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OZET

Bu calismada Kirgehir’deki dondurmacilardan alinan 52 adet dondurma 6rneginden
izole edilen 10 Aeromonas tiirii bakteri Orneginin izolasyonu, identifikasyonu,
antibiyotik diren¢ profilleri ve yag asidi icerikleri incelenmistir. Dondurma
orneklerinin incelenmesi neticesinde izole edilen 3 A. caviae, 6 A.hydrophila, 1
A.sobria susu ile A. hydrophila (ATCC 7966), A. veronii bv. sobria (ATCC 43979),

ve A. caviae (ATCC 15468) referans suslarinin antibiyotik direngleri belirlenmistir.

Sonug¢ olarak; izole edilen Aeromonas tiirii bakteri Orneklerinin ampisilin ve
tetrasikline kars1 % 100 direngli oldugu belirlenmistir. izole edilen 6rneklerin 6nce
ince tabaka daha sonrada gaz kromatografisinde analizleri yapilmis neticede A.
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1. GIRIS
Dondurma pastorize edilmis siit ve kati madde karisiminin dondurulmasiyla
iiretilen ve besin degeri agisindan zengin bir siit iirliniidiir. Dondurma stabilizor,
emiilsifiyer, yag ve seker icerigi zengin bir besin olup, lezzet igeriginin artirilmasi

icin sekerleme, meyve, surup ve diger tat verici maddeler de eklenmektedir (EI-Khair

ve ark., 2014).

Dondurmanin mikrobiyal kalitesi i¢ faktorlere (malzeme bileseni) ve dis
faktorlere (imalat asamasi) baglidir. Pastorizasyondan sonra lezzet maddeleri ve bazi
bilesenlerin eklenmesi dondurmadaki kontaminasyonun kaynagidir. Buna bagh
olarak pastorizasyon sonrasi kontaminasyon ekipmanlarin yetersiz temizlenmesi,
bozuk iiriiniin tekrar kullanilmasi ve personelle meydana gelmekte, bundan dolay1
tretim, tasima ve depolama sirasinda gesitli patojenik mikroorganizmalarla
kontamine olmaktadir (Arslan ve ark., 2013). Bakteri miktarinin son derece diisiik
olmasi gereken dondurmada birgok arastirmaci tarafindan yiiksek bakteri sayisinin
oldugu rapor edilmistir. Bu duruma pastorizasyon islemi sirasinda ya da sonrasindaki
kontaminasyon neden olmaktadir (Hunter ve Burge 1987; Arslan ve ark., 2013; El-
Khair ve ark., 2014).

Dondurmada enterotoksijenik Aeromonas tiirlerinin bulundugu (Yadav ve
ark., 2000), ve hareketli Aeromonas’larin insanlarda gastroenterit, solunum yolu
hastaliklari, g6z enfeksiyonlari, menenjit gibi hastaliklara neden oldugu rapor

edilmistir (Janda ve ark., 1998).

Immun sistemi zayiflamis insanlar ile bes yas alti ¢ocuklar dzellikle risk
altindaki gruplar olup, Aeromonas’lardan kaynaklanan gastroenterit enfeksiyonlarin
belirtileri ¢esitlidir. Diyare sulu, kanli, olabilmekte ayrica bulanti, karin agrisi, kusma

ve atesinde bu belirtilere eslik ettigi rapor edilmistir (Waites ve ark., 1991).

Antimikrobiyaller, —mikroorganizmalarin  neden  oldugu enfeksiyon
hastaliklarin1 tedavi etmek ic¢in kullanilan ilaglardir. Ortak dezavantajlari, yan
etkilerinin olmasi ve mikroorganizmalarda diren¢ gelisimine neden olmalaridir. Bu
nedenle gerektigi durumlarda, etkene ve konaga ait faktorler dikkate alinarak segilip

kullanilmalar1 gerekir. “Antibiyotikler”, baz1 bakteri ve mantarlarca iiretilen ve diger



bakterilerin ¢ogalmasin1  engelleyen (bakteriyostatik) veya onlar1 6ldiiren
(bakterisidal) dogal maddelerdir. Penisilin, sefalosporinler ve makrolidler
antibiyotiklere 6rnektir. Antibiyotiklerle ayni etkiyi gosteren, ancak sentetik olarak
sentezlenen kimyasal bilesikler ise “kemoterapétik ajanlar” olarak adlandirilir.
Siilfonamidler, kinolonlar, imidazoller bunlara 06rnektir. Kimyasal olarak
sentezlenebilen bazi antibiyotikler veya tiirevleride (semi-sentetik antibiyotikler)
bulunmaktadir (Saran ve ark., 2010).

Gelismekte olan birkag iilkede yaygin olarak kullanilan ucuz oral
antibiyotiklere kars1 enterik patojenler arasinda yiiksek oranda direng oldugu rapor
edilmigtir (Urio ve ark., 2001). Tipta ve hayvansal kokenli gida iiretiminde
antimikrobiyal ajanlarin sik kullanimi bakterilerdeki ilag direncinin yani sira R

plazmidi artigina yol agtig1 rapor edilmistir (Ngoci ve ark., 2012)

Bununla beraber Aeromonas’larin farkli iilkelerdeki farkli antimikrobiyal
ajanlara karst direng oranlarinin gesitlilik gosterdigi gozlemlenmistir. Direng
frekansindaki farkliliklar Aeromonas kaynagi ile iliskili olup; farkli cografik
alanlarda Aeromonas enfeksiyonlari i¢in farkli tipte ve frekansta olan antimikrobiyal

ajanlar regetelere yazilmaktadir. (Son ve ark., 1997).

Hiicre duvari, Mikoplazmalar harig, bakterilerin etrafin1 tam ve kesintisiz
olarak saran, kalinligi bakteri cins ve tiirlerine gore degisiklik gosteren, genellikle
10-25 nm arasinda bir Slgliye sahip olup, bakteri hiicresinin biitiinliiglinden ve dis
etkilesiminden sorumludur. Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerde ortak bulunan
peptidoglikan (murein, mukopeptid) tabakasi bakteri hiicre duvarinin ana polimeridir

(Kariptas, 1999).

Yag asitleri, genelde uzun, alifatik kuyruklu monokarboksilik asitlerdir. Yag
asidi metil esterleri, metanol ve yag asitleri arasindaki alkali kataliz reaksiyonu
sonucunda olusan iriinlerdir. Uzun karboksilik yag asitlerinden 4 karbonlu (butirik
asit) ve daha uzun zincirlileri yag asidi olarak sayilmakta; dogal yaglar
(trigliseritleri) olusturan yag asitlerinin ise en az 8 karbonlu oldugu (kaprilik asit
gibi) varsayilabilmektedir. Cogu dogal yag asitlerinde cift sayili karbon atomu
bulunmakta, biyolojik sentezlerinde bu iki karbon atomlu asetat kullaniimaktadir
(Anonim 2013a).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Alifatik&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Karboksilik_asit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Butirik_asit&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Butirik_asit&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Trigliserit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kaprilik_asit&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Asetat&action=edit&redlink=1

Bakteri hiicre duvarini olusturan Kimyasal yapi ve bu yapinin molekiiler
kompozisyonundaki degismeler c¢esitli analiz yontemleriyle belirlenebilmektedir.
Kimyasal ve morfolojik yontemler bir arada kullanilarak, genel diizeyde giivenilir bir
tanimlama miimkiin olabilmektedir (Kariptas, 1999). Peptidoglikan ve sitoplazmik
membran yapisinda bulunan yag asitleri, mikolik asitler, sekerler, polar lipitler,
izoprenoid kinonlar ve aminoasitler kemotaksonomik calismalarda kullanilan 6nemli
belirteglerdendir. Kemotaksonomik karakterler morfolojik karakterlere gére genomu
daha fazla yansittif1 i¢in daha giivenilir siniflandirilmalarin yapilmasma olanak
saglamaktadir. Bu biyokimyasal belirtecler, hizli ve hassas teknikler olarak kabul
edilen, kromatografik (GC, GC-MS, HPLC, PyMS) ve elektroforetik yontemlerle
analiz edilmektedirler (Kariptas ve ark., 2010).

Dis membranda ve sitoplazmik membrandaki yaglarda farkli gesitleri ve
oranlar1 bulunan yag asitleri bakteriyel suslar i¢cin en onemli kimyasal 6zellikler
arasinda sayilmaktadir. Glinlimiizde kemotaksonomi c¢alismalarinda bakterilerin
karakterize edilmesinde ve tanimlanmasinda yag asidi kompozisyonlar1 temel
alinmaktadir. Her mikroorganizmada yag asidi bulundugundan bu belirtecler
mikrobiyal soyagacinin takibinde 6nemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Kariptas
ve ark., 2010).

Cesitli metotlarla, bakteri kiiltiirlerinden yag asidi 6ziitlenmesi yapilmakta ve
devaminda bir seri uygulamalarla metil esterlestirmesi gerceklestirilen 6rnekler daha
sonra analiz edilmektedir. Yapilan analizlerde yag asitlerinin uzunluklari, baglari,
halkalar1 ve dallar1 belirlenmektedir (Anonim, 2013b).

Bu ¢alismada Kirsehir'de farkli yerlerde tiiketime sunulan sade, kakaolu ve
meyveli dondurmalardan izole edilen hareketli Aeromonas tiirii bakterilerin
identifikasyonu, antimikrobiyal direnglerinin incelenmesi ve yag asidi

kompozisyonlarimin belirlenmesi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. AEROMONAS’LARIN GENEL OZELLIKLERI

Bugiin Aeromonas olarak bilinen etkeni Chemnitz ve Zimmerman 1890
yilinda musluk suyundan izole etmigler ve Bacillus punctatus olarak
isimlendirmislerdir. 1894’de Emmerih ve Weibel etkeni baliklardan izole ederek
Bacterium salmonicida olarak isimlendirmistir. Kluyver ve Van Niel 1936’da
Aeromonas ismini ilk olarak ortaya koymuslardir. Caselitz etkeni 1955 yilinda
septisemili bir insandan izole ederek Vibrio jamaicensis olarak isimlendirmistir.
Popoff ve Veron DNA hibridizasyon c¢alismalartyla Aeromonas tiirlerini test
etmiglerdir (Popoff, 1984; Joseph ve ark., 1988; Joseph ve Carnahan, 1994; Amaro
ve Biosca, 1996; Caselitz, 1996).

