirlerinde sicaklik-duyarli proteaz (eprCAl), serin proteaz (ser), elastaz (ela) ve lipaz
(lip) gibi virulans ve gidalarin bozulmasi ile iligkili gesitli ekstraselliiler enzimleri kodlayan genlerin
varligini aragtirmay1 amaglamastir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Bakteri izolatlar

Bolu ilinde market ve agik halk pazarlarinda satisa sunulan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
orneklerinden izole edilen toplam 36 hareketli Aeromonas izolati [48] bu ¢alisma kapsamina alinmistir. Bu
izolatlarin 8’1 A. hyrophila, 19°u A. caviae ve 9’u A. veronii bv. sobria’ dir. Gliserol igeren Brain Heart
Infusion (BHI) broth i¢inde -80°C’ de saklanan izolatlar yine ayni besiyeri ortamina aktiflestirilmek tizere
ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrast BHI broth kiiltiirlerinden
bir 6ze dolusu alinarak BHI agar besiyerine ¢izgi ekimleri yapilmis ve 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmaistir.

2.2. DNA izolasyonu

Alabalik 6rneklerinden elde edilen hareketli Aeromonas izolatlarinin genomik DNA’s1 setil trimetil
amonyum bromiir (CTAB) ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilmistir [49]. Gelistirilen saf bakteri
kiiltiiriinden bir 6ze dolusu alinarak 5 mL BHI broth iceren tiiplere inokiile edilmistir. Bu bakteri
stispansiyonlarini igeren sivi besiyerleri 37°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra bu bakteri siispansiyonlari
1.5 mL’lik steril ependorf tiiplerine alinarak santrifiij edilmistir. Elde edilen pelet 567 uL TE tamponunda
(10 mM Tris, 1 mM EDTA,) siispanse hale getirilmistir. Daha sonra 30 uL sodyum dodesil siilfat (SDS)
(%10) ve 3 puL proteinaz K (20 mg / mL) eklenerek 37° C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Karigima
100 uL NaCl (5M) ilave edildikten sonra, 80 uL setil trimetil amonyum bromiir ilave edilmistir. 65° C’de
10 dakika inkiibe edilmistir. Tiplere esit hacimde kloroform/izoamil alkol (24:1) ¢ozeltisi eklenmistir.
Santrifiij sonrasi, silipernatant yeni bir tipe aktarilmig ve 25:24:1 oraninda hazirlanmig
fenol/kloroform/izoamilalkol esit miktarda eklenmistir. Santrifiij isleminden sonra DNA, izopropanol ile
cokeltilmis ve %70’lik etanol ile yikanmistir. Son olarak, pelet DNA 100 uL TE tamponu igerisinde
¢Oziindiirilmiistiir.

2.3. Ekstraselliiler Enzimleri Kodlayan Genlerin Belirlenmesi
Bu ¢alismada, Aeromonas izolatlarinda ekstraselliiler enzimleri kodlayan genlerin varligi polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) metodu ile tespit edilmistir. Hareketli Aeromonas izolatlarinin bazi ekstraselliiler enzim
genlerinin varligini arastirmak i¢in daha 6nce tanimlanan primer ciftleri kullanilmustir [41, 44, 50]. Cizelge
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1°de ekstraselliiler enzim gen amplikasyonu i¢in kullanilan ve daha 6nce tanimlanmig primer dizileri ile
beklenen PZR iirtinlerinin biiyiikliikleri belirtilmistir.

Cizelge 1. Ektraselliiler enzimleri kodlayan genlerin arastirilmasinda kullantlan primerler

Gen Primer Oligoniikleotid dizileri (5'-3") Uriin Kaynaklar
uzunlugu (baz
cifti)
eprCAl eprCAIF GCTCGACGCCCAGCTCACC 387 [49]
eprCAIR GGCTCACCGCATTGGATTCG
ser Ser-F ACGGAGTGCGTTCTTCCTACTCCAG 211 [41]
Ser-R CCGTTCATCACACCGTTGTAGTCG
ela Ela-F ACACGGTCAAGGAGATCAAC 513 [44]
Ela-R CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG
lip Lip-F ATCTTCTCCGACTGGTTCGG 382 [44]
Lip-R CCGTGCCAGGACTGGGTCTT

Bu ¢alismada her bir enzim genine iliskin PZR reaksiyon bilesenleri Cizelge 2°de gosterilmistir.

