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Ozet

Amag: Sucul g¢evrenin bir {iyesi olan Aeromonas'lar
icme sularinda, deniz iiriinlerinde ve ¢egitli hayvansal
gidalarda bulunmakta, zoonotik 6zellik gostermekte ve
insanlarda enfeksiyonlara yol acabilmektedir. Bu
¢alismada tliketime sunulan baliklarda 6zellikle son
yillarda 6nemli bir gida patojeni olarak tanimlanan
Aeromonas hydrophila varligmin arastirilimas: ve
antibakteriyel duyarlilik durumlarinin incelenmesi
amaglanmistir.

Yontem: Calismada Kayseri, Erzurum ve Samsun'da
satisa sunulan 100 adet Gokkusagi alabalig:
(Oncorhynchus mykiss) A. hydrophila varligi yoniinden
konvansiyonel mikrobiyolojik metodlar ile incelenmis-
tir. A. hydrophila izolatlarmin antibakteriyel duyarlilik
profilleri Kirby-Bauer disk diflizyon yontemi ile
arastirilmistir.  Izolatlara Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages (UPGMA) metodu
kullamlarak antibiyotiplendirme yapilmustir.

Bulgular: Incelenen baliketi 6rneklerinin 28'inden
(%28.0) A. hydrophila izole edilmistir. I1zole edilen
etkenlerin antibiyogram sonuglari degerlendirildi-
ginde; izolatlarm 17'sinin (%60.7) nalidiksik aside,
15'inin  (%53.5) oksitetrasikline, 13'inlin (%46.4)
flumekuine, 12'sinin (%42.8) amoksisiline, 9'unun
(%32.1) oksolinik aside, 8'inin (%34.7) eritromisine,
3'liniin (%10.7) neomisine direngli oldugu ve izolatlari
tamaminin florfenikole karst duyarli oldugu saptanmis-
tir. Antibiyotiplendirme sonucuna gore ise izolatlarin 17
farkli gruba dagildiklari belirlenmistir.

Sonug: Tiketime sunulan ¢ig baliklarm, A. hydrophila
tastyiciliklart bakimidan halk sagligi icin potansiyel
bir tehlike olusturabilecegi diisiiniilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Aeromonas hydrophila,
antibakteriyel duyarlilik; baliketi; halk sagligi;
antibiyotiplendirme
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Abstract

Aim: Aeromonas spp., which are members of aquatic
environments, are found in drinking water, secafoods
and various animal food products. These strains show
zoonotic characteristics and can cause infection in
humans. In recent years deromonas hydrophila was
reported as an important foodborne pathogen. The aim
of this study was to investigate the presence of A.
hydrophila in fish intended for human consumption
and antibiotic susceptibility of these strains.

Method: In the present study, one hundred marketed
Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) from Kayseri,
Erzurum and Samsun were evaluated for the presence
of A. hydrophila with conventional microbiological
methods. Antibacterial susceptibilities of 4.
hydrophila isolates were determined by Kirby-Bauer
disc diffusion method. The Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages (UPGMA) was
performed for antibiotyping of isolates.

Results: A total of 28 (28%) A. hydrophila were
isolated from fish meat samples. According to the
antibiogram results, it was found that 17 (60.7%), 15
(53.5%), 13 (46.4%), 12 (42.8%) 9 (32.1%), 8
(34.7%), 3 (10.7%) of all isolates were found resistant
to nalidixic acid, oxytetracycline, flumequin,
amoxicillin, oxolinic acid, erythromycin, neomycin
respectively whereas all of the isolates were
determined susceptible to florphenicol. As a result of
antibiotyping, it was determined that isolates were
dispersed in 17 different groups.

Conclusions: It has been considered that the presence
of A. hydrophila in raw fish intended for human
consumption may pose a potential hazard to public
health.