Daha once Vibrionaceae familyasinda igerisinde siniflandirilan ancak yapilan
16S rRNA gen sekans analizleri sonucunda Aeromonadaceae familyasi igerisinde yer
alan (Janda ve ark., 2010) Aeromonas tiirleri, Gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz,
cubuk seklinde, kamgilar1 sayesinde hareketli ya da hareketsiz, siklikla da peritrik
kamgciya sahip olup, yeni hiicre kiiltiirlerinde peritrik kamgi, eski hiicre kiiltiirlerinde
polar kamgilar vardir. Hareketli Aeromonas tiirleri 0.3-1.0 um genisliginde, 1.0-3.5
um uzunlugunda, uclari1 yuvarlak sekilde sonlanan bakterilerdir. Cogunlukla tek, ikili
veya kisa zincirler seklinde bulunurlar (Abbott ve ark., 2003). Hareketli Aeromonas
tiirleri kat1 besiyerlerinde konveks, yuvarlak, diizgiin kenarli ve gri-beyaz goriinime
sahip pigmentsiz koloniler olusturmaktadirlar (Hunter ve ark., 2006). Aeromonas
tiirlerinin tireme sicakligi 4-42 °C ve optimum tireme sicakligi 28 °C’dir. Hareketli
Aeromonas tiirleri i¢in ireme aralifinin pH 4-10 arasinda oldugu, buna karsin

optimum pH degerinin 7.2 oldugu bildirilmistir (Kiipliilii ve ark., 2000).

Aeromonas cinsi bakteriler iki alt gruptan olusmaktadir. Ik grup psikrofilik
ve hareketsiz Aeromonas’lari, ikinci grup ise mezofilik ve hareketli Aeromonas’lari
kapsamaktadir. Hareketsiz Aeromonas grubu o6zellikle somon baliklar igin patojen
olan Aeromonas salmonicida’y: kapsar. Hareketli Aeromonas grubu ise Aeromonas
hydrophila, Aeromonas sobria ve Aeromonas caviae tiirlerini kapsar. Bununla

birlikte yapilan ¢alismalarda yeni tiirleri de ortaya konmustur (Janda, 1991).



Aeromonas tiirlerini birbirinden ayirmak i¢in kullanilan bazi biyokimyasal
testler vardir bu testlerden en ¢ok kullanilan1 Cizelge 1.1.’de g6sterilmistir (Popoff,
1984; Abbott, 2003).

Cizelge 1.1. Aeromonas tiirlerinin ayrimi i¢in yapilan biyokimyasal testler
(Popoff, 1984; Abbott, 2003).

Testler A. hydrophila A. caviae A. sobria
Eskulin hidrolizi + + -
KCN broth da + + -
gelisme

L-arjinin + + -
kullanimi

L-lisin kullanimi1 + - +
L-arabinoz + + -
kullanimi

Salisin + + -
fermantasyonu

Sakkaroz + + +
fermantasyonu

Mannitol + + +
fermantasyonu

(+) Pozitif, (-) Negatif.

2.2. AEROMONAS TURLERININ GELISIMINI ETKILEYEN
FAKTORLER

2.2.1. Sicaklik

4 °C’den 42 °C’ye kadar degisen sicaklik derecelerinde iireyebilen hareketli
Aeromonas tiirleri i¢cin optimum tlireme sicakliginin 28 °C oldugu ve 37 °C’de de
rahatlikla treyebildigi rapor edilmistir (Popoff, 1984; Palumbo ve ark., 1985;
Knochel, 1990; Mc Clure ve ark., 1994).



Aeromonas tiirleri 60 °C’de 20 dakikada, 65 °C’de 10 dakikada inaktive
olmasima ragmen 1siya dayanikli suslarinin da oldugu ve 1sitma islemi sirasinda
Aeromonas’larin trettigi ekstraselliiler proteolitik ve hemolitik iiriinlerin tahrip
oldugu bildirilmistir (Wang ve Gu, 2005). Yapilan bir ¢alismada 5 °C’de saklanan
Aeromonas tiirleri ile kontamine sebzelerin depolama siiresince sayilarinin arttigi
rapor edilmistir (Palumbo ve ark., 1985). Aeromonas hydrophila’nin ¢ig siitte 5
°C’deki varligi iizerine yapilan calismada, 2x10° ile 7x10° diizeyinde artislarin
oldugu bildirilmistir (Palumbo ve ark., 1985). Yapilan diger bir ¢alismada kesim
asamasiin c¢esitli evrelerinden alinarak buzdolabinda muhafaza edilen broiler
karkaslarda Aeromonas tiirlerinin sayisinda artis oldugu bildirilmistir (Hinton ve ark.,
2004).

2.2.2. pH

Hareketli Aeromonas tiirlerinin {ireyebildigi pH degerleri 4-10 arasinda
olmasina ragmen optimum pH degerinin 7.2 oldugu bildirilmistir. Aeromonas
tirlerinin yiikksek pH diizeylerinde bile canliliklarint korudugu ve Aeromonas
tirlerinin pH 5.5’in altindaki degerlere duyarli olduklart bildirilmistir (Palumbo ve
Buchanan, 1988; Kirov, 1993; Roberts ve ark., 1996).

Yapilan bir ¢aligmada Aeromonas spp.’nin oldukca diisiik pH’ya duyarh
(<5.2) ve pH 9.8’¢ kadar toleransi oldugu rapor edilmistir (Wang ve Gu., 2005).

2.2.3. NaCl ve aw (su aktivitesi)

Su aktivitesi (aw), aynmi sicakliktaki saf suyun buhar basincinin, gida
icerisindeki suyun buhar basincina olan oram1 olarak ifade edilmektedir.
Mikroorganizmalarin gelisebildikleri su aktivitesi smir degerleri vardir. Baslica
patojen olan bakteriler i¢in bu deger, 0.90 aw’dir. Su aktivitesi; tiriiniin raf dmriin,
rengini, kokusunu, lezzetini ve yapisini etkiler (Anonim, 2013c). Bu nedenle su
aktivitesinin Ol¢iilmesi, mikrobiyolojik riskleri en aza indirmenin ve gida kalitesini

optimum seviyede tutmanin en 6nemli yoludur (Anonim, 2013c).



Hareketli Aeromonas tiirlerinin optimum tuz konsantrasyonu % 1-2, optimum
su aktivitesi (aw) degeri 0.94,, -0.98,,’dir. Aeromonas tiirlerinin sicaklik
diisiiriildiiglinde tuzu tolere etme yeteneklerinin azaldig bildirilmistir (Sautour ve
ark., 2003). Yapilan bir diger calismada % 3,5 NaCl igeren ve diisiik sicaklik
derecelerinde muhafaza edilen gidalarda Aeromonas’larin elimine oldugu rapor
edilmistir (Palumbo ve ark., 1991; Mary ve ark., 2003).

2.2.4. Atmosfer

Son {irlinlerde Aeromonas hydrophila’nin {iremesinin Onlenmesi hatta
tamamiyla elimine edilebilmesi i¢in modifiye atmosfer uygulamalarina ek olarak
yiksek tuz, disik pH, disik sicaklik uygulamalariyla beraber kimyasal
koruyucularinda ilave edilmesi gerektigi bildirilmistir (Palumbo ve Buchanan, 1988,
Allende ve ark. 2002).

Yapilan bir calismada modifiye CO, kullanilmasmin su aktivitesini
diistirdiigii ve A. hydrophila’nin tiremesini engelledigi bildirilmistir (Devlieghere ve
ark., 2000).

2.2.5. Radyasyon

Radyasyon isleminin, gida kaynakli patojenleri ortadan kaldirilmada etkili bir
yontem oldugu ve bu amagcla yapilan ¢aligmada kanath etlerinde ve taze baliklarda
Aeromonas tiirlerinin yikimlanmasi igin 150 kiloradlik (rad: absorbe olan radyasyon

doz birimi) dozun yeterli oldugu bildirilmistir (Palumbo ve Buchanan, 1988).

2.3. AEROMONAS TURLERININ GIDALARDA BULUNUSU

Gida kaynakli ilk hareketli Aeromonas enfeksiyonu, 1982 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde ¢ig olarak tiiketilen istiridyelerden kaynaklandigi rapor
edilmistir (Abeyta ve ark., 1986).

Daha sonra yapilan arastirmalarda diger gida maddelerinden de (balik, tavuk,
kiyma, kanath eti, kirmiz1 et, sebze ve meyve) hareketli Aeromonas’larin izole
edildigi ve bu mikroorganizmanin insanlarda ¢esitli hastaliklara neden oldugu rapor
edilmistir (Carnahan ve Altwegg 1996; Hanninen ve ark., 1997; Martins ve ark.,
2002).



2.3.1. Siit ve Siit Uriinleri

Hareketli Aeromonas tiirlerinin siit ve siit tirtinlerinde kontaminasyona neden
oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Janda ve ark., 2010; Nazem ve

ark., 2010; Ahmed ve ark., 2014).

Avustralya’da yapilan bir ¢calismada 72 ¢ig ve 183 pastorize siit numunesinde,
¢ig siitlerin % 60’indan, pastorize siitlerin ise % 3.8’inden Aeromonas tiirleri izole
edilmis ve ¢ig siitten identifiye edilen tiirlerin % 74’tnii A. hydrophila, pastorize
stitten identifiye edilen tiirlerin ¢ogunu ise A. sobria’nin olusturdugu rapor edilmistir

(Kirov ve ark., 1993).

Hareketli Aeromonas’lar yoniinden 80 gida Orneginin incelendigi bir
calismada, ¢ig siit ve peynir orneklerinin % 20’sinden hareketli Aeromonas’larin
izole edildigi bildirilmistir (Pin ve ark., 1994).

Ulkemizde yapilan calismada 80 ¢ig siit 6rneginin 23’iinden (% 28.7)
hareketli Aeromonas tiirleri izole edilmis ve izole edilen 23 izolatin 15’inin (% 65.3)
A. hydrophila, 7’sinin (% 30.4) A. sobria ve 1’inin (% 4.3) A. caviae oldugu
bildirilmistir (Akan ve ark., 1996). Pastorize siitlerden hareketli Aeromonas tiirlerinin
izolasyonu iizerine yapilan bir diger calismada ise etkenin % 19 oraninda izole

edildigi rapor edilmistir (Sarimehmetoglu ve ark. 1998).

175 adet ¢ig siit numunesinin incelendigi bir bagka calismada ise ¢ig siit
orneklerinin 44’tinden (% 25.4) hareketli Aeromonas suslari izole edilmistir (Tayar,
2001). 100 ¢ig siit orneginin incelendigi bir baska calismada orneklerin 6’sindan

hareketli Aeromonas’larin izole edildigi bildirilmistir (Solmaz ve ark., 2002).

