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01. Genel Bilgiler

Aeromonas hydrophila, Vibrionaceae familyasina ait, fakiiltatif anaerobik gram negatif,
cubuk seklinde, ozellikle su ortamlarinda bulunan bir bakteridir. A. hydrophila min genel
ozellikleri; polar flagellumlu ve hareketli olmasi, glikozu fermentatif ve oksidatif olarak
metabolize edebilmesi, oksidaz ve katalaz pozitif olmasi ve amilaz, proteaz, fosfolipaz ve
DNase gibi ekzoenzimleri iretebilmesidir. Aeromonas cinsi sicaklik gereksinimine ve
hareketlilik 6zelliklerine gore 4. hydrophila grubu (4. hydrophila, A. caviae ve A. sobria) ve
A. salmonicida (A. salmonicida ve alt tiirleri) olarak iki gruba ayrilmaktadir. Buna gore 4.
hydrophila gurubu hareketli olup 37 °C 'da gelisebilirken; A. salmonicida grubu hareketsiz
olup 37 °C 'da gelisememektedir. Bu nedenle A. hydrophila grubu genellikle "hareketli" veya
"mezofilik" Aeromonas 'lar olarak adlandirilmaktadir.

Hareketli Aeromonas 'lar, tath ve tuzlu su kaynaklarinda, kanalizasyon sularinda ve baslica
diger alici su kaynaklarinda yaygin olarak bulunmakta ayrica, serbest klor miktarmna ve
sicakliga bagl olarak degismekle birlikte, klorlanmis ve klorlanmamis i¢gme sularinda da
siklikla rastlanmaktadir. Ozellikle midye basta olmak iizere, balik ve diger deniz iiriinleri gibi
su ile direkt temas halinde olan gidalar hareketli Aeromonas 'larin en sik rastlanan bulasma
kaynaklar1 arasindadir. Bunun disinda; sogukta muhafaza edilen kanath etleri, kirmiz1 etler,
cig siit ve siit lrlinleri ile sebzeler de hareketli Aeromonas 'lar agisindan dikkat edilmesi
gereken gidalar arasindadir. Bilindigi gibi sogukta muhafaza edilen bdyle iiriinlerde baskin
floray1 Pseudomonas spp. olusturmaktadir. Ancak modifiye atmosfer yontemi ile paketlenmis
etlerde, baslangicta cok diisiikk olan hareketli Aeromonas 'larin sayist depolama siiresi
asildiginda, 10° 4. hydrophila/cm® diizeyine ulasabilmektedir. Benzer sekilde ¢ig siitlerde
baslangigta hareketli Aeromonas 'lara rastlanmazken, 5 °C 'da bir hafta depolamadan sonra
organizma say1st 10° — 10* /ml diizeyine ulasmaktadr.

A. hydrophila insanlarda gastroenteritis, septisemi, pnomoni ve menenjit gibi enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Ozellikle su veya toprak ile direkt temasm séz konusu oldugu
yaralanmalarda, saglikli bireylerde enfeksiyon sadece yaralanmis bolge ile sinirl kalirken;
bagisiklik sistemi zayif veya hasta bireylerde septisemi seklinde goriilmekte, hatta bazen
oliime bile neden olabilmektedir. A. hydrophila 'nmin diger bir bulagma kaynagi ise insandir.
Gida ile direkt temas halinde ¢alisan insanlar bakterinin yayilmasinda 6nemli bir tasiyict
konumundadir.
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Hareketli Aeromonas 'larin patojenitesi, iiretmis olduklar1 sitotoksik (pB-hemolisin) ve
sitotonik (kolera benzeri) enterotoksinlerden kaynaklanmaktadir. Ayrica bu bakterilerin,
bagirsak mukozasima tutunma ve buradan da kana gegme Ozelligine sahip olduklar
bilinmektedir.

