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BALIKLARDA MIKROBIYAL BOZULMAYA NEDEN OLAN
PSEUDOMONAS SPP.’NiN iZOLASYONU

OZET

Bu calismada materyal olarak Manisa ve izmir illerinde faaliyet gésteren market-pazar
gibi balik satis noktalarindan tedarik edilen alabalik (Oncorhynchus mykiss), ¢ipura (Sparus
auratus), levrek (Dicentrarchus labrax), kefal (Mugil cephalus) ve mezgit (Merlangus euxinus)
olmak Uizere, toplam 100 adet balik érnegi analize alindi. Orneklerde Pseudomonas izolasyonu
ve identifikasyonu yapildi. Pseudomonas spp.lerin tanimlanmasinda Vitek 2 (Biomerieux)
sisteminden yararlanildi. identifikasyon sonucunda, Pseudomonas spp. sayimi gergeklestirildi.

Balik 6rneklerinden (alabalik, gispura, levrek, kefal, mezgit) Pseudomonas spé). sayim
sonuclari; alabalik solungaglarinda <10°-3.2x10’ kob/g7 ve alabalik karkaslarinda <10°-2.8x10’
kob/g arasinda; cipura solungaclarinda <10°-2.3x10’ kob/g ve cipura karkaslarinda <10°-
2.7x10" kob/g arasinda; levrek solungaglarinda <10°-2.8x10" kob/g ve levrek karkaslarinda
<10°-1.6x10" kob/g arasinda; kefal solungaglarinda <10°-1.0x10’ kob/g ve kefal karkaslarinda
<10°-1.1x10" kob/g arasinda; mezgit solungaglarinda 3.0x10°-1.5x10° kob/g ve mezgit
karkaslarinda 7.2x10°-9.0x10° kob/g diizeyinde saptanmistir. Baliklardan identifiye edilen
Pseudomonas tirleri ise; Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas putida’dir.

Sonug olarak; analize alinan balik érneklerinden Pseudomonas spp.’nin izole edilmesi,
soguk zincirin bozulmasi, balik ve balik Griinlerinin islenmesinden satisina kadar muhafazasi ile
depolama ve satis noktalarinda hijiyenin sadlanamamasindan kaynaklanmaktadir.
Pseudomonas’larin baliklarin daha hizli bozulmasinda etkin oldudu ve halk saghgi agisindan
potansiyel patojen olarak énemli rol oynadigi saptanmistir.
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ISOLATION OF THE PSEUDOMONAS SPP. TO CAUSE
OF MICROBIAL SPOILAGE OF FISHES

ABSTRACT

In this study, fish samples such as trout (Oncorhynchus mykiss), gilt head bream
(Sparus auratus), sea bass (Dicentrarchus labrax), mullet (Mugil cephalus) and whiting
(Merlangus euxinus) supplied from fish sales centers arround the country of Izmir and Manisa
were used as an experiment material. In total, 100 fish samples analysed. Pseudomonas
isolation and identification applied on samples. Vitek 2 system were used to identification of
Pseudomonas spp. At the end of identification, counting of Pseudomonas spp. carried out.

Results of Pseudomonas spp. counting on fish samgles (trout, gilt head bream, sea
bass, mullet and whiting) determined between values of <10°-3.2x10 cfu/g on gills and <10°-
2.8x10’ cfulg on carcass of trout; <10°-2.3x10’ cfu/g on gills and <10°-2.7x10’ cfu/g on carcass
of gilt head bream; <10°-2.8x10" cfu/g on gills and <10°-1.6x10’ cfu/g on carcass of sea bass;
<10°-1.0x10" cfu/g on gills and <10°-1.1x10" cfu/g on carcass of mullet; 3.0x10°-1.5x10° cfu/g
on gills and 7.2x10°-9.0x10° cfu/g on carcass of whiting. Pseudomonas spp. identified from
fishes were Pseudomonas fluorescence and Pseudomonas putida.