Cig stitlerde hareketli Aeromonas tiirlerinin bulunma sikligin1 ortaya koymak
ve ilk sagilan siitiin kontaminasyondaki roliinii belirlemek amaciyla yapilan
caligmada, 100 adet sagmal inekten direkt el sagimi ile alinan siit 6rneklerinin %
3’tnden hareketli Aeromonas tiirlerinin izole edildigi, sagim sonrasit hijyen
kurallarina gerekli Ozen gosterilmediginde ¢ig siitlerin Aeromonas tiirleri ile

kontaminasyon riskinin yiiksek olabilecegi bildirilmistir (Alisarli, 2003).



Buzdolab1 muhafaza kosullarinda gelisme yetenegine sahip olan hareketli
Aeromonas tiirlerinin pastorize siitlerde bulunmasi, Aeromonas’larin gidalarda

potansiyel enfeksiyon kaynagi olabilecegi bildirilmistir (Palumbo ve ark., 1985).

Aeromonas spp. ile kontamine olan ¢ig siitte % 17.14 oraninda Aeromonas
hydrophila oldugu bildirilmis (Subashkumar ve ark., 2010) olup bir baska ¢aligmada
¢ig siit orneklerinin % 47.7’sinde Aeromonas hydrophila tespit edilmistir (Yiicel ve
Crtak, 2003).

Yapilan bir ¢calismada Aeromonas hydrohila disinda, Aeromonas sobria’ninda

stitte goriildiigii rapor edilmistir (Yadav ve ark., 2000).

Cig inek siitlinde mikrobiyal yogunluk diizeyinin, orneklerin % 15.9’unda
3x10% ile 5%10° cfu/ml aras1 Aeromonas hydrophila, % 13’iinde 2x10? ile 3x10% aras1
Aeromonas caviae ve % 3.6’sinda 2.5x10° ile 5x10° aras1 Aeromonas sobria oldugu
bildirilmistir (Melas ve ark., 1999).

Nijerya’da yapilan bir ¢alismada yogurt drneklerinin % 25’inden Aeromonas
izole edildigi bildirilmistir (Nwamaka ve Chike, 2010).

Yumusak peynir orneklerinin % 17.7°sinde Aeromonas hydrophila ve
Aeromonas caviae rapor edilmisken (Araujo ve ark., 2002), Urfa peynir 6rneklerinin

% 27’sinin Aeromonas spp. ile kontamine oldugu bildirilmistir (Uraz ve ark., 2008).

Yapilan bir c¢alismada 64 dondurma Orneginin 3’tinden A. caviae izole
edildigi bildirilmistir (Hunter ve Burge, 1987)

Botsvana’da kapali pakette ve agikta satilan dondumalarda izole edilen

Aeromonas’larin % 2 oraninda oldugu bildirilmistir (Mathews ve ark., 2013)

Libya’da yapilan bir caligmada 111 adet a¢ik dondurma 6rnegi ve 49 adet
kapali pakette satilan dondurma Orneklerinden sirasi ile % 18 ve % 20’sinin

Aeromonas spp. yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir (Ghenghesh ve ark., 2008).

Yapilan bir baska ¢alismada dondurma orneklerinin % 19’unun Aeromonas

spp. yoniinden pozitif oldugu bildirilmistir (EI-Sharef ve ark., 2006).



Aeromonas spp. ile kontamine olmus ¢ig siitlerin insan saghg: i¢in tehlikeli
oldugu rapor edilmis olup siitten baslica sitotoksijenik ve daha az siklikta
entorotoksijenik ve hemolitik Aeromonas hydrophila izole edildigi rapor edilmistir
(Martins ve ark., 2002).

Enterotoksijenik Aeromonas’lar dondurmada nadir olarak bulunmaktadir.
Hindistan’da yapilan bir ¢alismada dondurma orneklerinin de bulundugu 285 gida
orneginden % 14 oraninda Aeromonas sp. izole edilmis ve izole edilen
Aeromonas lar arasinda A. hydrophila nin oraninin yiiksek oldugu rapor edilmistir
(Ghengesh ve ark., 2008).

2.4. AEROMONAS TURLERININ ANTIBIYOTIK DUYARLILIGI

Antibiyotikler genel olarak bakteri tiirii mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ve hayat kurtarici olabilen ¢ok 6nemli bir ilag
grubudur. Giiniimiizde en ¢ok recete edilen ilaglardan olan antibiyotiklerin bilingsiz
kullanim1 sonrasinda bakterilerin bu ilaglara kars1t direng gelistirmeleri nedeniyle
normalde tedavi edilebilecek olan enfeksiyonlarin tedavisi zorlagsmakta, ilaca bagl
yan etkiler artmakta, hastalarin hastanelerde kalig siireleri uzamakta ve tedavi
maliyeti ¢ok yiikselmektedir. Hastalarin kaybedilmesine yol agabilecek kadar ciddi
sonuglar olan “diren¢ gelismesi” sorunu nedeniyle bilingsiz antibiyotik kullanimi en

onemli toplumsal problemlerden birisini olusturmaktadir (Anonim, 2013d).

Aeromonas’larin penisilinler ve diger antibiyotiklere karsi disaridan alinan

plazmidler ile direng kazandig: bildirilmistir (Awan ve ark., 2009).

Yapilan bir ¢calismada Aeromonas’larin tetrasiklin, kloramfenikol, neomisin
ve gentamisine duyarli, ampisilin, penisilin ve eritromisine karsi direngli oldugu

saptanmigtir (Sinha ve ark., 2004).

Ishal disinda baska bir Aeromonas enfeksiyonunda hastalara 6nceden

hazirlanmis ampisilin verilebilecegi bildirilmistir (Ghenghesh ve ark., 1999).

Aeromonas enfeksiyonlar1 gastrointestinal bolge ile sinirli olmasina ragmen
bulasic1 ishal semptomlu hastalarda kullanilan antibiyotik uygun kan ve diski
kiiltiirlerinde test edildikten sonra agir ve ekstraintestinal enfeksiyonlu hastalarda

kullanilmaya baglanmistir (Haeusler ve ark., 2013).
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Gelismekte olan {ilkelerdeki kitlik zamanlarinda Aeromonas kaynakli
ekstraintestinal enfeksiyonlar hakkinda bilgiler mevcuttur. Giiney Tayland’da
tsunami magdurlar1 arasinda cilt ve yumusak dokulardan izole edilen Aeromonas
sp.’nin amikasin, gentamisin, sefepim, sefotaksim, seftazidim, siprofloksasin,
imipenem ve trimetoprimsiilfametoksazol antibiyotiklerine karsi duyarli oldugu,
bununla beraber Aeromonas izolatlarinin % 21°nin sefazoline ve % 23’niin
amoksisilinklavulanateye duyarli oldugu rapor edilmistir. Ozel kliniklerde yapilan
incelemelerde tedavisi yapilan hastalarin yalnizca yerel halktan olmadigi, %
90’nindan fazlasini turistlerin olusturdugu rapor edilmistir (Ghenghesh ve ark.,
2008). Kuveyt’te yash hastalarin idrar yolu enfeksiyonlari sirasinda izole edilen A.
caviae’nin siprofloksasin, sefotaksim ve gentamisine duyarli oldugu buna karsin
amoksisilin, sotrimoksazol, ampisilin, sefuroksim ve sepalotine direngli oldugu rapor
edilmistir. Ug ay boyunca takibi yapilan hastalara idrar kiiltiiriinde tekrarlanarak
yapilan antibiyotik testinden sonra iki hafta boyunca her iki saatte bir 500 mg
siproflazosin verildigi ve bakterilerde higbir biiylimenin olmadigr gézlemlenmistir

(Hiransuthikul ve ark., 2005).

Veneziiella’da yapilan ¢alismada kandan izole edilen Aeromonas
hydrophila’nin amikasin, gentamisin oksasilin, piperasilin, ampisilin-sulbaktam,
sefotaksim, levofloksasin ve siprofloksasine direngli, imipenem ve sefoperazon

sulbaktama duyarli oldugu rapor edilmistir (Rodriguez ve ark., 2005).

Bakterilerin, mevcut ve yeni nesil antibiyotiklere olan direnci gelistikge,
degisen ortam sartlarina kolayca adapte olabilmekte ve insanlarda hastalik etkeni
olma potansiyeli artmaktadir. Bu calismada, oOnceki yapilan calismalara katki
saglayarak daha sonraki yapilacak olan arastirmalara 1gik tutmasit ve hareketli

Aeromonas tiirlerinin antibiyotik direng frekanslarinin belirlenmesi amaglanmistir.

2.5. BAKTERIYEL LIPITLER

Diinya’da diger canlilarda oldugu gibi bakterilerde de en temel organik
bilesiklerden birisi lipitlerdir. Sitoplazmik membranlarin fonksiyonlarinda énemli rol
oynayan lipitler; sicaklik, yiizey gerilimi, osmotik basing ve pH gibi farkli ¢evresel

faktorlerden etkilenmektedirler. Bakterilerin tanimlanmasinda ve karakterize
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edilmesinde lipitleri olusturan yag asitleri temel taksonomik kriterlerden birisi olarak

kabul edilmektedir (Kariptas, 1999).

2.5.1. Yag asitleri

Yag asitleri uzun zincirli alifatik molekiillerin karboksilik asit tiirevleridir.
Bakterilerde 12-20 karbon atomu arasinda degisen uzun zincirli yag asitleri ile 20 ila
80-90 karbon atomuna sahip mikolik asitler olmak {izere iki ana grup seklinde

yerlesim gostermektedirler (Minnikin ve Goodfellow, 1976; Kariptas, 1999)

Sitoplazmik membranin bilesiminde polar lipit ve glikolipit olarak bulunan
cogu yag asitleri (Kates, 1964) iki katmanl lipit tabakasinin ayrilmaz bilesenlerini
olusturmaktadirlar (Ratledge ve Wilkinson, 1988). Yag asit gesitleri ile yapilan
kapsamli ¢alismalarda (zincir uzunluklari, ¢ift bag pozisyonlari, degisken gruplar)
yag asitlerinin yiiksek oranda diizenli olan yapilar1 onlarin faydali bir belirteg olarak
kullanilabilecegini gostermektedir (Suzuki ve ark., 1993).

Yag asitleri karbon iskeletinin temel yapisina, 6rnegin karbon atomu sayisi,
karbon zincirindeki ¢ift bagin pozisyonu ve sayisi ile fonksiyonel grubun varligina

gore siniflandirilmaktadirlar (Suzuki ve ark., 1993).