Cizelge 2. Kullanilan PZR reaksiyon bilesen konsantrasyonu ve miktari

Ekstraselliiler enzim genleri

PZR bilesenleri eprCAl (Sicaklik-  ser (Serin ela (Elastaz) lip (Lipaz)
duyarl proteaz) proteaz)

PZR tamponu 10X (500mM KCI, 100mM Tris-HCI pH 9,1, 0,1%, Triton X-100)

MgCl, (mM) 4 4 4 4

dNTP (mM) 0,2 0,2 0,2 0,2

Primers (pmol) 1,5 uM 1 uM 1 uM 1 uM

Tag DNA polimeraz (U) 1,5 1,5 15 15

Kalip DNA (uL) 5 3 3 3

PZR grade su (uL) 31,7 34,7 34,7 34,7

Toplam (pL) 50 50 50 50

Sicaklik-duyarlt proteaz (eprCAl ) geninin amplikasyonu 94°C’de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu
takiben 30 dongii olmak tlizere, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 60°C’de 30 saniye primer baglanmasi ve
72°C’de 1 dakika uzama ve en son 72°C’de 10 dakika son uzama olacak sekilde yapilmustir.

Serin proteaz (ser) geni i¢in reaksiyon kosullar1 94°C’de 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu takiben 30
dongii olmak tlizere, denatiirasyon 94°C’de 1 dakika, primer yapismasi 64°C’de 30 saniye, uzama 72°C’de
30 saniye ve son uzama 72°C’de 5 dakika olacak sekilde yapilmistir.

Elastaz (ela) ve lipaz (lip) genleri i¢in reaksiyon kosullar1 95°C’de 5 dakika ilk denatiirasyonu takiben 25
dongii 95°C’de 25 saniye denatiirasyon, 55°C’de 30 saniye primer yapismasi, 72°C’de 1 dakika uzama ve
72°C’de 5 dakika son uzama olacak sekilde gergeklestirilmistir.

PZR reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen triinler %1,5 agaroz jelde 80 volt’da 45 dakika boyunca
elektroforez cihazinda yiiriitiildiikten sonra UV jel dokiimantasyon sistemi (DNR Minilumi Bio-imaging
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Systems, Jerusalem, Israel) kullanilarak gériintiilenmistir. Molekiiler biiyiikliik belirteci olarak 100 b¢ DNA
ladder (Vivantis) kullanilmistir. Bu ¢alismada, A. hydrophila ATCC 7966 susu ekstraselliller enzim
genlerinin saptanmasi i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3. BULGULAR

Bu ¢alismada, hareketli Aeromonas tiirlerinde sicaklik-duyarl proteaz (eprCAl), serin proteaz (ser), elastaz
(ela) ve lipaz (lip) gibi ekstraselliiler enzimleri kodlayan genlerin varlig1 tespit edilmistir. Ekstraselliiler
enzimlere ait gen bolgeleri PZR ile ¢ogaltilmistir. PZR reaksiyonu sonrasi ekstraselliiler enzimleri kodlayan
genleri tasiyan Aeromonas tiirleri arasindan temsilen segilen izolatlarmn jel resmi Sekil 1°de g6sterilmistir.

16901 12013 M

Sekil 1. Ekstraselliiler enzim geni tagiyan Aeromonas izolatlarina ait agaroz jel gortintiisii. Hat M;
Molekiiler agirlik standardi (100 bg, Vivantis), Hat 1, 5, 8, 10; Pozitif kontrol (A. hydrophila ATCC
7966), Hat 2, 3, 4; A. hydrophila, A. caviae ve A. veronii bv sobria, Hat 6, 7; A. hydrophila ve A. caviae,
Hat 9; A. hydrophila, Hat 11, 12, 13; A. hydrophila, A.caviae, ve A. veronii bv sobria izolatlar

Bu caligma sonucunda, 36 hareketli Aeromonas izolat1 arasinda eprCAl, ser, ela ve lip ekstraselliiler enzim
gen varliginin dagilim Cizelge 3’te gosterilmistir.