Keywords: Aeromonas hydrophila; antibacterial
susceptibility; fish meat; public health; antibiotyping
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Giris

Sucul faunanin bir iyesi olan Aeromonas cinsi
mikroorganizmalar, mezofilik ve psikrofilik tiirler olarak
bilinen hareketli (4. hydrophila grubu; A.hydrophila, A.
sobriae, A. caviae) ve hareketsiz tlirleri (4. salmonicida
ve alt tiirleri) igermektedir. Aeromonas ftiirleri sucul
¢evreden, igme sularindan ve birgok gida iiriiniinden
kolaylikla izole edilebilmektedir (1,2). Aeromonadaceae
familyasinin liyesi olan Aeromonas cinsi Gram negatif
comak sekilli, sporsuz, oksidaz ve katalaz pozitif
bakterilerdir (3). Aeromonas'larin balik ve sogukkanli
tirler i¢in dnemli bir patojen olmasi ile birlikte, son
yillarda yapilan calismalarla hareketli Aeromonas
tiirlerinin 6zellikle immun sistemi baskilanmis bireyler-
de lokal veya sistemik enfeksiyonlara yol agan, dnemli
bir insan patojeni oldugu vurgulanmakta ve ¢evrede bu
etkenlerin yiiksek diizeyde bulunmasinin halk saghigmni
tehdit ettigi diistiniilmektedir. Aeromonas tiirleri
insanlarda travmatik ve akuvatik yara enfeksiyonu,
menenjit, peritonit, endokardit, sepsis ve gastroentrite
neden olmakta, Ozellikle bes yas alti ¢ocuklarda,
yaglilarda ve turistlerde yaz ishallerinden sorumlu
tutulmaktadir (4,5). Kontamine sular ve sularla bulagik
gidalar, balik, karides, istiridye ve midye gibi deniz
irlinlerinin hareketli Aeraomanas'larin insanlara
bulasinda 6nemli role sahip olduklart belirtilmektedir
(2,6-8). Ayrica bu etkenlerin ¢ig kirmizi et, kanath
uriinleri, sit tirlinleri ve sebzelerden de izole edildikleri
bildirilmistir (5,9). Son yillarda bir alternatif tedavi
yontemi olarak gittik¢e artan siiliikk uygulamalarinin da
direngli A. hydrophila enfeksiyonlarma yol acgtigi
bildirilmigtir (10-12).

Aeromonas tirleri stres ve cevresel faktorlerin
etkisiyle baliklarda da enfeksiyona neden olmaktadir.
Baliklarda enfeksiyona yol acan en yaygin tiir A.
hydrophila'dir. Bununla birlikte Aeromonas'lar saglikli
baliklarin bagirsak mikroflorasinda, solungaclarinda ve
derisinde bulunmakta olup, tliketime sunulan ¢ig
baliketleri insanlara bulagta rol oynayabilmektedir
(13,14). Son yillarda yapilan caligmalarla hareketli
Aeromonas'larda artan oranda saptanan coklu ilag
direncinin hem insanlarda hem de hayvanlarda
enfeksiyonun tedavisini zorlastirdig1 belirtilmektedir. Bu
nedenle izolatlarin antibiyotik duyarlilik durumlarinin
belirlenmesi  klinik agidan O6nemlidir (5,15). Bu
caligmada satisa sunulan ¢ig baliketlerinde 4. hydrophila
varliginin belirlenmesi ve izolatlarin antibakteriyel
duyarliliklarinin saptanmasi amaglanmaistir.

Gerec ve Yontemler

Calismaya Kayseri (35 adet), Samsun (33 adet) ve
Erzurum'da (32 adet) satisa sunulan ciftlik dretimi
Gokkusagi alabaliklarindan (Oncorhynchus mykiss)
tesadiifi olarak segilen toplam 100 adet balik dahil edildi.
Baliklar 2013 yilinin Mayis-Eyliil aylar1 arasinda il
merkezlerindeki balik satig noktalarindan temin edilerek