02. A. hydrophila Standart Analiz Yontemi

Klinik 6rneklerde Aeromonas spp. aranmasinda Sheep Blood agar (SBA), SBA+30 mg/l
Ampicillin, SBA+10 mg/l Ampicillin ve Cefsulodin Irgasan Novobiocin agar (CIN A) en ¢ok
kullanilan besiyerleridir. Ancak gida orneklerinde hareketli 4eromonas 'larin aranmasinda,
gidanin zengin bir floraya sahip olmasi, islem sirasinda hiicrelerde hasarlanmalarin meydana
gelmesi ve sayim yapilmasi gereken durumlarda bu besiyerleri kullanilamamaktadir.
Hayvansal veya bitkisel taze gidalarda Aeromonas spp. aranmasinda Aeromonas besiyeri,
Starch Ampicillin (SA) agar, modifiye SA agar, Bile Salts Brilliant Green Starch (BBGS)
agar, Tryptic Soy agar (TSA), TSA+30 mg/l Ampicillin, Xylose-Deoxycholate (XDC) agar,
Xylose-Galactosidase agar, CIN agar ve ¢ok yaygin olmamakla birlikte Salmonella-Shigella
agar besiyerleri kullanilmasi Onerilmektedir. Cevresel oOrneklerden izolasyon yapilmasi
gereken durumlarda ise genel amagli alkali peptonlu su (APW) besiyerinin zenginlestirme
amaciyla kullanilabilecegi belirtilmektedir.

Ozellikle siselenmis igme suyu drneklerinde ¢ok az sayida bulunan hareketli A4eromonas "larm
izole edilmesinde ve Aeromonas sayimi yapilmasi gereken durumlarda membran filitrasyon
yontemi kullanilmasi 6nerilmektedir. Membran filitrasyon yonteminde kullanilan besiyerinde
trehalloz, ampicillin ve etanol gibi selektif inhibitorlerin kullanilmasi izolasyonda daha
basarili sonuglar alinmasini saglamaktadir.

03. Ornek Hazirlama ve Analiz

A. hydrophila grubu mikroorganizmalar hayvansal ve bitkisel taze gidalarda buzdolabi
sicakliginda rahatlikla gelisebilmektedir. Bu nedenle analiz i¢in gelen d6rneklerin olabildigince
hizli bir sekilde laboratuvara getirilip, analize alinmasi gerekmektedir. Hareketli Aeromonas
'lar pH 5,5 'in altinda zarar gorebilmektedir. Bu nedenle asidik gidalarin analizine dncelik
verilmesi gerekmektedir. Dondurulmus gidalarda 4. hydrophila varliginin belirlenmesinde az
sayidaki hasar gérmiis hiicrelerinde kazanilmasi i¢in zenginlestirme yapilmasi gerekmektedir.
Zenginlestirme besiyeri olarak APW ve Tryptic Soy broth + 30 pg/ml ampicillin (TSBA)
besiyerleri kullanilmaktadir.

Gidalarda Aeromonas spp. grubu mikroorganizma aranmasinda kullanilan standart bir analiz
yontemi bulunmamaktadir. Ancak bir c¢ok arastiricinin tizerinde fikir birligine vardigi
yonteme gore; 25 g gida ornegi 225 ml, %0,1 steril peptonlu su ¢ozeltisinde homojenize
edildikten sonra uygun diliisyonlardan SA agar, modifiye SA agar veya BBGS agar
besiyerlerine yayma Kkiiltiir yontemine gore ekim yapilmakta ve 28 °C 'da en fazla 24 saat
inkiibasyona birakilmaktadir. inkiibasyondan sonra petri kutusunda gelisen kolonilerin
lizerine agar yiizeyini kaplayacak kadar Lugol'un iyot ¢ozeltisi ilave edilmekte ve tipik
koloniler sayilmaktadir. 4. hydrophila grubu SA ve BBGS agar lizerinde saridan bal rengine
degisen tonlarda, 5 mm c¢apinda koloniler olusturmakta iyot ¢ozeltisi damlatildiktan sonra
siyaha doniisen besiyerinde etrafinda agik zonlar olusan tipik koloniler A. hydrophila olarak



tespit edilmektedir. Modifiye SA agar kullanildiginda ise iyot ¢ozeltisine gerek kalmadan A.
hydrophila kolonileri koyu mavi besiyeri iizerinde olusturduklar1 opak zonlardan kolayca
ayirt edilebilmektedir.