Cizelge 3. Alabalik drneklerinden tamimlanan 36 hareketli Aeromonas izolatinda ekstraselliiler enzim
genlerinin varlig

Genler Pozitif izolat sayist Gen siklig1 (%)
Sicaklik-duyarli proteaz (eprCAl) 8 22,2
Serin proteaz (ser) 32 88,9
Elastaz (ela) 23 63,9
Lipaz (lip) 17 47,2
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Aeromonas izolatlarimin en fazla ser genine (%88,9), en az ise eprCAIl genine sahip oldugu (%22,2)
bulunmustur. Bu ¢alisma sonucunda, hareketli Aeromonas tiirlerinde tespit edilen eprCAl, ser, ela ve lip
ekstraselliiler enzim genlerinin dagilimi Sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. Alabaliktan izole edilen hareketli Aeromonas tirleri arasinda ekstraselliiler enzim genlerinin
dagilimi

Alabalik 6rneklerinden elde edilen 8 A. hydrophila izolatin hepsinde (%2100) eprCAl, ser ve lip genlerin
varligi saptanmistir. Ancak 5 A. hydrophila izolat1 (%62, 5) ela geni i¢in pozitif bulunmustur. A. caviae
izolatlarinda %78,9, %84,2 ve %47,4 oraninda sirasiyla ser, ela ve lip genleri belirlenmistir. Toplam 9 A.
veronii bv sobria izolatinin hepsi (%100) ser genini tasidigr belirlenmistir. Ancak A. veronii bv sobria
izolatlarin higbirinin eprCAl ve lip genlerini tasimadigi saptanmistir. Bu ¢alismada, hareketli Aeromonas
tiirlerinin hepsi en az bir veya daha fazla virulans ile iliskili oldugu bilinen ekstraselliiler enzim genleri i¢in
pozitif bulunmugtur. Bu ¢alismada elde edilen enzim gen profillerinin Aeromonas tiirleri arasinda dagilimi

Cizelge 4’de verilmistir.
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Cizelge 4. Alabaliktan izole edilen hareketli Aeromonas tiirlerinde ekstraselliiler enzim gen profilleri

Hareketli Aeromonas Gen kombinasyonu Profil tipi Pozitif izolat sayis1 (%)

tiirleri

A. hydrophila (n=8) eprCAl, ser, ela, lip I 5(13,9)
eprCAl, ser, lip I 3(8,3)

A. caviae (n=19) ser, ela, lip I 6 (16,7)
ser, ela v 6 (16,7)
ela, lip \Y 3(83)
ser VI 3(8,3)
ela VI 1(2,8)

A. veronii bv sobria (n=9)  ser, ela v 2 (5,6)
ser VI 7(19,4)

Toplam 36 (100)

Hareketli Aeromonas tiirleri arasinda 7 farkli enzim gen profili tespit edilmistir. Bu tiirler arasinda 5 farkli
enzim profili tasiyan A. caviae izolatlar1 en fazla gen kombinasyonuna sahip bulunmustur. A. hydrophila
izolatlarinin %62,5°1 profil | tipinde olup, tim ekstraselliiler enzim genleri igin pozitif bulunmustur. A.
caviae izolatlarmin %21,1’i (profil VI ve profil V1I) tek bir geni tagimistir. Bunun yani sira, A. veronii bv
sobria izolatlarinin %77,8’inde (profil V1) tek bir enzim geni bulunmustur.

4. TARTISMA

Aeromonas cinsi bakteriler en ¢ok deniz ve tatl su ortamlarinda bulunurlar. Bundan dolay1 baliklarin ve
diger hayvanlarin bu cinsin lyeleri ile temas etmesi kaginilmaz olmaktadir [2, 7]. Aeromonas cinsi
bakterilerin virulansin1 etkileyen birgok faktor vardir. Enzim ve sitokinlerden olusan ekstraselliiler
proteinler bakterinin patojenitesi ile iligkili olup, hastalik olusturma siirecinde farkli rol oynarlar [17, 47].
Aeromonas tiirleri tarafindan tiretilen proteaz ve lipaz gibi 1siya dayanikli ekstraselliiler enzimler gidalarin
bozulmasini ve enfeksiyonlarin olusumunu kolaylagtirmaktadir [16, 47].

Bu ¢alismada, alabalik 6rneklerinden elde edilen A. hydrophila izolatlarinin hepsinin sicaklik-duyarli
proteaz (eprCAl) genine sahip oldugu, A. caviae ve A. veronii bv sobria izolatlarinin ise bu gene sahip
olmadig1 saptanmistir. Bizim sonuglarimizin aksine Misir’da yapilan bir ¢alisma, balik giftliklerindeki A.
hydrophila izolatlarinin eprCAl genini tasimadigimi bildirmistir [51]. Nil tilapia baliklarinda hareketli
Aeromonas tiirleri lizerine yapilan bir ¢alismada, A. hydrophila izolatlarinin %46’s1 ve A. veronii bv. sobria
izolatlarinin ise %75’i eprCAl geni i¢in pozitif bulunmustur [52]. Cin’de hasta ve saglikli baliklar ile su
ortamindan izole edilen Aeromonas izolatlarinda sicakliga duyarli proteaz (eprCAl) ve serin proteaz (ahp)
genlerinin varligi aragtirilmis, saglikli baliklardan elde edilen A. hydrophila ve A. veronii suslarinda her iki
proteaz geni bulunmustur [7]. israil sazan1 olarak bilinen Carassius gibelio tiiriinden elde edilen iki A.
veronii susundan biri eprCAI geni pozitif olarak saptanmistir [53].