21

kisa siire igerisinde ve soguk zincir altinda laboratuvar-
lara getirildi. Her baliktan 25 g taze baliketi tartilarak 225
ml alkalen peptonlu suda homojenize edildi ve 37 °C'de
18 saat inkiibasyona birakildi. Zenginlestirme islemini
takiben homojenatlardan, icerisinde 30 mg/L ampisilin
(Sigma Chemical Co, USA) bulunan kanli agara (Oxoid,
UK) ekim yapilarak 28 °C'de 24 saat inkiibe edildi.
Aeromonas spp. slpheli koloniler fenotipik
identifikasyon i¢in Tripticase Soy Agara (TSA, Oxoid,
UK) ekilerek 37 °C'de 18 saat inkiibasyona birakildi. Saf
kiiltiirler; Gram boyama, koloni morfolojisi, hareket,
oksidaz, katalaz, oksidasyon/fermentasyon (glukoz)
testi, indol, Voges-Proskauer, metil red, vibriostat O/129
(2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine; 150 pg/ml)'a
duyarlilik, NaCl igermeyen ve %6 NaCl igeren Nutrient
buyyonda iireme, eskiilin hidrolizi, sisteinden H,S
olusumu, gaz iiretimi, KCN buyyonda tireme, salisin ve
arabinoz fermentasyonu ve lizin dekarboksilaz yoniin-
den degerlendirildi. 4. hydrophila (ATCC 7966) referans
susu kontrol olarak kullanildi (16,17).

A. hydrophila olarak identifiye edilen izolatlar
Tripticase Soy Broth'da (TSB, Oxoid, UK) iiretildi ve
antibiyotik duyarliliklart Mueller Hinton (Oxoid, UK)
agar besiyerinde Kirby-Bauer disk difiizyon metodu ile
belirlendi (18). Testte oksitetrasiklin (30 pg), oksolinik
asit (2 pg), amoksisilin (30 pg), nalidiksik asit (30 pg),
flumekuin (30 pg), eritromisin (15 pg), neomisin (10
ng), florfenikol (30 pg) diskleri kullanildi. izolatlarin
cesitli antibiyotiklere karsi diren¢ durumlarini
belirlemek amactyla yapilan antibiyograma gore
sonuglar duyarli (S), orta derecede duyarli (I) ve direncli
(R) olarak degerlendirildi (19).

Antibiyogram sonuglarinin Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Averages (UPGMA)
analizi ile antibiyotiplendirmesi yapildi. Suslar
arasindaki filofenotipik iliski %80 benzerlik katsayisi
gdz Oniine alinarak belirlendi. Antibiyotiplendirmenin
ayirict glici. Grundmann ve ark. (20)'nin bildirdigi
formiile gére ve giiven araliklar1 da Hunter ve Gaston
(21)'mbildirdigi sekilde hesaplandi.

Bulgular

Caligmada incelenen 100 ¢ig baliketi 6rneginin 28'i
(%28) A. hydrophila yoniinden pozitif bulunmustur. 4.
hvdrophila izolatlarinin biyokimyasal &zellikleri Tablo
1'de sunulmustur. izolatlarin 11'i (%39.2) Samsun'dan,
10'u (%28.5) Kayseri'den ve 7'si (%25) Erzurum'dan
alman Orneklerden izole edilmistir. A. hydrophila
izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglarina gore
izolatlarin 17'sinin (%60.7) nalidiksik aside, 15'inin
(%53.5) oksitetrasikline, 13'iiniin (%46.4) flumekuine,
12 sinin (%42.8) amoksisiline, 9'unun (%32.1) oksolinik
aside, 8'inin (%34.7) eritromisine, 3'Uniin (%10.7)
neomisine direncli oldugu saptanirken, izolatlarin
higbirisinde florfenikole karsi direng belirlenmemistir
(Tablo 2). A. hydrophila izolatlarimn antibiyotik
duyarliliklan illere gore degerlendirildiginde; Samsun
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izolatlarinda en yiiksek direnglilik oranlari nalidiksik
asit, oksitetrasiklin ve amoksisilin i¢in (%54.5), Kayseri
izolatlarinda oksitetrasiklin (%60), flumekuin (%60) ve
nalidiksik asit (%50) i¢in ve Erzurum izolatlarmda ise
nalidiksik asit (%85.7) icin belirlenmigtir. Samsun
izolatlarinda neomisine direng gozlenirken (%27.2),
Kayseri ve Erzurum izolatlarinin tamaminin neomisine
duyarli oldugu saptanmustir. Izolatlarin illerle gore
antibakteriyel direng profilleri Tablo 3'de sunulmustur.