Bacillus, Staphylococcus, ve Streptomyces gibi diger 6nemli organizmalara
ait cinslerde ise, dzellikle diiz zincirli ve iso, anteiso dallanmis yag asitleri ile nadiren
dallanmamis yag asitleri bulunmaktadir (Okami ve ark., 1970; Bowie ve ark., 1972;
Kaneda, 1977; O Donnell ve ark., 1985; Saddler ve ark., 1987; Kaneda, 1991). Hem
diiz zincirli doymus ve doymamis yag asitlerini bunun yani sira dallanmig yag asitleri
gibi kompleks yag asidi profilleri Microbispora, Streptosporangium ve Nocardioides
gibi aktinomiset cinsleri i¢in karakteristik yag asitlerindendir (Yano ve ark., 1969;
O Donnell ve ark., 1982; Collins ve ark., 1983; Kudo ve Seino, 1987; Miyadoh ve
ark., 1990).

Yag asidi metil esterlerinin hazirlanmasinda dondurularak kurutulmus
hiicreler kullanilmakta, hiicresel yag asitlerinin kantitatif analizleri metilasyonu
takiben gaz kromotografisinde (GC) yapilmaktadir. (Goodfellow ve ark., 1993).

Bakterilerde bulunan yag asit gesitlerinden bazilar1 Sekil 2.1.”de gosterilmistir.
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Doymus asitler
Diiz-zincirli asit

CHy~(CH,),~COOH n-Oktadekanoik asit
Y g 2)16—

' (n-18:0)(stearik asit)
[so-dallanmis asit

CH;-CH-(CH,),,~COOH 14-Metil pentadekanoik asit
| (1-16:0)
. CHJ -
Anteiso-dallanmis asit 14-Metil hekzadekanoik asit
CH;-CH,~CH-(CH,),,~COOH .
| (a-17:0)
CH;
w-Siklik asit
CH»>-CH,
CHz/ \CH—(CHz).(,—COOH w-Siklohekzil undekanoik asit
\ /
CH,~CH;

Doymamus asitler ve tiirevleri

CH3—(CH2)5—CHC1——S CH-(CH,),~COOH 11-Oktadekanoik asit
Polienoik asit (18:1(A")) (cis-vaksenik asit)
CH;—(CHZ—CHCS CH)s—(CH,);—COOH 5,8,11,14,17-Eikosapentaenoik asit (EPA)

" (20-5, w 3)
Siklopropan asit
;A . .
CH3~(CH,)s-CH - CH—(CH,),~COOH 11,12-Metilen oktadekanoik asit

10-Metil asit (siklo-19:0) (laktobasilik asit)

CH,

CH;—(CHz)v—lCH—CHZ_(CHZ),_coon 10-Metil oktadekanoik asit

Hidvike asiiion (t-19:0) (tiibekiilostearik asit)

3-Hidroksi asit

CH,-(CH,),~CH(OH)-CH,-COOH 3-Hidroksi dekanoik asit

O (30H-10:0)
a-Hlidrolksi as‘tC oo 7 Hidroksifiekzadekanoik asit
CH3~(CH,);3-CH(OH)~ (20H-16:0)

Sekil 2.1. Bakterilerde bulunan bazi yag asitleri
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2.5.2. Polar Lipitler

Polar lipitler, bakteri hiicre membraninin baglica bilesenlerinden olup,
aktinomisetlerin ~ siiflandirilmast  ve  tamimlanmasinda  kullanilan ~ 6nemli
belirteclerdendir (Minnikin ve Goodfellow, 1980; Minnikin, 1982; Minnikin ve ark.,
1984b; Komagata ve Suzuki, 1987; Suzuki ve ark., 1993). Fosfolipitlere 6zgii olan
amfipatik karakter hem hidrofobik hemde hidrofilik bolgelere sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir (Komagata ve Suzuki, 1987; Kariptas, 1999).

Polar lipitler biitiin serbest yasayan organizmalarda bulunan, notr organik
cozlicliler kullanilarak oziitlenmeleri (ekstraksiyonlari yapilarak ince tabaka
kromotografisinde analiz edilen ve taksonlarin tanimlanmasinda kullanilan 6zel
belirteclerdir (Lechevalier ve ark., 1977; Minnikin ve ark., 1977a, b, 1979; 1984a;
Minnikin ve O Donnell 1984; O Donnell ve ark., 1984; Kariptas, 1999)

Bakterilerde baslica polar lipit tipleri fosfolipitler ve glikolipitler (Goldfine,
1972; Shaw, 1974), olmasina karsin ornitin ve lisin amid gibi daha az yaygin olan
tipleride belli oranlarda goriilmektedir (Goodfellow ve Minnikin, 1977). Bazi

fosfolipit 6rnekleri Sekil 2.2.’de verilmistir.
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Y=gliserol,etanolamin,vb.

C|H2-0H’
RO—?H 0
I
CHZ—O—T"'O—Y
OH R,R": Uzun zincirli agil
R 8]
\(I:I/ \(=3H2
R o/o-_é_..H 0 2 Fosfatidik asit (FA)
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R 0
\c/ \(::H2
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2.5.3. Aeromonas’larda Yag Asitleri ve Onemi

Baslangicta yalnizca klinik Aeromonas tiirlerini klinik olmayan Aeromonas
tiirlerinden ayirmak icin yapilan yag asidi analizi ¢aligmalar1 klinik Aeromonas’larin
yag asitlerinin analizleri lizerine yogunlasmistir. Klinik olmayan Aeromonas’larda
yag asidi analizi ¢aligmalar1 sinirli olup buna ek olarak, Aeromonas cinsine ait
Aeromonas suslarmin belirli yag asidi metil esterleri (FAME) calismalarinda
hibridize grup (HGs) arasindaki fenotipik ve genotipik taksonomik farkliliklar dikkat
¢cekmektedir (Anonymous, 1994).

Klinik olmayan Aeromonas’larda da yag asidi analizi ¢alismalart yapilmis
olup, Aeromonas’lara ait 44 yag asidi ve ikili alkollerin incelendigi bir ¢calismada 90
susun 12:0, 13:0 iso, 14:0, 15:0 iso 30H, 16:0, 16:1 w7c, 17:0 iso, iso 17:1 ®9c yag
asitlerini igerdikleri rapor edilmistir (Huys ve ark., 1994). Gokkusag: baliklarindan
izole edilen A. salmonicida ile yapilan bir ¢aligmada ise 14:0 30H/16:1 iso 1, 16:1
®7c/15 iso 2 OH, 16:0 ve 18:1 w7c yag asitlerinin bulundugu bildirilmistir (Bektas
ve ark., 2007).

Bakteriyel sistematikte kullanimi artan serbest yag asidi komplekslerinin,
farkli bliylime ortamlarinda mikrobiyal ekoloji bakimindan iyi bir kemotaksonomik
ozellik olacagr disiiniilmektedir (Kariptas, 1999). Biyoteknoloji ve genetik
miihendisligi alanindaki gelismelere bagli olarak mikroorganizmalarin tani ve teshis
yontemlerinde de hizli gelismeler olmustur. Mikroorganizmalarin
makromolekiillerinin bilesimi ve oransal yiizdelerinden yararlanilarak gelistirilen
molekiiler tan1 teknikleri arasinda glinlimiizde yaygin olarak kullanilan metotlardan
birisi de yag asidi metil esterlerinden (FAME) faydalanilarak yapilan mikrobiyal tan
sistemidir (Dikbas ve ark., 2009).

Aeromonas tiirlerinin hiicre duvar kompozisyonlar1 hakkinda yapilan literatiir
calismasinda ¢ok az bilgi mevcut olup, dondurma orneklerinden izole edilen
Aeromonas tiirlerinin hiicre duvar kompozisyonlarininda incelendigi bu c¢aligmada,
Aeromonas’larin hiicre duvar kompozisyonlarina dair yeni bilgiler verilmesi

amaclanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

Bu calismada, Kirsehir’in farkli semtlerinde bulunan dondurmacilardan 2012
yili Mayis-Temmuz aylar1 arasinda toplanan 21°1 sade, 20’si kakaolu ve 11’1
meyveli olmak iizere toplam 52 dondurma 6rnegi materyal olarak kullanilmistir.
Dondurma o6rnekleri, yaklagik 200 g miktarinda, aseptik sartlarda alinmig ve soguk
zincir altinda laboratuara getirildikten hemen sonra mikrobiyolojik yonden analize

alinmustir.

3.1.1. Hareketli Aeromonas Tiirlerinin Izolasyon ve Identifikasyonunda

Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler
3.1.1.1. Besiyerleri
Ampisilin’li Alkali Peptonlu Su
Hazirlanisi

Peptonlu Su (Merck 6579) besiyerinden 15.6 g alinarak 1000 ml distile suda
¢ozdirilmiistiir. Homojenize edilen karisimin pH’s1 8.6’ya ayarlanarak 121 °C’de 15
dakika otoklavda sterilize edildikten sonra 50 °C’ye soguyan besiyerine, 5 ml distile
suda ¢ozdiirilen 0.02 g ampisilin membran filtreden gegirilerek steril ortamda

besiyerine eklenmistir.
Glutamate Starch Phenol Red Agar (GSP) Agar (Merck 110230)
Hazirlanisi

Glutamate Starch Phenol Red Agar (Merck 110230) besiyerinden 30.6 g
almarak 1000 ml distile suda ¢ozdiiriilmiis ve homojenize edilen karisimin pH’s1
8.5’e ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildikten sonra 50 °C’ye
soguyan besiyerine, 5 ml distile suda ¢ozdiiriilen 0.02 g ampisilin membran filtreden

gegirilerek steril ortamda besiyerine eklenmis ve steril petrilere dokiilmiistiir.
Tryptone Soya Agar (Sigma Aldrich 22091)

Hazirlanisi
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Tryptone Soya Agar (Sigma Aldrich 22091) besiyerinden 41.6 g alinarak
1000 ml distile suda karistirilmis ve su banyosunda tamamen ¢ozdiiriildiikten sonra
121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmis 50 °C’ye kadar sogutulmus ve steril

petrilere dokiilmiistiir.
DNase Agar (LAB 095, idg”®, Lancashire)
Hazirlanisi

DNase Agar (LAB 095, idg®, Lancashire) besiyerinden 43.6 g alinarak,
tizerine 0.01 g Toluidin mavisi ilave edilmis ve 100 ml distile suda karistitilmis ve su
banyosunda tamamen ¢ozdiiriildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilmis 50 °C’ye kadar sogutulmus ve steril petrilere dokiilmiistiir.
Nutrient Broth (HIMEDIA M002)
Hazirlanisi

Nutrient Broth (HIMEDIA MO002) besiyerinden 8.3 g alinarak, 1000 ml
distile suda ¢ozdiiriilmiis ve deney tiliplerine 10’ar ml paylastirilarak 121 °C’de 15

dakika otoklavda sterilize edilmistir.
Bile Esculin Agar (Merck 100072)
Hazirlanisi