Serin proteazlar, sitotoksik ozellikler sergileyen termostabil enzimlerdir [30]. Khor ve arkadaslar1 [54]
tarafindan yapilan bir ¢alismada hareketli Aeromonas izolatlarinin %90,7°sinde serin proteaz (ser) geni
saptanmis olup, bizim sonuglarimizla uyumludur (%88,9). Benzer olarak, Chacon ve arkadaslari [55] klinik
ve g¢evre Orneklerinden elde edilen tiim beta hemolitik Aeromonas suslarinda ser geninin varligim
bildirmistir. Bununla birlikte, farkli balik tiirlerinden elde edilen hareketli Aeromonas izolatlarinda ser
geninin varhigimin %45,8-55 arasinda degistigi tespit edilmistir [46, 47, 52, 56]. A. hydrophila izolatlarinda
%100 oraninda ser geninin varlig1 ile ilgili birgok ¢alisma bildirilmistir [54, 57], bu sonuglar bizim
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bulgularimizla da uyumludur. Li ve arkadaslari [58], A. hydrophila izolatlarinin %76,9 unda serin proteaz
genini saptamustir. A. veronii izolatlarimizin hepsi (%100) ser geni i¢in pozitif bulunmus olup, Nawaz ve
arkadaslarinin [43] yaptigi ¢calismada A. veronii izolatlarinin %82’sinde ser geni saptanmstir. Abu-Elala
ve arkadaglar1 [52] tarafindan yapilan bir ¢alismada, Nil tilapia baliklarindan izole edilmig A. veronii bv
sobria izolatlarinda ser geni tespit edilmemistir. Benzer sekilde, kabuklu deniz iiriinlerinden elde edilen A.
veronii suslarinin hi¢birinde ser geni saptanmamustir [59].

Aeromonas’m patogenezinde 6nemli bir virulans faktér olan elastaz, bir metallo proteazdir. Bu ¢aligsmanin
sonucunda, A. hydrophila izolatlarinin %62,5’unda elastaz geni saptanmistir. Mzula ve arkadaslar1 [46] ve
Oliveira ve arkadaglar1 [45] ¢alismalarinda elastaz geninin bulunma sikligini sirasiyla %45,8 ve %46,5
olarak saptamislardir. Bu sonuglar bizim bulgularimizdan daha disiiktiir. Ancak, Ruhil Hayati ve
arkadaglarinin [57] yaptigi bir ¢alismada, hastalik tasiyan tatli su baliklarindan izole edilen higbir A.
hydrophila izolatinin ela genini tasimadigi rapor edilmistir. Malezya’da Khor ve arkadaslari [54] tarafindan
yapilan bir ¢alismada, tath su gollerinden elde edilen hareketli Aeromonas tiirlerine (A. hydrophila, A.
caviae ve A. veronii) ait izolatlarin %38,9’unun elastaz (ela) gen bolgesine sahip oldugu ve bu sonucun
bizim bulgularimizdan (%63,9) daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada, A. veronii izolatlarinin
%22,2’si ela geni tasiyorken bagka bir ¢alismada kedi baligindan (catfish) izole edilen A. veronii
izolatlarinin higbirinde ela geni tespit edilmemistir [43]. Zhou ve arkadaslari [60], A. veronii izolatlarinin
%16,7 oraninda ela gen bolgesi i¢in pozitif bulundugunu bildirmistir. Xu ve arkadaglarinin 2021 yilinda
yaptig1 bir galismada [59], kabuklu deniz iriinlerinden elde edilen A. veronii suslarinda elastaz geninin
varligt %12,7 olarak bildirilmistir. Sonug¢larimizin aksine, Mzula ve arkadaslarinin [46] c¢alismasinda
baliklardan izole edilmis olan A. veronii izolatlarinda elastaz geni daha yiiksek oranda (%87,1) saptanmustir.