Antibiyotiplendirme ig¢in, izolatlarin antibiyotik

Tablo 1. A. hydrophila izolatlarinin biyokimyasal
ozellikleri

Tablo 3. illere gére A.hydrophila izolatlariin antibakteriyel
direng profilleri

izolatlarin illere gire antibiyotik direnc

e e oranlar1
Antibiyotikler Samsun Kayseri Erzurum
(n: 11) (n: 10) (n:7)
Nalidiksik asid %54.5 %50.0 %85.7
Oksitetrasiklin %54.5 %60.0 %42.8
Flumekuin %36.3 %60.0 %42.8
Amoksisilin %54.5 %30.0 %42.8
Oksolinik asit %36.3 %40.0 %14.2
Eritromisin %27.2 %30.0 %28.5
Neomisin %27.2 %0 %0
Florfenikol %0 %0 %0

Testler
Gram boyama (-)
Morfoloji Comak
Hareket +
Oksidaz
Katalaz
Oksidasyon/ Fermantason testi
(O/F)
ndol
Voges -Proskauer
Metil red
0/129 duyarlhiligy
NaCl’siiz besiyerinde tireme
%6 NaCl igeren besiyerinde -
lireme
Eskiilin hidrolizi
H,S olusumu
Gaz tiretimi
KCN besiyerinde {ireme
Salisin fermentasyonu
Arabinoz fermentasyonu
Lizin dekarboksilaz

Sonue¢

T

+

e+ + + +

Semboller: +, izolatlarm > %90'1 pozitif; d, izolatlarin
%11-89'u pozitif; -, izolatlarin <%10'a pozitif

Tablo 2. Baliklardan izole edilen A. Aydrophila izolatlarmnin
antibiyotik duyarliliklart

A.hydrophila [n:28]

Antibiyotikler —p T @l Lim %) S [m (%)]
Nalidiksik asit 17 (60.7) _ 4(142)  7(25.0)
Oksitetrasiklin 15 (53.5) 3 (10.7) 10 (35.7)
Flumekuin 13(46.4) 11(39.2) 4 (14.2)
Amoksisilin 12(42.8)  4(142) 12(42.8)
Oksolinik asit 9(32.1)  7(250) 12(42.8)
Eritromisin 8(28.5)  8(285) 12(42.8)
Neomisin 3(10.7)  6(214)  19(67.8)
Florfenikol 0000) 19(678)  9(32.1)

R: Direngli, I: Orta derecede duyarli, S: Duyarl
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duyarlilik profillerinden UPGMA metodu kullanilarak
dendogram olusturulmustur (Sekil 1). Dendogram,
izolatlarm tiim antibiyotiklere diren¢ ve duyarlilik
durumuna gore hazirlanmistir ve dendogram igin
antibiyotik disk ayrimi ve izolat orijini yapilmadan, tim
antibiyotiklere direng/duyarlilik durumu temel
almmustir. Suslar arasimdaki filofenotipik iliski %80
benzerlik katsayis1 g6z oniine alinarak belirlenmistir ve
bu degerlendirme sonrasinda ana kiimeler (cluster) A, B,
C, vb. olarak adlandirilmistir. Ana cluster icerisinde %80
benzerlik olanlar tekli kiime olarak degerlendirilmistir.
Bazi kiimelerde ise alt gruplar gorilmiistiir ve bu alt
kiime sayisina gore de ikili, ii¢lii, dortlii kiime olarak
tanimlanmustir (Tablo 4). Buna gore izolatlarm fenotipik
olarak 17 ana kiimeye ayrildiklari, 10 izolatin %80
oraninda fenotipik olarak benzedigi ve diger 18 izolatin
ise birbirlerine fenotipik olarak benzerlik oraninin daha
yiikksek oldugu anlasilmigtir. Ayrica filofenotipik
iliskinin belirlenmesinde kullanilan antibiyotiplen-
dirmenin 0.94-0.97 giiven araliginda %95.8 oraninda
ayirim giicii oldugu hesaplanmistir.
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Sekil 1. A. hydrophila izolatlarinin antibiyotik duyarlilik
profillerine gére dendogrami



Alabalik ve A. Hydrophila Enfeksiyonu

Tablo 4. A. hydrophila izolatlarinin antibiyotiplendirmelerine
gore gruplar

Grup Tip Izolat no.