Isolation of Pseudomonas spp. from fishes samples is a result of breaking of cold chain,
not to keeping hygiene or preserving of fish and fish products from bad conditions from
processing to sales. Pseudomonas spp. which has been identified on spoilage of fishes to be
effective and play an important role as a potential pathogen in terms of public health.
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1. GIRIS:

Gilnumuizde ve gelecekte yeterli, dengeli ve saglikli beslenme insanlidin tartismasiz en
6nemli problemlerinden biridir (Celikkale, 1982). Yeterli ve dengeli bir beslenme dizeninde ise,
et ve et Urlnlerinin gok 6énemli bir yerinin bulundugu bilinmektedir. Et ve et Grunlerinin ylksek
oranda protein icermesi, icermis oldugu protein ve yagin biyolojik a¢idan yiksek deder tagsimasi
insan beslenmesi agisindan 6nem arz etmektedir (Ergdnil ve Kundakgi, 2006).

Dinya nifusunun hizla artarak 6 milyari asmasi karsisinda, bir insanin gunlik olarak
almasi gereken 50 gr hayvansal proteinin ¢iftlik hayvanlarinin etinden saglanmasi olanak digi
gériilmektedir (inal, 1992). Bu nedenle de protein aciginin biiyiik bir bélimiiniin basta baliklar
olmak Uzere su Uriinlerinden karsilanmasi kaginilmaz olmustur (inal, 1992; Anonim, 2004).
Bdylelikle su Urinleri, ginimuizde tiketilen proteinli yiyeceklerin 6nemli bir grubunu olusturur

(Varlik ve Heperkan, 1990). Cizelge 1.1'de farkl etlerin kimyasal bilesimleri gdsterilmigtir.

Cizelge 1.1 : Farkl etlerin kimyasal bilesimleri (Arslan, 1992; Gogus, 1988)

Etin Cinsi Su % | Protein % | Yag % | Mineral % | Kcal/100 gr
Balik (tiim) 77.2 19.0 25 1.3 98
Tavuk (gogus) 75.0 22.8 0.9 1.2 109
Tavuk (but) 747 20.06 3.1 1.1 120
Sigir (yagsiz) 71.2 21.1 6.2 1.1 181
Sigir (yagh) 61.0 19.1 18.5 1.0 287
Koyun (tiim) 62.8 18.5 17.5 1.0 278

1.1. Balik Etinin Kimyasal Yapisi:

Balik etinin ana bilesenlerini su, protein ve yag olusturur. Bu bilesenler etin %98'ini
olusturmakta ve etin besin dederini, fonksiyonel 6zelliklerini, kalitesini, depolama stabilitesini ve
urtinlere islenebilirliklerini biyuk dlgtide belirlemektedir (Gokoglu, 2002).

Balik etinin kimyasal bilesimi ¢cevre sicakhdina, tirine, yasina, olgunluk durumuna ve
mevsimsel degisikliklere gére biiyiik degisiklik géstermektedir (Huss, 1998; Gékoglu, 2002; izci,
2004; Akgay ve Egemen, 2006).

Balik etinin en édnemli bilesenlerinden biri sudur ve oransal olarak diger bilesenlerden
daha fazla bulunmaktadir. Su miktari bahgin kalitesini énemli 6lglide etkilemektedir. Kas

dokudaki su miktari pek gok faktérden etkilenmektedir. Ozellikle beslenme ve cinsel olgunluk



durumu kasin su igerigi tUzerinde belirgin bir etkiye sahiptir (Sikorski et al., 1990b; Gokoglu,
2002).

Balik etinde yad miktari arttikga su miktari azalma egilimi gostermektedir. Canlinin yasi
da su miktarinda etkilidir. Genglerde yaslilara goére su miktari daha fazladir. Yas faktérindn yani
sira boy faktorii de su miktarinda etkili olup, buyik boy baliklar daha dislk miktarda su
icermektedir (Varlik ve digerleri, 2004).

Protein, kimyasal agidan azot iceren yuksek molekulli bir organik bilesik olarak
tanimlanirken, biyolojik agidan da yasam faaliyetlerinin ylritildGgl bir substrat olarak
tanimlanmaktadir (Gokoglu, 2002). Proteinler hayvan ve bitki protoplazmasinin temel bilesenleri
olup, ayni zamanda hayatin devami igin gerekli baglica besleyici elementlerdir.