Bile Eskiilin Agar (Merck 100072) besiyerinden 46.2 g alinarak, 1000 ml
distile suda karigtirilmis ve su banyosunda tamamen ¢6zdiirtildiikten sonra 121 °C’de
15 dakika otoklavda sterilize edilmis 50 °C’ye kadar sogutulmus ve steril petrilere

dokiilmiistiir.
Sulphate Indol Moatility (SIM) Medium (Sigma Aldrich 85438)
Hazirlanisi

SIM Medium (Sigma Aldrich 85438) besiyerinden 31.2 g alinarak, 1000 ml
distile suda karigtirllmis ve su banyosunda tamamen ¢ozdiiriildiikten sonra deney

tiiplerine 10’ar ml paylastirilarak 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
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Potassium Cyanide (KCN) Broth (Hopebio HB4101)
Hazirlanisi

KCN Broth base (Hopebio HB4101) besiyerinden 14.3 g alinarak, 1000 ml
distile suda karistitilmis ve su banyosunda tamamen ¢ozdiiriildiikten sonra deney

tiiplerine 10’ar ml paylastirilarak 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
MRVP (Methyl Red-Voges Proskauer) Medium (HIMEDIA MQ70)
Hazirlanisi

MRVP medium (Oxoid CM 43) besiyerinden 15.6 g alinarak, 1000 ml distile
suda ¢ozdiriildiikten sonra deney tiiplerine 10’ar ml paylastirilarak 121 °C’de 15

dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Voges Proskauer Ayiraci (VP)

Bilesimi

a- Naphtol (Merck 6223) 590
Absolute Alcohol (Sigma Aldrich) 100 ml
Potassium Hydroxide (Merck 5032) 409
Distile Su 100 ml
Methyl Red Ayiract (MR)

Bilesimi

Methyl Red (Merck 159276) 0,19
Ethanol (%95) (Sigma Aldrich) 300 mi
Distile Su 500 ml

3.1.1.2. Kimyasal maddeler

Oksidaz Test Kiti (Merck, Bactident Oxidase, 1.13300)
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Vibriostatik Ajan O/129 Test Kiti (10 pg (Oxoid DD14)) ve 150 pg (Oxoid
DD15) 0/129 (2-4-diamino-6,7- diisopropylpteridine) igeren diskler kullanilmistir.

Ampicillin Selective Supplement (Sigma-Aldrich A9393)
Hydrogen peroxide (H,O,—Merck 8597)

Sodium hydroxide (NaOH-Merck 101564)

Sodium chloride (NaCl-Merck 106404)

D-Mannitol (Merck 5980)

L-Arabinose (Merck 1492)

Salicin (Merck 7665)

D-Glucose (Merck 8337)

L-Cysteine Hydrochloride Monohydrate (Merck 102839)
Kovacs Indol Reagent (Merck 109293)

Methanol (J. T. Baker 9193)

Toluene (Carlo Erba P0711010)

Con. H,SO4 (Merck 10907)

Hexane (Merck 104374)

Na,HPO, (Merck 109477)

NAOH (Merck 106467)

Molylbdophosphoric acid (Sigma-Aldrich 221856)
Ethanol (% 95) (Sigma Aldrich 32205)

Acetone (Merck 100020)

Rhodamine 6G (Sigma-Aldrich 252433)
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Diethyl ether (Merck 100929)

3.1.1.3. Gaz Kromatografisi Ekipmanlari

PTFE (Polytetrafluoroethylene) kapakl tiipler (Lp Italiana Spa)

Su banyosu (Niive BS 402)

Nitrojen gazi1 (Peak NM 32 LA)

TLC (Thin Layer Chromatography) Aliiminyum Tabakalar (Merck 5554)
TLC (Thin Layer Chromatography) Plastik Tabakalar (Merck 5735)
Kromatografi tanki i¢in uygun 10 x 10 cam plaklar (Merck 5715)
Spektrofotometre (Hitachi UV/VIS 1800)

3.1.1.4. Test suslar1

Referans suslar1 olarak, A. hydrophila (ATCC 7966), A. veronii bv. sobria
(ATCC 43979), ve A. caviae (ATCC 15468) kullanilmistir. Suslar analiz edilinceye
kadar trypticase soy broth (TSB) ile birlikte 15 % (v/v)‘lik steril gliserolde -70 °C’de

muhafaza edilmistir.
3.1.1.5. pH metre

Orneklerin pH degerlerinin &lgiilmesinde elektronik pH metre (HANNA HI
9024) kullanilmistir.

3.2. METOT

21 adet sade, 20 adet kakaolu ve 11 adet meyveli dondurma 6rnegi aseptik
kosullarda alinip, soguk zincir altinda Ahi Evran Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuarina getirilmis ve aym giin ekim
yapilmigtir. 'Yontem geregince dondurma orneklerine zenginlestirme isleminden
sonra spesifik kati besiyerine ekim yapilarak buradan siipheli kolonilerin

degerlendirilmesine gegilmistir.
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Cizelge 3.1. Hareketli Aeromonas tiirlerinin identifikasyon testleri (Palumbo ve ark.,
1992; Abbott ve ark., 2003).

Biyokimyasal Testler A. hydrophila A. caviae A. sobria

indol iiretimi + + +

KCN Broth’da iireme + + -
Voges-Proskauer Testi + - -
Glukozdan gaz olusumu + - +
Eskulin hidrolizi + - -
Sisteinden H,S olusumu + - +
Hareketlilik + + _

3.2.1. Hareketli Aeromonas Tiirlerinin izolasyonu ve identifikasyonu
3.2.1.1. Hareketli Aeromonas tiirlerinin izolasyonu

Dondurma o6rneklerinden Aeromonas tiirlerinin izolasyonu, zenginlestirme

islemini takiben kat1 besiyerine ekilerek gergeklestirilmistir.

a) Zenginlestirme: Dondurma oOrneklerinden 25 g alinip steril numune
posetine konularak tizerine 225 ml Alkali Peptonlu Su (pH 8.4-Merck 6579) ilave
edilmis ve stomacher’de 2 dakika siire ile homojenize edildikten sonra 30 °C’de 24

saat inkiibasyona birakilmstir.

b) Kati Besiyerine Ekim ve Siipheli Kolonilerin Degerlendirilmesi:
Inkiibasyon sonrasi zenginlestirme sivisindan bir 6ze dolusu alinarak, 5 mg/l
ampisilin iceren GSP Agar’a (Merck 110230) ¢izme yontemi ile ekim yapilmis ve
plaklar 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. GSP Agar’da inkiibasyon siiresi
sonunda lireyen sar1 opak koloniler siipheli kabul edilmistir. Tipik kolonilerden en az
10’u segilerek Tryptone Soy Agar’da (Sigma Aldrich 22091) 30 °C’de 24 saat
inkiibe edilmistir.
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Tryptone Soy Agar’da {ireyen kolonilerden sirasi ile Gram boyama, oksidaz
testi, katalaz testi, hareketlilik testi, DNase testi, Vibriostatik ajan O/129’a (2-4-
diamino-6,7-diisopropylpteridine) direnglilik, NaCl igermeyen ve % 6 NaCl igeren
Nutrient Broth’da 35 °C’de lireme testleri yapilmis ve bu testler sonucunda hareketli

Aeromonas oldugu belirlenen kiiltiirlerden tiir tayini yapilmistir.
3.2.1.2. Gram boyama ve mikroskobik tani

Stipheli  Aeromonas spp. kolonilerinden Gram boyama yapilarak,
mikroskobun (CX21FS1 Olympus) immersiyon objektifinde Gram negatif, ¢ubuk

formda goriilen mikroorganizmalar degerlendirmeye alinmstir.
3.2.1.3. Oksidaz testi

Bu amagla, hazir test kitleri (Oxoid BR 064) kullanilmistir. Siipheli
Aeromonas kolonileri igne uglu 6ze ile alinip oksidaz sticklere siiriilmiis, 10-15 aniye

sonra olusan menekse mor renk pozitif kabul edilmistir.
3.2.1.4. Katalaz testi

Bu amagla, % 3’lik Hidrojen peroksit (H2O;) soliisyonundan bir 6ze dolusu
lam tizerine alinarak iizerine 6ze yardimi ile 24 saatlik siipheli Aeromonas spp.
kolonisinden konulup karigtirllmig, 1-2 saniye igerisinde gozlemlenen kopiirme

seklindeki gaz olusumunun goriilmesi katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.2.1.5. Hareketlilik testi

Stipheli Aeromonas spp. kolonilerinden igne uclu 6ze yardimi ile bir miktar
alinarak Sulphate Indol Motility (SIM) mediuma dik olarak inokiile edilmis, takiben
25 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmis ve her giin kontrol edilmistir. Bu siire
zarfinda inokulasyan hattindan yanlara dogru olan tiremeler hareketlilik pozitif

olarak degerlendirilmistir.
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3.2.1.6. Vibriostatik Ajan O/129’a Direnglilik testi

Stipheli Aeromonas spp. kolonilerinden Tryptone Soy Agara ekim yapilarak,
Vibriostatik ajan (2,4-Diamino-6,7-di-iso-propylpteridine phosphate) O/129 (Oxoid
DD-14, DD-15) diskleri yerlestirilmis ve 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkubasyon sonrasinda diskler ¢evresinde zon olusmamasi, iireme olmasi

pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.2.1.7. NaCl igermeyen ve % 6 NaCl iceren Nutrient Broth’da {ireme

Stipheli Aeromonas spp. kolonilerinden NaCl icermeyen ve % 6 NaCl igeren
Nutrient Broth’a (Merck 105443) ekim yapilarak 35 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmis, inkiibasyon sonucu buyyonlardaki bulaniklik incelenerek NaCl igermeyen
ve % 6 NaCl igeren Nutrient Broth’da iireme pozitif olarak degerlendirilmistir
Aeromonas tiirleri NaCl igermeyen buyyonda iireme testinde pozitif, % 6 NaCl

iceren Nutrient Broth’da lireme testinde ise negatif sonu¢ vermektedirler.
3.2.1.8. Eskulin hidrolizasyonu

Aeromonas spp. kolonilerinden Eskulin agara (Bile Aesculin Agar Oxoid
CM888) ekim yapilarak 30 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmis, agik
kahverengi olan besiyerinin iireme sonucunda koyu kahverengine doniismesi pozitif

olarak degerlendirilmistir.
3.2.1.9. KCN Broth’da iireme

KCN Broth hazirlanarak Aeromonas spp. kolonilerinden inokiilasyon
yapilmis 30 °C’de 24 saat inkube edilmistir. inkubasyon sonucunda berrak olan KCN

Broth’un bulanikliklagmasi pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.2.1.10. Karbonhidrat fermentasyon testleri