A. hydrophila sayisinin ¢ok diisiik oldugu durumlarda APW broth veya TSBA besiyerlerinde
ilk 1/10 'luk diliisyon, zenginlestirme amaciyla 28 °C 'da bir gece inkiibasyona birakilmasi
gerekmektedir. Baz1 durumlarda zenginlestirme islemi EMS yontemi ile birlestirilip, 3 veya 5
tiip sistemine gére APW veya TSBA besiyerlerine ekim yapilabilmektedir.

04. Dogrulama Testleri

SA agar besiyerinde yapilan amilaz testine gore amilaz pozitif olan kolonilerin biiyiik bir
cogunlukla A. hydrophila oldugu bilinmektedir. Buna ragmen siipheli durumlarda A4.
hydrophila 'nin dogrulanmas1 amaciyla SA agardan alinan tipik 4. hydrophila kolonileri,
Nutrient agar, Tryptic Soy agar veya karbohidrat igermeyen herhangi bir uygun besiyeri ve
DNase Test agar besiyerlerine slirme yontemi ile ekim yapilmakta, buradan elde edilen
koloniler Gram reaksiyonu, katalaz testi, DNase testi ve saflik kontrolii testlerinde
kullanilmaktadir.

Aeromonas ve Vibrio tiirlerini birbirinden ayirmak i¢in vibrio statik ajan 2, 4-diamino-6, 7-
diisopropyl piteridine (0/129) phosphate duyarlilik testi ve tuz testi onerilmektedir. Buna gore
% 0,5 oraninda NaCl igeren Nutrient agar besiyerine 10 pug veya 150 pg diizeyinde 0/129
vibrio statik ajan igeren disk yerlestirildikten sonra ekim yapilmakta, inkiibasyondan sonra
disk etrafinda olusan zon hassas veya pozitif olarak degerlendirilmektedir. 4. hydrophila 'nin
vibrio statik ajan 0/129 'a direncli olmasi nedeniyle herhangi bir zon vermemektedir.

Modifiye SA Agar (Lachia's Medium) bilesimi ; Hearth Infuzyon Agar 40,0 g ; Amiloz azure
(Calbiochem, CA) 3,0 g ; Amphicilline 0,01 g Destile su 1,0 litre seklindedir.Besiyeri
bilesenleri ¢oziildiikten sonra 121 °C 'da 15 dakika sterilize edilir.

05. Hareketli Aeromonas Tiirlerinin Ayirt Edilmesi

Hareketli Aeromonas 'larin birbirinden ayirt edilmesinde en c¢ok karsilasilan sorun
Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri ile olan benzerliklerdir. Bu iki familyay1 birbirinden
ayirmanin en basit yolu oksidaz testidir. Bunun disinda A. hydrophila grubu iiyelerini

birbirinden ayirmak i¢in kullanilan biyokimyasal testler Cizelge 1 'de verilmistir.

Cizelge 1. Hareketli Aeromonas tiirlerinin ayiriminda kullanilan biyokimyasal testler

Testler A. hydrophila A. caviae A. Sobria

Eskulin hidrolizi + -
KCN broth da gelisme
L-arjinin kullanim1
L-lisin kullanimi
L-arabinoz kullanimi
Salisin fermantasyonu
Sakkaroz fermantasyonu
Mannitol fermantasyonu

+ +

o+t

+ o+ o+




Inositol yikimi
Voges-Proskauer Testi
Glikozdan gaz olusumu
Indol iiretimi
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a Inkiibasyon sicaklig1 28 - 30 °C, b TSA besiyerinde insan kani alyuvarlari, D: degisken