A Tekli tip 3

B Tekli tip 15

C Tekli tip 9

D Uclii kitme 1,7,28

E Tekli tip 13

F Tekli tip 2

G ikili kiime 22,25

H Daortlii kiime 4,10,16, 19

I Tekli tip 20

J Tekli tip 5

K ikili kiime 12,26

L Tekli tip 21

M Uglii kiime 5,18,27

N Tekli tip 23

(0] ikili kiime 14,24

P Tekli tip 17

R ikili kiime 8,11
Tartisma

Son yillarda 6zellikle gida kaynakli enfeksiyon-
larda 6ne cikan A. hydrophila, zoonotik bir etken olarak
soguk ve sicakkanli canlilarda ¢esitli enfeksiyonlara yol
acmaktadir. Etkenin deniz drinlerinden, sit
triinlerinden, kanath iriinlerinden, kirmizi ¢ig etten,
bitkisel kaynakli gidalardan izole edildigi ve insanlarda
gastroenteritlerin 6nemli bir kisminin Aeromonas tiirleri,
ozellikle A. hvdrophila (HG1 hibridizasyon grubu) ile
iliskili oldugu bildirilmistir (5,22,23). Gidalarda, igme
sularinda Aeromonas spp. varligim arastiran ¢esitli
calismalar yurt i¢inde ve yurt disinda yapilmis ve
baliklarda A. Aydrophila izolasyon oranlar bildirilmistir
(4,15,17,24,25). Tiiketime sunulan baliklarda
Boynukara ve ark. (26), yaz aylarinda oOrneklerin
%80'inden hareketli Aeromonas spp. izole ettiklerini
bunun da %35'inin A. hydrophila oldugunu belirtirken,
Vivekanandhan ve ark. (27), %33.5, Hatha ve ark. (15),
%61, Isleyici ve ark. (25), %38 (¢ig baliketinde) ve %46
(bagirsak igeriginde) ve Erdem ve ark. (24), %30
oraninda A. hydrophila izole ettiklerini bildirmiglerdir.
Tiketime sunulan Gokkusagi alabaliklarinda A.
hvdrophila varhiginin arastirilarak, var olan izolatlarin
antibiyotiklere duyarlilik durumlarinin saptanmasinin
amaglandigi bu calismada diger ¢aligmalarin sonuglarina
benzer sekilde incelenen baliklarim %28'inde A.
hydrophilaizole edilmistir.

Baliklardan izole edilen A. hyvrophila suslarinda
antibiyotik direng profilleri gesitli calismalarda
bildirilmistir (15,24,26-29). Son ve ark. (28), balik izolat1
A. hydrophila suslarinin nalidiksik asit, eritromisin ve
tetrasikline karsi direngli oldugunu, Vivekanandhan ve
ark. (27) ise baliklardan izole ettikleri A. hydrophila
suslarinin tamaminin metisilin ve rifampisine direncli
iken, kloramfenikole duyarli oldugunu belirtmislerdir.
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Penders ve Stobberingh (29), balik ve ¢iftlik sularindan
izole ettikleri suslarin tamaminin oksitetrasikline
direngli, kloramfenikole ise duyarli oldugunu
saptamislardir. Erdem ve ark. (24), balik izolati A.
hydrophila suglarinin tamaminin tetrasiklin ve
ampisiline direngli, biiyiikk ¢ogunlugunun gentamisin,
streptomisin ve kanamisine duyarli oldugunu
bildirmislerdir. Hindistan'da yapilan bir calismada
baliklardan izole edilen A. hydrophila suslarinin
tamaminin ampisiline, biliyik c¢ogunlugunun
amoksisilin, polimiksin-B, novobiosin ve oksitetrasik-
line direncgli oldugu, kloramfenikole duyarli oldugu
belirtilmigtir (15). Bu ¢calismada A. Aydrophila izolatlar
genel olarak nalidiksik asit, oksitetrasiklin, flumekuin ve
amoksisiline kars1 direncli, neomisin ve florfenikole ise
duyarli olarak bulunmustur. Bu veriler diger ¢alismalarla
benzerlik gostermektedir.