Balik eti % 18-22 oraninda protein igcermektedir (Haard, 1995). Balik proteinleri; batin
esansiyel aminoasitleri igeren ve bunlari bunyesinde en uygun oranda bulunduran biyolojik
degeri yiksek proteinlerdir (Ozden, 1995). Baliklarda bulunan esansiyel aminoasitler; lizin,
triptofan, fenilalanin, 16ysin, izoldysin, treonin, metiyonin, valin’dir (Asi, 1996; Varlik ve digerleri,
2004). Cizelge 1.2’de gunlik esansiyel aminoasit gereksinimi ve balik etinin bunu kargilama
orani gosterilmistir.

Cizelge 1.2 : Gunluk esansiyel aminoasit gereksinimi ve balik etinin bunu karsilama orani
(Varlik ve digerleri, 2004)

Aminoasitler Gunliik 200 gr balik Gereksinimi
gereksinim (mg) filetosundaki miktar | kargilama orani (%)
(mg)
Valin 1,6 2,0 125
Treonin 1,0 1,6 160
Loysin 2,2 2,8 125
izol6ysin 1,4 2,0 140
Lizin 1,6 3,2 200
Metiyonin 2,2 1,2 55
Fenilalanin 2,2 14 65
Triptofan 0,5 0,4 80

Ballk kas dokusunda bulunan proteinler ise 3 gruba ayriimaktadir: a) Myofibriler
proteinler (aktin, miyozin, tropomiyozin ve aktomiyozin) toplam proteinlerin %70-80Q’ini
olustururlar (memeli hayvanlarda bu oran % 40’tir) (Huss, 1998). b) Sarkoplazmik proteinler

(myoalbumin, globulin ve enzimler) toplam proteinlerin % 15-25’ini olustururlar (Haard, 1995;



Huss, 1998). ¢) Konnektif doku (stroma) proteinleri (kollagenler ve elastin) toplam proteinlerin %
1-10’unu olustururlar (Huss, 1998; Cakli, 2008).

Besin maddelerinin kalitesi igerdigi proteinli maddelerin sindirim sistemindeki
fermentlerin etkisiyle ¢cabuk ¢ozilebilir 6zellige sahip olmasina baglidir. Balik eti proteinlerinin
o6nemli bir kismi albumin ve globulinden olustugu icin diger hayvansal et proteinlerinden daha
gabuk sindirilebilir niteliktedir (inal, 1988).

Balik eti proteinden bagka azot igerikli diger maddeleri de igermektedir (Gokoglu, 2002;
Cakli, 2008). Azot iceren maddeler, suda ¢ozilinebilen, disiik molekil agirhdina sahip, protein
yapisinda olmayan, nitrojen igeren bilesikler olarak tanimlanmaktadirlar (Huss, 1998). Bu
maddeler hem lezzetten hem de bozulmadan sorumludurlar. Su Uriinlerinde protein olmayan
azotlu madde miktari 6ncelikle tire, tazelik durumuna ve yasadigi ortama goére degisiklik
g6stermektedir. Deniz baliklarinin kas dokularindaki protein olmayan azotlu maddelerin % 85’ini
serbest aminoasitler, aminler, aminoksitler, guanidinler, nikleotidler ve nukleotid yikim Urtnleri,
quarterner amonyum tuzlar olusturur (Haard, 1995; Gokoglu, 2002; Varlk ve digerleri, 2004;
Gakh, 2008).

Su urlnlerinin temel bilesenlerinden birisi de yaglardir. Baliklarda yag miktari proteinde
oldugu gibi sabit olmayip, cesitli faktdrlere bagli olarak degisiklik géstermektedir. Baligin turd,
yasl, buyukligu, yasadigi ortam, suyun sicakligi ve kirlilik durumu, beslenme kosullari, mevsim
gibi faktorler yag igerigi Uzerinde 6nemli etkiye sahiptirler. Tim dokularda bulunmalarina
ragmen, daha cok yagl baliklarin deri altindaki yagli tabakalarinda, yagdsiz baliklarin ise,
karacigerinde ve kas dokusunda bulunurlar (Achman, 1995; Dénmez ve Tatar, 2001; Konar ve
Koprici, 2002; Cakli, 2008).

Baliklarda lipitler; fosfolipitler, steroller, trigliseroller, mum esterleri, gliseril esterleri,
glikolipitler, sulfolipitler olarak bulunurlar ve temel hiicre fonksiyonlarina katilirlar (Goékoglu,
2002; Cakh, 2008).