Deney tiiplerindeki L-arabinoz, D-mannitol, D-glukoz ve Salisin
sekerlerinden birini igeren steril Purple Broth Base tizerine Aeromonas spp.
kolonilerinden inokulasyon yapilip 30 °C’de 7 giin inkube edilmis, inkiibasyon
siiresince tiipler her giin kontrol edilmistir. Menekse morundan sariya renk

degisikligi pozitif, renk degismemesi ise negatif olarak degerlendirilmistir.
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3.2.1.11. Metil Red testi

MRYVP besiyeri bulunan tiiplere Aeromonas spp. kolonilerinden 6ze ile ekim
yapilmis, inokiile edilen tiipler 30 °C’de 5 giin inkiibe edilmis ve bu siire sonunda
metil red ayiracindan 5 damla damlatilmis, olusan kirmizi renk pozitif olarak

degerlendirilmistir.
3.2.1.12. VVoges Proskauer testi

MRVP besiyeri bulunan tiiplere Aeromonas spp. kolonilerinden 6ze ile ekim
yapilmis, inokiile edilen tiipler 30 °C’de 48 saat inkiibe edilmis ve bu siire sonunda 1
ml steril kosullarda baska bir tiipe aktarilmistir. Bunun tizerine 0.6 ml a-naftol
cozeltisi ve 0.2 ml kreatinli KOH c¢ozeltisi ilave edilmis, 2—4 saat sonra olusan

kirmiz1 renk pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.2.1.13. Indol testi

Aeromonas spp. kolonilerinden % 1’lik tripton ¢dzeltisi bulunan tiiplere 6ze
ile ekim yapilmis, inokiile edilen tiipler 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkubasyon sonras1 0.2-0.3 ml kovacs ayiract ilave edilmis, iist kisimda pembe—

kirmiz1 halka olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.2. Hareketli Aeromonas Tiirlerinin Identifikasyonu

Aeromonas tiirlerinin identifikasyonunda, Aeromonas oldugu belirlenen saf
kiiltiirlere; Eskiilin hidrolizasyonu, Sisteinden H,S olusumu, D-glukozdan gaz
olusumu, L-arabinozdan asit olusumu, D-mannitol ve salisin fermentasyonu, Metil

Red—Voges Proskauer testleri uygulanmistir (Abbott ve ark., 2003).

3.2.3. Antimikrobiyal Diren¢ Testleri

Direncli suglarin tiimii farkli antimikrobiyal ajanlar kullanilarak disk difiizyon
yontemi ile tanimlanmistir (Erdem ve ark., 2009). Bakteriler TSB’de kiiltiir edilmis
ve Mueller-Hinton Agar yiizeyine yayma ekim yapilmistir.

Bu amagla 10 adet antibiyotik kullanilmistir. Testte siras1 ile: ampisilin, 10

ug; amoksisilin, 10 pug; gentamisin, 10 pg; kanamisin, 30 pg; neomisin, 10 ug;
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seftazidim, 30 pg; siprofloksazin, 5 pg; streptomisin, 10 pg; tetrasiklin, 30 pg;

trimetroprim, 5 pg antibiyotikleri ve konsantre oranlar1 kullanilmistir.

Antibiyotiklerin tiimii Oxoid Limited’den temin edilmistir (Hampshire,
England). Bakteri inokiile edilen plakalar 28 °C’de 4 giin inkiibe edilmistir. Kiiltiir
ortaminda olusan inhbisyon zonlarinin son noktast milimetrik Olgiilerek
degerlendirilmis, direncin kesim noktalar1 ise National Commitee for Clinical
Laboratory Standards’deki gram negatif bakterilere gore tanimlanmistir (NCCLS,
2004). Kontrol suslar1 olarak Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
aeruginosia (ATCC 27853), A. hydrophila (ATCC 7966) ve A. caviae (ATCC
15468) kullanilmustir.

3.2.3.1. Aeromonas kilturleri

GSP agar besiyerine ¢izgi ekim yapilarak 72 saat ve 30 °C’de inkiibe edilen
ve biiyliyen tek kolonilerden izole edilen Aeromonas’lar, daha sonra steril 1 L’lik
kiiciik sise icerisinde TSB broth ortamina (500 ml) inokiile edildikten sonra
inkiibatsrde (NUVE FN 400) 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Hiicreler, 20
dakika boyunca 9000 rpm’de santrifiijleme ile toplanmistir. Dondurulup kurutulan
hiicreler daha sonra -70 °C’de muhafaza edilmistir. Bu islem izole edilen her bir

Aeromonas tiirii i¢in uygulanmistir.

3.2.4. Yag Asidi Analizleri

Bakteri hiicre duvarlarinda bulunan uzun zincirli yag asitleri ve mikolik
asitler asit metilasyonu ile kolayca serbest kalirken, hidroksillenmemis yag asidi

bilesenlerinden olan fosfolipitler zardan bir saatten az bir siirede serbest kalmaktadir.

Yiiksek molekiil agirligina sahip mikolik asitlerin ekstraksiyon isleminin

tamamlanmasi icin ise bir gece gerekmektedir (Goodfellow ve ark., 1993).

Bu c¢alismada Aeromonas tiirlerinin yag asidi metil esterleri hazirlanmis ve
saflagtirilarak ince tabaka kromatografisi (TLC) ve gaz kromatografisinde (GC)

analiz edilmistir.
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3.2.4.1. Yaglarin ekstraktsiyonu
1. Asit Metanolizi

Yag asitlerinin ve diger tiim organizmalardaki uzun zincir olusumlarinin
ekstraktsiyonu i¢in modifiye edilmis bir asit metanolizis islemi uygulanmigtir
(Minnikin ve ark., 1975, 1980). Bu siirecte, donmus kuru hiicreler (50 mg) metanol
(2 ml), toluene (1 ml) ve konsantre siilfirik asit (0.1 ml) ile 8.5 ml vidali kapakli
tiiplerde karistirilmistir. Metanolizisin gece boyunca 75 °C’de tutulan bir firinda
olugmasi beklenmis, reaksiyon karigiminin oda sicakliginda sogumasi saglanmis ve 2
ml petrol eter (b.p. 60-80 °C) eklenerek iist kutupsuz tabakaya uzun zincir
bilesenlerinin ekstraksiyonunu kolaylagtirmak icin karisim c¢alkalanmistir. Bu islem
iki kez yapilmustir. Iki tabakay: ayirmak icin tiipler diisiik hizda santrifiij edilmis ve
iist tabaka baska bir tiipe aktarilmistir. 4 ml fosfat tamponu (0.3 M: 42.57 ¢
Na;HPO,, 12.0 g NaOH ve distile su ile hazirlanmis ve pH degeri 11-12’ye
ayarlanmigtir) st tabakalara eklenmis, tiipler ¢alkalanmis ve diigiik hizda santrifiij
edilmistir. iki tabaka ayristirilmis ve bulanik olan alt tabaka dikkate alinmamistir.
Yag asitlerinin metil esterlerini igeren {ist tabaka, 40 °C‘den diisiik nitrojen gazi

akisinda kuruyana kadar buharlagtirilmistir (Hamid ve ark., 1993).

3.2.4.2. Yag asidi metil esterlerinin analitik ve preparatif ince tabaka

kromatografisi

Yag asidi metil esterlerini i¢eren kurutulmus 6ziitler petrol eterinde (b.p. 60-
80 °C; 100 pl) ¢oziilmiis ve 5 pl’lik siringa kullanilarak 20 x 20 tabakadan kesilen
6.6 x 6.6 cm aliminyum sirth silika jel levhasina damlatilmistir (Merck 5554,
Darmstadt, FRG). Herbir levhaya tek bir 6rnek 1 cm alttan ve yandan uygulanmustir.
Levhalar petrol eter (b.p. 60-80 °C; 100 ul) ve aseton (95:5, v/v) karisimi kullanilan
bir tank igerisinde isleme tabi tutulmus ve havada kurutulmustur. Kurutulmus
levhalara % 10’luk etanolik molibdofosforik asit piiskiirtiilmiis ve yag asidi metil
esterlerini belirlemek igin 15 dk. boyunca 120 °C’lik sicak hava firminda 1sitilmigtir
20 x 20 cm tabakadan kesilen 10 x 10 cm plastik sirth silika jel levha (Merck 5735
Darmstadt, FRG) iizerine uygulanan 6rnekten yag asidi metil esterleri elde edilmistir

(Gunstone ve Jacobsberg, 1972).
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Herbir levhaya dipten yaklasik 1 cm olacak sekilde 5 6rnek siringa edilmistir.
Levhalar onceki gibi olusturulmus, havada kurutulmus ve Rodamin 6G (% 0.01, w/v
etanol icinde) piiskiirtiillerek birkez daha kurutulmustur. Ayristirilmis yag asidi
esterleri uzun dalga ultraviyole 1siklar1 altinda tespit edilmistir (365 nm, Spectroline
light UV lamp, Model ENF-260, Spectronics Corporation, Westbury, New York,
U.S.A). Ayristirilmis unsurlar tanimlanmus, hafif bir sekilde kursun kalemle yuvarlak
icerisine alinmis, isaretlenmis bolimler levhalardan kesilmis ve dietil eter
kullanilarak yag asidi metil esterlerinin 6ziitlenmesi yapilmistir. Kesilen boliimler 8.5
ml cam tiiplere yerlestirilmis, 3 ml dietileter eklenmis ve vidali kapaklari
kapatilmistir. Tiip igerikleri tiip dondiiriicii kullanilarak 30 dk. boyunca karistirilmis
ve 5 dk. boyunca santrifiij edilmistir. Ekstraktsiyon islemi tekrarlanmis ve ylizeyde
kalan sivi kiigiik cam siselere aktarilmistir. Daha sonra oziitler kuruyana kadar 40
°C’den diisiik sicakliktaki nitrojen gaz akisi altinda buharlastirma islemi uygulanmis

ve gaz kromotografisi i¢in + 4 °C’de saklanmstir (Kariptas, 1999).
3.2.4.3. Yag asidi metil esterlerinin gaz kromatografisi ile analizi

Yaklasik 0.5 ml petrol eterinde (b.p. 60—80 °C) ¢oziilen yag asidi 6rneklerinin
gaz kromografisi ile analizi 25 m SGE erimis silis kapiler kolon (QC3/BP1, 1 um)
England, U.K.) bulunan (Shimadzu, GC-Mini 2 kromotografisi Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan) kullanilarak yapilmis, tasiyicit gaz olarak nitrojen, alev
i¢in de hidrojen kullanilmistir. Baslangig 1sis1 140 °C olan enjektoriin sicakligt
dakikada 10 °C artirilarak son sicaklikligim 300 °C‘ye ulasmasi saglanmistir. Total
zirve bolgesi olarak ifade edilen yag asidi metil esterlerini tutma zamanlar1 ve nispi
oranlar1 Trivector Trio kromotografisi kullanilarak 6l¢iilmiistiir Tutma zamanlarinin
gercek Rhodococci’nin standart profillerindeki tutma zamanlariyla karsilagtirmasi

yapilarak yag asidi metil esterleri tanimlanmigtir (Barton ve ark., 1989).
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Gaz Kromatografisi Entegratér Parametreleri:
Metot Adi: FASTCHROM

Veri Toplama: Calisma Siiresi-dakika 40.00

Pik Genisligi: 5.0

Voltaj Girisi: 10000

Pik Algist: Baglama ve Bitis zamani: 5.00-40.00
Hassasiyet: 2

Maksimum Taban: 0.10

Tepe Ug Egimi: 1

Yagsiz Oran: 1

Rapor Tiirii: Tiim ug¢ noktalar
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu caligmada, Kirsehir’de farkli yerlerde bulunan dondurmacilardan 2012 yili
Mayis-Temmuz aylari arasinda toplanan 21 sade, 20 kakaolu ve 11 meyveli
dondurma o6rneklerinden olusan toplam 52 dondurma 6rnegi hareketli Aeromonas

tiirlerinin varlig1 yoniinden incelenmistir.