Bakteriler arasindaki farkliliklarm belirlenebilmesi
i¢in tiplendirme metotlari kullanilmaktadir. Bakteriyel
suslarin tiplendirilmesinde fenotipik ya da molekiiler
bircok yontemden yararlanilabilir. Tiplendirmede
kullanilacak yontemler test edilen suslardan kesin
sonuclar ¢ikartabilmeli, yer ve zaman bagimlilig
olmaksizin her ¢alismada aynmi sonuglar verebilmeli ve
epidemiyolojik olarak ilgisiz suslari belirleyebilmelidir
(30). Tiplendirme sonucunda, c¢aligilan suslarin
epidemiyolojik olarak iligkili olup olmadiklar1 ortaya
konmaktadir (31). Bu c¢alismada da izolatlarin
antibiyotik duyarlilik profillerine gore antibiyotiplen-
dirmeleri yapilmistir. Tiplendirme sonucunda incelenen
toplam 28 adet izolatin %80 esik degeri gbz Oniine
alindiginda fenotipik olarak 17 farkli gruba ayrildiklari,
10 adet tekli tip ve 7 adet ¢oklu kiime olusturduklart
belirlenmistir. Bu sonu¢ da A. Aydrophila izolatlar
arasindaki ¢esitliligi ve fenotipik varyasyonlari
gostermektedir. Elde edilen bu verilerin ag1 ya da teshis
kitlerinde kullanilmak f{zere iilkemizi temsil eden
dominant izolatin belirlenmesinde ve bu izolatin sus
olarak karakterize edilmesinde yardimci olacag:
disiinilmektedir.

A. hydrophila, durgun veya akan sularda, gollerde
tabii olarak bulunmaktadir. Sulak alanlarda calisanlarda,
balikeilikla ugrasanlarda kiiclik yaralanmalar sonucu
dahi A. hydrophila deri ve yumusak doku enfeksi-
yonlarina yol agabilmektedir. Klinik tablo hafif seliilit
olabilecegi gibi, etken nekrotizan seliilit gibi agir ve
hayati tehdit eden enfeksiyona da neden olabilmektedir
(2,23). Bu bakteri genellikle ampisiline direnclidir.
Aminoglikozidlere, kinolonlara, kloramfenikole,
trimetoprim/ sulfametoksazole ve {gilincii kusak
sefolosporinlere genellikle duyarlidirlar (15,24,29). Bu
calismada da, izolatlarmm amoksisiline yiiksek oranda
direngli oldugu, bir aminoglikozid olan neomisine ve
kloramfenikol tiirevi olan florfenikola duyarli olduklart
goriilmektedir.

Sonug olarak, bu caligma ile tiikketime sunulan
alabalik etlerinde A. hAvdrophila kontaminasyonunun ola-
bilecegi ve izolatlarda farkli diizeylerde antibakteriyel
direng gelisiminin sekillendigi belirlenmistir. Klinik
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pratik uygulamalarda baliketi tiiketimi sonucu gelisen
ishallerin ayiric1 tanisinda, balikgilikla ugrasanlar ve
sulak arazide galiganlarda gelisen deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarinin etkenleri arasinda A. hydrophila'min da
diistiniilmesi gerektigi ve o6zellikle iyi pisgirilmemis
baliketi tiiketimi sonucunda bu etkenlerin insan sagligi
icin bir tehlike olusturabilecegi kanaatine varilmistir.
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