Baliklar icerdigi yag oranlar agisindan yagsiz, hafif yagl, orta yagh ve yagl balklar
olarak siniflandiriimaktadirlar (Cakli, 2008; Oehlenschlager and Rehbein, 2009). Cizelge 1.3’'de

baliklarin yaglilik durumlarina gére siniflandiriimasi gdsterilmistir.



Cizelge 1.3 : Baliklarin yaghhk durumlarina goére siniflandiriimasi (Oehlenschlager and
Rehbein, 2009)

Coklu doymamis yag asitleri Balik tiiri
kompozisyonu (%)
Yagsiz baliklar <1 Mezgit, turna
Hafif yagh baliklar 1-5 Kefal, alabalik
Orta yagh baliklar 5-10 Sardalya, ton baligi,
somon baligi
Yagh baliklar >10 Uskumru, ringa

Balik yaglari birden fazla cift bag iceren ¢oklu doymamis yag asitlerini [Polyunsaturated
fatty acid (PUFA)] icermesi bakimindan 6nemlidir. Balik yagi % 20 oraninda doymus yag
asitlerini, % 80 oraninda da doymamis yag asitlerini icerir. Baliklarin icerdigi doymamis yag
asitleri daha ¢ok 12-26 karbon atomu iceren uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleridir.
PUFA’lardan da eikosapentaenoik asit (EPA) ve dekosapentaenoik asit (DHA) baliklarda
oldukga fazla miktarda bulunur.

Baliklarin yodun olarak igerdigi PUFA’lar karbon zincirinin metil grubundan itibaren gift
bagin bulundugu karbon atomunun yerine gére siniflandirilir. ik cift bag Uglincii karbon
atomunda ise omega(w)-3, w-3 veya n-3; altinci karbon atomunda ise omega(w)-6, w-6 veya n-
6; yag asitleri adini alir. Baliklar, w-3 grubu yag asitlerinden EPA ve DHA'nin neredeyse tek
kaynagidir. Bu yag asitleri deniz baliklarinda, tatl su baliklarindan daha fazla bulunmaktadir
(Kaya ve digerleri, 2004; Varlik ve digerleri, 2004).

Balik yaginda bulunan omega-3 yag asitlerinin kalp damar hastaliklarinda énemli bir risk
faktord olan LDL (disik yodunluklu lipoproteinler) ve kolestroliin kandaki seviyesini disurerek
hastalanma riskini azalttigi belirtiimektedir (Baysal, 1995)

Baliklarin vitamin kompleksi tlrden tire farklilik gosterebildigi gibi, tlrler icinde de
farklilk gosterebilmektedir. Balik tirleri icinde vitamin miktari bazi faktorlere baglh olarak
degisiklik gosterir: a) Blylklik, yas, olgunluk, tdreme durumu gibi biyolojik parametreler, b) Av
mevsiminde sicaklik ve yem durumu, c) Av alanina baglh yem durumu, d) Avdan analize kadar
olan dénemde balida uygulanan iglemler (Varlk ve digerleri, 2004).

Baliklar énemli bir A, D, E vitamin kaynagidir. Ozellikle balik, karaciger yagi olan A ve D
vitamini bakimindan zengindir. Suda eriyen vitaminlerden Bg ve By, balik etlerinde énemli
miktarda bulunur. B; (niasin) yagli baliklarda bulunurken, B, (riboflavin) balik derisinde 6zellikle
yassli baliklarin gézlu taraflarinda sirt kisimlarindaki deride énemli 6lgiide bulunur (Varlik ve
digerleri, 2004).



Baliklar ve su urlnleri diger yasayan organizmalarda oldugu gibi 90 tane dogal element
icerirler. Vicut bilesimlerindeki en blylk orani, karbon, hidrojen, nitrojen, oksijen ve silfir
icermektedir. Ek olarak 6 tane 6nemli makro elementi yapilarinda barindirmaktadirlar. Bunlar,
kalsiyum, magnezyum, fosfor, sodyum, potasyum ve klor olarak siralanmaktadir (Lall, 1995).

Baliklar mineral maddeleri besinlerden ve yasadiklari sudan dogal olarak alirlar ve
mineral maddeleri iskelet dokusunda, kas dokusunda ve diger organlarinda depolarlar
(Watanabe et al., 1988; Kug¢ukgulmez, 2005).