Yapilan testler sonucunda; hareketli Aeromonas tiirleri ile kontamine oldugu
saptanan 10 dondurma 6rneginin 6’sindan (% 60) A. hydrophila, 3’tinden (% 30) A.
caviae ve 1’inden (% 10) A.sobria identifiye edilmistir. Aeromonas tiirlerine

laboratuar ortaminda yapilan testlere ait sekiller sirasiyla gosterilmistir.

‘

2012/08/280 : |

Sekil 4.2. Vibriostatik Ajan’a direnglilik testi
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Negatif (-) Pozitif (+)

Sekil 4.3. Eskulin hidrolizasyonu

2012/08/25

Pozitif (+) Negatif (-)

Sekil 4.5. Metil Red testi
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Negatif (-)  Pozitif (+)

Sekil 4.4. Karbonhidrat
fermentasyonu

2012/08/25

Negatif (-) Pozitif (+)

Sekil 4.6. VVoges Proskauer testi



2012/08/25

Pozitif (+) Negatif (-)

Sekil 4.7. Indol testi Sekil 4.8. SIM Medium’da hareketlilik
testi

2012/08/25

Sekil 4.9. Antibiyogram

Calisma kapsaminda incelenen, 21 sade dondurma 6rneginin 6’sinda (% 28),
21 kakaolu dondurma 6rneginin 3’iinde (% 14) ve 10 meyveli dondurma 6rneginin
I’inde (% 10) olmak iizere toplam 52 dondurma &rneginin 10’unda (% 19) hareketli

Aeromonas tiirleri izole edilmistir (Cizelge 4.1.).

Kirsehir’de satisa sunulan dondurmalardan izole ve identifiye edilen hareketli

Aeromonas tiirlerinin yiizde oranlar1 Sekil 4.10.’da gdsterilmistir.
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Cizelge 4.1. Kirsehir’de tiikketime sunulan dondurmalarin hareketli Aeromonas tiirleri

Ornek Cesidi Ornek Sayis1 (n) Pozitif Ornek Sayist (n)
Sade 21 6
Kakaolu 21 3
Meyveli 10 1
Toplam 52 10

Oran %
30

25

20 A

aMeyveli

B kakaolu

OSade

Dondurma drnekleri

Kakaolu Sade Meywveli

Sekil 4.10. Kirsehir’de satisa sunulan dondurmalardan izole ve identifiye edilen

hareketli Aeromonas tiirlerinin yiizdeleri

Bu calisma sonucunda belirlenen, hareketli Aeromonas tiirleri ile kontamine
oldugu saptanan 10 dondurma 6rneginin 6’sindan (% 60) A. hydrophila, 3’iinden (%
30) A. caviae ve 1’inden (% 10) A. sobria identifiye edilmistir (Cizelge 4.2.; Sekil
4.11)).
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Cizelge 4.2. Kirsehir’de satisa sunulan dondurmalarda hareketli Aeromonas

tiirlerinin dagilimi

Ornek Cesidi  Pozitif Ornek Sayis1 A.hydrophila ~ A.sobria A.caviae

n % n % n %
Sade 6 3 50 1 166 2 333
Kakaolu 3 2 66.6 - - 1 333
Meyveli 1 1 100 - - - -
Toplam 10 6 60 1 10 3 30

® A.hyrophila

m A.sobria
' W A.caviae

Sekil 4.11. Identifiye edilen hareketli Aeromonas tiirlerinin dagilimi

Calismaya dahil edilen biitiin suslarin ampisilin ve tetrasikline % 100,
trimetoprime % 67, seftazidime % 36.3 oraninda direngli olduklari, amoksisiline
direngli olmadiklar1 gézlenmistir. Streptomisine siprofloksasine ve kanamisine karsi

direncin diisiik oldugu bulunmustur (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Dondurmalardan izole edilen Aeromonas tiirlerinin antibiyotiklere

direncliligi

Antibiyotik diskler (ug/disk) A.hydrophila A.sobria A.caviae Direngli

0=6) (= =) g
Amoksisilin (10 pg) 0.0 0.0 0.0 0.0
Ampisilin (10 pg) 100 100 100 100
Gentamisin (10 pg) 16.8 0.0 16.7 11.16
Kanamisin (30 pg) 0.0 15 0.0 15
Neomisin (10 pg) 0.0 0.0 0.0 0.0
Seftazidim (30 pg) 27.9 45 36 36.3
Siproflaksasin (5 pg) 10 14 20 14.6
Streptomisin (10 pg) 14 15 9 12.6
Tetrasiklin (30 pg) 100 100 100 100
Trimetoprim (5 pg) 45 75 81 67

Calismamizda, tiim Aeromonas suslarinin ampisilin ve tetrasikline % 100
direncli oldugu, yapilan bir calismada da baliklardan izole edilen Aeromonas
tirlerinde de benzer antimikrobiyal diren¢ bulgularmin oldugu rapor edilmistir
(Erdem ve ark., 2009).

Aeromonas’larin  dondurularak kurutulmus hiicrelerinin yag asitlerinin
Oziitlenme islemi degistirilmis asit metanolizis prosediiriine gore yapilmis,
kosturulma islemi petrol eter (b.p. 60°-80°C)-aseton (95:5, v/v) karisimmin iginde
gerceklestirilmistir (Merck 5554, Darmstadt, FRG) (Minnikin ve ark., 1975;
Kariptas, 1999). Spesifik sprey reaktifler (Ek A) yag asidi metil esterlerinin varligini
ortaya ¢ikarmistir (Sekil 4.12.).
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YAG ASITLERI
" - .- -~
- - - - -
Ale 2 A3 Ad AS

Sekil 4.12. Aeromonas hydrophila’nin yag asitlerinin ince kagit

kromatografisindeki goriinimii

Aciklamalar A1: Aeromonas hydrophila S1 A2: Aeromonas hydrophila S2
A3: Aeromonas hydrophila S3 A4: Aeromonas hydrophila K1 A5: Aeromonas
hydrophila M1 (S:Sade dondurma, K: Kakaolu dondurma, M: Meyveli dondurma)

Bakterilerin tanimlanmasinda ve karakterize edilmelerinde yag asitleri temel
taksonomik ozelliklerden birisi olarak kabul edilmektedir. Gaz kromatografisi, yag
asitlerinin analizi i¢in hizli bir yontem sunmaktadir (Minnikin ve ark., 1975;
Kariptas, 1999). Bakteriyel organizmalarin tanisinda kullanilmak tizere toplam
200’lin tlzerinde yag asidi tirii kullanilmakta olup bunlar doymus, doymamis,
hidroksi-, siklopropan-, iso ve anteiso-yag asitlerini igermektedir (Erdogan, 2010).
Daha once yapilan bircok calismada bakteri orneklerinden elde edilen yag asidi
ornekleri saflagtirilmis, gaz kromatografisi ile analiz edilmistir (Huys ve ark., 1994;
Kariptas, 1999).

Yapilan bu calismada analiz edilecek Ornekler gaz kromatografisi i¢in
yeterince elde edilememesinden dolayr Aeromonas hydrophila’ya ait sadece bir sus
gaz kromatografisi ile analiz edilebilmistir. Analiz edilen Aeromonas hydrophila’nin
yag asitlerinin zincir uzunluklar1 12 ile 18 karbon atomu arasinda degismektedir.
Yapilan bu analizde doymamis yag asitlerinin oran1 % 56.02, doymus yag asitlerinin
orani ise % 42.12 olarak gozlenmistir (Cizelge 4.4.). Bu susa ait yag asidi profili
12:0, 14:0, 15:0, 15:0 30H, 16:1, 16:0 ve 17:1, 17:0 30H, 18:1 ve 18:0 seklindedir
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(Sekil 4.13.). Elde ettigimiz bu profil sonuglar1 yapilan bir¢ok arastirmanin analiz

sonuglarina benzerlik géstermektedir (Canonica ve ark., 1985; 1988).

Ulkemizde yapilan baska bir calismada gokkusagi baliklarindan izole edilen
A. salmonicida min gaz kromatografisi analizi sonucunda 14:0 30H/16:1 iso 1, 16:1
®7c/15 iso 2 OH, 16:0 ve 18:1 o7c yag asidi profiline sahip oldugu rapor edilmistir
(Bektas ve ark., 2007). Analiz edilen tiirler ayn1 olmamasina ragmen yag asidi profili

bakimindan sonuglar birbirlerine benzerlikler gostermektedir.

Cizelge 4.4. Aeromonas hydrophila‘daki yag asidi kompozisyonlarinin

karsilastirilmast
Pik ad1 Yiizde
Bilinmeyen 1.86
12:0 6.02
14:0 4.07
15:0 3.27
15:0 30H 5.32
16:1 45.08
16:0 6.30
17:1 4.40
17:0 30H 9.21
18:1 6.54
18:0 7.93
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Sekil 4.13. Aeromonas hydrophila susuna ait yag asidi metil esterlerinin
kromatogrami

Cizelge 4.4.de goriildiigi gibi bakteriyel lipitlerden toplam 10 tane farkli yag
asidi tamimlanmigtir. Tanimlanan yag asitleri 16:1 (% 45.08), 17:1 (% 4.40), 18:1 %
6.54) doymamis yag asitleri ve 12:0 (% 6.02), 14:0 (% 4.07), 15:0 (% 3.27), 15:0 3

OH (%5.32), 16:0 (% 6.30), 17:0 3 OH (% 9.21) ve 18:0 (% 7.93) doymus yag
asitleri olarak belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢alismada, 2012 yili Mayis-Temmuz aylar1 arasinda Kirsehir’in
degisik semtlerindeki dondurmacilardan satin alman toplam 52 dondurma
orneginden (21 sade, 21 kakaolu ve 10 meyveli dondurma) 10’unun (% 19) hareketli
Aeromonas tiirleri ile kontamine oldugu saptanmis olup, bu durum insan saglig

acisindan 6nem tasimaktadir (Cizelge 4.1; Sekil 4.10).