06. A. hydrophila Tanimlanmasinda Kullanilan Hizli Yontemler

A. hydrophila 'nmin tanimlanmasi amaciyla gelistirilmis hizli testlerden en yaygin olarak
kullanilan1 "tek-tlip besiyeri" olarak bilinen Kaper's Medium besiyerinde yapilan bir grup
testtir. Bu teste gore; mannitol ve inositol fermantasyonu, ornitin dekarboksilasyonu ve
deaminasyonu, indol olusumu, hareketlilik, sodyum tiyosulfat ve sisteinden H,S iiretimi
testleri tek bir tiip besiyeri i¢inde yapilabilmektedir. Bu test 6zellikle ¢evresel drneklerde ve
su Orneklerinde hareketli Aeromonas 'larin aranmasinda ve Klebsiella, Proteus ve diger
enterik tiirlerle olan farkliliklarin ortaya konulmasinda kullanilmaktadir. Teste gore, bir tiipte
5 ml olacak sekilde hazirlanan besiyerine ekim yapilmakta ve tiipler 35 °C 'da 18-24 saat
inkiibasyona birakilmaktadir. 4. hydrophila bu testin sonucunda: besiyerinin iist kisminda
alkali reaksiyon (renk degisimi yok), alt kisminda ise asit reaksiyon (sar1 renk olusumu)
gozlenmekte ve asit olusumu, hareket ve indol pozitif , H,S negatif reaksiyon vermektedir.

Kaper's besiyeri bilesimi: Proteoz pepton 5,0 g ; Yeast extract 3,0 g ; Tripton 10,0 g ; L-
Ornitin HC1 5,0 g ; Mannitol 1,0 g ; Inositol 10,0 g ; Sodyum tiyosulfat 0,4 g ; Demir
amonyum sitrat 0,5 g ; Bromocresol purple 0,02 g ; Agar 3,0 g ; Destile su 1,0 litre
seklindedir. Besiyeri bilesenleri destile suda ¢oziildiikten sonra pH 6,7 'ye ayarlanir ve 121 °C
'da 12 dakika sterilize edilir.

Diger bir ¢ok bakteride oldugu gibi hareketli Aeromonas izolatlarinin tanimlanmasinda da
API 20E, API ZYM, PASCO MIC-ID ve Mast-ID gibi bazi hizli identifikasyon kitleri basar1
ile kullanilabilmektedir. Bu gibi kitlerden alinan sonuclarin dogruluk orani, tipik izolatlarin
secilmesindeki basartya bagli olarak % 90 'in iizerinde bulunmaktadir.

A. hydrophila 'nin identifikasyonunda kullanilan bir diger hizli yontem serolojik antijenlerin
belirlenmesi prensibine dayanmaktadir. Bugiine kadar hareketli Aeromonas 'larda 12 adet
somatik O ve 1 adet flagella H antijeni tespit edilmistir.

Hareketli Aeromonas 'larin birbirinden ayirt edilmesinde kullanilan baska bir yonteme gore
izolatlarin CAMP benzeri bir etki olusturma o6zellikleri test edilmektedir. Buna gore A.
hydrophila tiirleri hem aerobik hem de anaerobik kosullarda pozitif sonug verirken; A. sobria
sadece aerobik kosullarda pozitif, 4. caviae ise her iki kosulda da negatif sonug¢ vermektedir.

Aeromonas tiirleri DNA/DNA homolojilerine gére HG1 'den HG7 'ye kadar 7 hibridizasyon
grubuna ayrilmig, ancak bu gruplarin tanimlanmasinda da fenotipik testlerden ve ilave
molekiiler metotlardan yararlanilmasi tavsiye edilmistir. Bunun disinda PCR yontemi ile
tanimlama ¢aligmalar1 da yapilmakla beraber, heniliz resmi olarak onaylanmig bir yontem
bulunmamaktadir.