Baliklarda mineral maddelerin konsantrasyonunu pek c¢ok durum etkilemektedir.
Mevsimsel degisiklikler, tir, boy, yas, cinsiyet, beslenme, ¢evresel kosullar ve isleme yontemleri
en 6nemlileridir (Gokoglu, 2002).

Sonug olarak; balik etinin protein, vitamin ve mineral bakimindan zengin, sindirimi kolay
bir besin kaynagi olmasinin yani sira; yapisal 6zellikleri bakimindan yumusak ve sulu olmasi,
bag dokusunun ¢ok az olmasi (%2), pH’sinin 6.8-7.2 arasinda olmasi, doymamis yag asitlerince
zengin olmasi, i¢ organlan cikartiimadan piyasaya sunulmasi nedeniyle mikroorganizmalarin
Uremesi ve gelismesi icin uygun bir ortam olusturmakta, bunun sonucu olarak da yeterli hijyenik
ve teknolojik kosullarda muhafaza edilmedigi takdirde bozulmalara yol agmakta ve bu durumda

insan sagligi agisindan risk olusturmaktadir (Tolgay ve Kaymaz, 2001).

1.2. Baliklarda Bozulma:

Bozulma; gidanin yapisinda bulunan protein, karbohidrat ve yaglarla, gesitli organik
asitler, alkoller, aldehitler, sellloz ve pektin gibi bilesiklerin yikilmasi sonucu gidada istenmeyen
bir goriinis, tat ve kokunun ortaya gikmasi olarak tanimlanabilir (Ozkaya ve Cémert, 2008).

Baliklarda bozulma ise; baliklar avlandiktan kisa bir sire sonra otolitik-enzimatik,
oksidatif, mikrobiyolojik etkilerle birtakim degisikliklere ugrarlar, bu degisimler sonucu olusan
bilesikler insan sindirim sistemindeki gibi dizenli bir pargalanmayi takiben olusmaz ve olusan
kimyasal bilesikler insan sagligina toksikasyon seklinde olumsuz etkide bulundugundan; bu
kimyasal degisimler balik etinde bozulma olarak bilinir (Ttirker, 1997; inal, 1992).

Baliklarda avlanma sonrasi derinin yuzulmesi seklinde bir islem yapilmaz. Balik derisi
Islak ve sumuksu bir yapida oldugundan bakterilerin ¢cok kisa zamanda Uremeleri ve buradan
derinlere niifuz etmeleri igin iyi bir ortam olusturur. Ulkemizde avlanma sonrasi baliklarin ic
organlari ¢ikartiimaz. Boylelikle i¢ organ igerikleri gogunlukla balik etine bulasir. Bu nedenle
karin boslugu ve balik Uzerinde birakilan solungaglar mikroorganizmalarin Uremesine ve baligin
diger bélimlerinin kontamine olmasina yol agar (inal, 1992).

Baliklarda 6lim sonrasi degisim 3 asama da goérulir. Bunlar rigor mortis, otoliz ve
kokusmadir. Bu olaylar birbirini takip eder, ancak birbirlerinden kesin ¢izgilerle ayrilmaz. Baligin
bir bdlgesinde rigor mortis tamamlanmadan bir bagka bdlgede otoliz baglayabilir. Baliklarin

tiketimi ve islenmesi ancak rigor mortis, otoliz dénemleriyle kokusma baslamadan &énce



muimkandir. Kokusmanin ilerledigi safhalarda etlerin tlketimi ve islenmesi sakincahdir
(Amlacher, 1961).

Balikta 6limden sonra gériilen ilk degisim rigor-mortistir. Oliimden sonra balik etinde
olusan sertlesmeye rigor mortis denir. Bu olay 6limden sonra kas dokuda c¢ok komplike
kimyasal degisimlerin etkisi ile meydana gelir (G6gus, 1988).