Lipaz iireten mikroorganizmalar dogada ¢ok genis bir yayilim gosterir [2, 16, 30]. Lipaz aktivitesi hem
klinik hem ¢evre kokenli Aeromonas suslarinda bildirilmis olup [4, 44, 43, 47, 55, 60, 61], tim A.
hydrophila izolatlarinin lipaz (lip) genini tasidigin1 gosteren ¢alisma sonuglarinin [57, 60-62] bizim
bulgularimizla benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda A. caviae izolatlarinin
tamaminda (%100) lipaz geni bulundugu bildirilmistir [47, 54, 60]. Bu sonuglarin aksine, ¢alismamizda A.
caviae izolatlarinda lipaz geni daha diisiik oranda (%47,4) bulunmustur. Ayrica, ¢alismamiz A. veronii bv
sobria izolatlarinin higbirinin lip geni tasimadigini ortaya koymustur. Daha 6nce yapilan galisma sonuglari
A. veronii izolatlarinda lip geninin varliginin %8,3 ile %85 arasinda degistigini rapor etmistir [43, 47, 59,
60].

Ulkemizde, balik ve et iiriinlerinde [63], deniz ve tatli su baliklarinda [64] ve deniz iiriinlerinde [65]
hareketli Aeromonas varligi tizerine birgok ¢alisma rapor edilmistir. Ancak, balik kdkenli Aeromonas
izolatlarinda ekstraselliiler enzimleri kodlayan virulans genleri ile ilgili simirli ¢alisma vardir. Onuk ve
arkadaglar1 [66] yaptiklart bir g¢alismada, kiy1 bolgelerindeki (Karadeniz, Ege ve Akdeniz) gokkusagi
alabalik ve balik ¢iftligindeki su 6rneklerinden Aeromonas tiirlerini izole ettiklerini bildirmislerdir. Bu
Aeromonas tiirleri arasinda A. hydrophila izolatlarinin %71,4’{ ve %85,7’si sirastyla ser ve lip genleri igin
pozitif bulunmus olup, bizim bulgularimizdan daha disiiktiir. Bununla birlikte, Onuk ve arkadaslarinin
calismasinda [66], A. veronii izolatlarinda %16,7 oraninda Ser geni bulunmus ancak higbir izolatta lip geni
tanimlanmamustir. Bu sonuglar, lipaz geni sonuglarimiza benzerlik gostermektedir, ancak serin proteaz
sonuglarimizdan oldukga distiktiir (%2100).

Yukarida bahsedildigi gibi diinyada ve tilkemizde Aeromonas tiirlerinde ekstraselliiler enzim genlerinin
varlig1 tlizerine yapilan caligmalarda genlerin saptanma oranlarinda farkliliklar oldugu goriilmiistiir.
Cografik farkliliklar, bakterilerin tiirii, biiytime sartlari, bakterilerin davranig bigcimleri ve izolasyon kaynagi
bu farkliliklarin sebebi olarak gosterilebilir [23, 47, 48, 59, 66].

Sonug olarak, bu ¢alismada alabalik érneklerinden elde edilen hareketli Aeromonas tiirlerine ait izolatlarm
patojenitesinde ve baliklarin bozulmasinda 6nemli rol oynayan proteaz ve lipaz gibi ekstraselliiler
enzimlerin varlig: arastirilmistir. Hareketli Aeromonas tiirleri arasinda yer alan A. hydrophila, A. caviae ve
A. veronii bv sobria insanlarda ve baliklarda hastalik yapan firsat¢i patojenlerdir. Genel olarak, Aeromonas
izolatlar1 en az bir veya daha fazla ekstraselliiler enzim genleri igin pozitif bulunmustur. Bu nedenle,
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hareketli Aeromonas tiirleri ile baliklarin kontaminasyonu ve bu kontamine olmus baliklarin tiiketilmesi
gida kalitesi, gida giivenligi ve tiiketici saglig1 igin potansiyel bir tehdit olusturabilmektedir. Bu muhtemel
riski onlemek i¢in baligin satin alim, tagima, saklama, hazirlik ve pisirme gibi tiim asamalarinda hijyen
kurallarina dikkat edilmesi 6nem tagimaktadir. Ayrica, bu patojenlerin baliklarda sebep olacagi hastaliklar
kalite ve ekonomik kayiplara neden olabilecektir.

CIKAR CATISMASI/CAKISMASI BiLDIiRiMi
Yazarlar arasinda ¢ikar catismasi/¢akismasi bulunmamaktadir.
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