Cizelge 3.1.e gore yapilan bu calismada hareketli Aeromonas’larin
izolasyonu i¢in 6n zenginlestirme ortami olarak Alkali Peptonlu Su (APS), izolasyon
ve identifikasyonda Ampisilinli (0.02 pg/ml) GSP Agar kullanilmistir. Besiyerine
eklenen ampisilin, Dbesiyerinin se¢ici olmasin1  saglayarak istenmeyen
mikroorganizmalarin  {iremesini  engellemis, Aeromonas’larin {ireme sansini
artirmistir. Ornekler &n zenginlestirme ortaminda 30 °C’de 18-24 saat inkiibasyondan
sonra GSP Agar’a tek koloni ekimleri yapilmis ve tekrar 30 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu besiyerinde iireyen pembe ve bal rengi koloniler
muhtemel Aeromonas kolonileri olarak degerlendirilmis ve Ampisilinli TSB’ye
(Triptic Soy Broth) alinmistir. Burada saflagtirilan kiiltiirlere identifikasyon igin

cesitli biyokimyasal testler uygulanmistir.

Daha once belirttigimiz gibi bu ¢aligmada hareketli Aeromonas tiirleri ile
kontamine oldugu saptanan 10 dondurma 6rneginin 6’sindan (% 60) A. hydrophila,

3’tinden (% 30) A. caviae ve 1’inden (% 10) A. sobria identifiye edilmistir.

Calismamizin  ikinci asamasini  olusturan antibiyotiklere direnclilik
caligmasina dahil edilen biitiin suslarin ampisilin ve tetrasikline % 100, trimetoprime
% 67, seftazidime % 36.3 oraninda direngli olduklar1 fakat amoksisiline direngli
olmadiklar1 gdzlenmistir. Streptomisin, siprofloksasin, gentamisin ve kanamisine

kars1 direncin diisiik oranda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3.).

Gida mikrobiyolojisi bakimindan ¢ok 6nemli bir yer teskil eden Aeromonas
tiirlerinin antibakteriyel direnci ile ilgili bircok ¢aligma yapilmistir. Libya’da yapilan
bir ¢alismada c¢esitli kaynaklardan izole edilen Aeromonas’larin gentamisin ve
siprofloksasine duyarli oldugu bildirilmistir (Ghengesh ve ark., 2013). iran’da

yapilan bir bagka ¢alismada ise gidalardan izole edilen Aeromonas’larin ampisilin ve
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tetrasikline direngli ama gentamisin, kanamisin ve neomisine duyarli oldugu rapor

edilmistir (Dallal ve ark., 2012).

Yine Hindistan’da yapilan ©nemli bir c¢alismada ise, izole edilen
Aeromonas’larin  gentamisin ve siproflaksasine duyarli oldugu bildirilmistir
(Adikesavalu ve ark., 2014). Tayvan’da yapilan bir bagka ¢alismada Aeromonas’larin
ampisiline direngli, gentamisin, seftazidim ve siproflaksasine duyarli oldugu rapor
edilmistir (Tang ve ark., 2014). Bu ¢alismalardaki sonuglar ile yapmis oldugumuz
calismanin sonuglar1 benzerlikler gostermektedir. Oysa Awan ve ark. (2009)’lari,
tarafindan yapilan ¢alismada ¢esitli gidalardan ve g¢evreden izole edilen
Aeromonas’larin tetrasikline duyarli, gentamisine direncli oldugu, yine Mansour ve
ark. (2014)’larinin yaptigi baska bir ¢alismada ise izole edilen Aeromonas’larin
tetrasiklin ve seftazidime duyarli, amoksisiline direngli oldugu bildirilmistir. Bu
calismalardaki sonuglar ile yaptigimiz calismadaki sonuglar karsilastirildiginda
calismamizda Aeromonas’larin tetrasikline direngli, gentamisin, seftazidime duyarh
ve amoksisiline direncli ve duyarli olmadigr bulunmustur. Bu durumun numune

sayist, saklama kosullar1 gibi durumlardan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Hayatimizda biiyilk Oneme sahip antibiyotiklerin bakteriyel direncinin
azaltilmasi i¢in heniiz pratik bir ¢6ziim yolu yoktur. Diinyada ve iilkemizde akilc
antibiyotik kullanim politikalarini belirleyip, belirlenen kurallara uyumu saglamak
zorunlu hale gelmistir. Antibiyotiklerin yanlis ve asir1 kullanimindan kaginarak
toplam antibiyotik tiiketimini azaltmak direngli kokenlerin se¢ilmesini ve gelismesini
onleyen en etkili metottur. Ayrica viral enfeksiyonlar icin gereksiz antibiyotik
kullanimi ile hayvan yemlerine antibiyotik katilmasin1 6nlemek ilk planda alinmasi

gereken dnlemler arasindadir (Ozaslan, 2009).

Gerek sik sik ortaya ¢ikan kontaminasyonlar gerekse orneklerin izolasyonu
sonrasinda yeterince biyokiitle 6rneginin elde edilememesi c¢alismamizi olumsuz
etkilemis olup, ¢alismamizin {i¢lincli agsamasini olusturan yag asitlerinin profillerinin
incelenmesi daha once bulgular kisminda belirtildigi gibi yalnizca bir Aeromonas
tiirii izerinde yapilabilmistir. Gaz kromatograsfisi analizi sonucunda yag asidi profili
12:0, 14:0, 15:0, 15:0 30H, 16:1, 16:0 ve 17:1, 17:0 30H, 18:1 ve 18:0 olarak

belirlenmistir (Sekil 4.13.). Benzer olarak Aeromonas tiirleri ile yapilan bir ¢calismada
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12:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 16:1, 18:1, ve 3-OH 14:0 yag asitlerini igerdigi

rapor edilmistir (Canonica ve ark., 1988).

A. salmonicida ile yapilan bir ¢alismada yag asidi oranlarmin 16:1 w7¢/15
ISO 20H (% 46,12), 18:1 w7c (% 8,83) doymamis yag asitleri ve 14:0 30H/16:1 iso
I (% 8.83), 16:0 (% 23.75) doymus yag asitleri seklinde oldugu rapor edilmistir
(Bektas ve ark., 2007). Yine Bati Bengal’de Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes ile yapilan bir ¢alismada ise yag asidi oranlarinin 16:1 w7¢/16:1 wéc
(% 39.09) doymamis yag asidi, ikinci olarak 16:0 (26.84%) doymus yag asidi,
ticlincii ve dordiincii olarakta 18:1 w7c¢ (8.89%) ve 16:1 iso I/14:0 30H (8.49%) tekli
doymamig yag asitleri olarak bulundugu bildirilmistir (Adikesavalu ve ark., 2014).
Goriildigu gibi farkli tiirler ile yapilan c¢alismalar sonucunda belirlenen yag asidi
profilleri ile g¢alisgmamizda elde edilen A. hydrophila’ya ait yag asidi profili

benzerlikler gostermektedir.

Ayrica A. hydrophila’ya ait bu susun doymamis yag asitlerinin orant (%
56.02), doymus yag asitlerine gore (% 42.12) daha yiiksek bulunmustur. Bu
mikroorganizmanin daha once diger arastiricilar (Bektas ve ark., 2007; Adikesavalu
ve ark., 2014) tarafindan belirtilen doymus ve doymamuis yag asitleri bakimindan da
bir benzerlikten bahsedilebilir. Daha saglikli degerlendirmeler yapabilmek icin daha
fazla sus ile analiz yapilmalidir. Ciinkii daha 6nce belirtildigi gibi yag asit profili,
icerik oran1 ve varyasyona iliskin veriler mikroorganizmalarin cins ve tiirlerini
belirlemek kullanilmaktadir. Bu bakimindan bakterilerin yag asiti kompozisyonlari

bakteriyal identifikasyona yardimci olmaktadir.

Laboratuar 1imkénlarinin yetersizligine ragmen yapilan bu calisma,
Tirkiye’de ilk olma Ozelligi tasimakta ve daha Once yapilan caligmalara katki
saglayacagi disilinilmektedir. Bu ¢alismada yakin zamana kadar iizerinde ¢ok fazla
durulmayan, insanlarda gastroenterit kaynakli enfeksiyonlara yol acgarak halk
sagligini tehdit eden ve firsat¢1 patojen olarak degerlendirilen hareketli Aeromonas
tiirlerinin zengin bir besin kaynagi olan ve biiytik, kiiclik herkes tarafindan tiiketilen
dondurmada bulunma siklig1 ile antibiyotik direngleri belirlenmistir. Bu ¢alisma
sonuglar1 ile diinyada ve iilkemizde giderek artan mikroorganizmalarin

antibiyotiklere diren¢ aktiviteside g6z Oniinde bulundurularak, bu grup
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mikroorganizmalardan kaynaklanabilecek gida kaynakli enfeksiyonlarin tedavisi igin
uygun antibiyotiklerin secimine katkida bulunulmasi ve yag asitlerinin
kompozisyonlari ile de bu cinse ait tiirlerin identifiye edilmesine yardimei olunmasi

amaglanmstir.

Sonu¢ olarak; Kirsehir’de satisa sunulan dondurmalar ile yapilan bu
calismada incelenen dondurma orneklerinde Aeromonas spp. bulunmasinin halk
saglig acisindan potansiyel bir saglik tehdidi olusturabilecegi sonucuna varilmistir.
Yaz aylarinin vazgecilmez gidasi olan dondurmadan kaynakli Aeromonas
enfeksiyonlarini 6nlemek i¢in dondurma tiretiminin yapildigi isletmelerde standart
hijyen kurallarinin uygulanmasi ve mikrobiyoloji konularinda uzman kisilerin gorev
almasi, pastorizasyon Oncesi ve sonrast kontaminasyonlar1 en aza indirmek amaciyla
isletmelerde {tretimin hijyenik ve teknolojik sartlarda yapilarak, ekipmanlarin
temizligine dikkat edilmesi ve calisan personele belirli araliklarla seminerler
diizenlenerek bu konuda gerekli egitimin verilmesi alinabilecek dnlemlerin basinda

gelmektedir.
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