Rigor mortisin suresi baligin kimyasal yapisina ve 6lim sonrasi baligin karsilastigi
islemlere bagli olarak degisir. Balik etlerinin bag dokusu zayif oldugundan rigor mortis siresi
oldukga kisadir. Yavru ve geng baliklarda su orani yiiksek olmasi nedeniyle rigor mortis daha
kisadir. Yag orani ylksek, kirmizi etli baliklarda rigor mortis daha uzun, beyaz etli su orani
yuksek olan ve tath su baliklarinda rigor mortis daha kisadir. Baligin yasadidi sirada hastalikli
olmasi, iyi beslenememesi, ¢evre kosullarinin iyi olmamasi, gé¢ ve lUreme sonrasi yakalanmasi
gibi faktérler rigor mortis siresini olumsuz yonde etkiler (Amlacher, 1961).

Baligin bozulma sturecinde gérunigsinde birtakim degisiklikler meydana gelir. Bunlar:

o Baligin karakteristik parlak rengi solar, sarimsi, kahverengimsi kirli bir renk olusur.

e Baligin derisinde 6zellikle solungag ve ylizgeglerdeki kayganlik artar.

e Baligin gézu ¢oker ve kigilir. G6z bebegi donuklasir ve kornea opaklasir.

e Solungaglar 6nce agik pembe, sonra da grimsi sari renge doénusdr.

o Kas dokusu yumusar ve parmakla bastirildiginda ¢oker.

e Baligin iskeleti kas dokusundan kolayca siyrilir ve hemoglobin oksidasyonu sonucu
dzellikle kuyruk kismina dogru kirmizimsi kahverengi renk olusur (Unlitirk ve digerleri,

1999; Dogancay, 2006).

1.3. Baliklarin Bozulma Mekanizmalari:

1.3.1. Enzimatik Bozulma:

Baliklarin bozulmasinda en blylk etken mikrobiyal kontaminasyon sonucu olusan
aktiviteler olmasina ragmen; otolitik reaksiyonlar da bozulmada 6énemli rol oynar (Kigikoner ve
Klgukoéner, 1990).

Baligin bozulmaya en duyarli kismi solungag bdlgesi olup, ilk olarak burada koétu
kokunun ortaya ¢ikmasi ile duyusal bozulma goérilmektedir. Bunun yaninda baligin bagirsaklari
da o6nemli bir mikroorganizma kaynagidir. Balik yakalandiktan hemen sonra bagirsaklari
cikarilmazsa, mikroorganizmalar buradan ete kolayca gegebilmektedir (Goktan, 1990).

Bu islemde bagirsaklardan salgilanan proteolitik enzimlerin etkili olduguna inanilir. Bu
enzimler balik bagirsaginda dogal olarak bulunur ve bagirsakta bulunan belli mikroorganizmalar

tarafindan meydana getirilir (Sverstsvik et al., 2002).



Bozulmaya neden olan bu mikroorganizmalar énce kimyasal yapi bakimindan basit olan
maddeleri kullanir, daha sonra gesitli kot kokulara yol agan ugucu bilesikler olustururlar. Bu
bilesikler ise; trimetilamin, amonyak, histamin, hidrojen sulfur, indol ve diger bazi bilesiklerdir.

Baliklarda bozulmaya neden olan en 6nemli mikroorganizmalar ise; Pseudomonas,
Achromobacter, Cyptophaga ve Flavobacterium gibi cinslere ait gram negatif gomaklardir.

Bu mikroorganizmalarin bozulmaya neden olmalari belirli bilesikleri kullanmalari ile
iligkilidir. Bunlara iliskin yapilan ¢calismalar bu mikroorganizmalarin jelatini ve yumurta albuminini
kullanabildigini, diger bir deyisle proteolitik olduklarini gostermistir (Géktan, 1990).

Baliklarda bozulmaya neden olan bu mikroorganizmalar, post-mortem dénemde baligin
kas dokusundaki enzimatik reaksiyonlar sonucunda, balgi kalite kaybina ugratir.

Post-mortem ddnemde balikta; ATP’nin tikenmesi ile aktin ve myosin proteinleri
arasinda olusan kdpriler kirllamaz ve aktomyosin olugur. ATP noksanliginda butin aktiviteler
durur ve sonugta rigor-mortis sekillenir. Rigor mortis durumunda ise balik kasi elastikiyetini
kaybeder, sert-kati durumuna geger. Post-rigor doneminde endojen enzimlerin (balik dokusu
enzimleri) faaliyeti sonucu dokuda gevseme baslar, baligin lezzet, renk ve tekstlriinde
degisiklikler, yumusamalar meydana gelir. Bu gibi kalite yoninden meydana gelen degisiklikler,
gida kalitesini etkilememesine ragmen; drlnlerin gorintisini bozarak tiketimi azalttigindan
arzu edilmemektedir (Soyer, 1999; Hisar ve digerleri, 2004).

Baliklarda avlama sonrasi birgok tlriinde, ATP’nin pargalanmasi ile ete hos olmayan
kokuyu veren inosin mono fosfat (IMP) olusur. Ancak IMP’nin daha ileri derecede pargalanmasi
ile lezzette de istenmeyen degisimler olusur (Sekil 1.1). Arastiricilar lezzette meydana gelen
bozulmanin sadece IMP’nin pargcalanmasina bagh olmadigini, baliklarin depolanmasi ve
islenmesi esnasinda lipitlerin hidroliz ve oksidasyonunun da lezzetin degismesine, kimyasal ve
duyusal agidan baliklarda kalitenin bozulmasina neden oldugunu bildirmiglerdir (Foegeding et
al., 1996).

ATP = ADP - AMP >Adenozin = Inosin=> Hipoksantin & Ksantin-> Urik asit
ATP-> ADP-> AMP- IMP- Inosin-> Hipoksantin= Ksantin-> Urik asit
Sekil 1.1: ATP’nin katabolizmasi (Foegeding et al., 1996)
Balik kalitesini; tir, avlama bdlgesi, avlama teknikleri, teknede uygulanan islemler
(6rnegin, baliklarin sogutulmus deniz suyu veya kirilmis buz icinde bekletiimesi), isleme

teknikleri (ekipman temizligi, personel hijyeni, uygulanan slre ve sicaklik parametreleri) gibi

faktorler etkilemektedir.



Bunun haricinde balik kalitesinin belirlenmesi amaciyla kullanilan maddeler de vardir,
bunlar; trimetilamin, dimetilamin, formaldehittir (Serdaroglu ve Deniz, 2001).

Trimetilaminoksit (TMAOQO); baliklarda osmoregilasyondan sorumlu quarterner amonyum
bilegigidir. Deniz baliklarinda osmoregulasyon sistemi gergeklesecegdinden, tatl su baliklarinda
bulunmayan bir bilesiktir. TMAO, balik gévdesinde tampon gdrevi yapmaktadir, suda ¢ozilebilir
ve protein olmayan azot fraksiyonuna aittir (Shahidi and Durnford, 1998). TMAO, gercek
zooplankton tirlerinde biyosentez yoluyla olugsmaktadir. Plankton yiyen baliklar TMAO’yu bu
yolla almaktadir (Serdaroglu ve Deniz, 2001). Ringa, morina, mezgit ve berlam baliklari gibi
gadoid tirler ile képek baligi ve mersin baligi gibi kikirdakh baliklarda ylksek miktarda
bulunmaktadir (Shahidi and Dumford, 1998).

Post-mortem donemde ballk kasinda TMAO, mikroorganizmalarin enzim aktiviteleri ile
trimetilamin  (TMA)’e indirgenir. TMAQO’in indirgenmesinde rol alan bakteriyel enzim;
triaminoksidazdir. Bu enzim TMACQ’i aktiflestirerek bakteriyel dehidrogenazin TMA olusturmasini
saglamaktadir. TMA ise dimetilamin (DMA) ve formaldehit (FA)e donlsir (Sekil 1.2)
(Regenstein et al., 1982).

Ballkta DMA ve FA olusumu ileri diizeyde bir bozulmanin gdstergesidir. DMA,
dondurularak depolanan baliklarda tazelik ve bozulma indeksi olarak kullanilabilir. Dondurularak
depolanan balik kasinda FA olusumu proteinlerde g¢apraz baglarin olusumuna sebep olarak
balikta sert ve siingerimsi bir yapi olusturur (Regenstein and Regenstein, 1991). Cizelge 1.4'de

buzda saklanan baliklarda bozulma asamalari gdsterilmigtir.

Clly LH, LCH, H
0 - | I \
CH,— N CHy, N CHy N C=0
| [ [ /
CH, CH, H H
TMAL TMA DM A FA

Sekil 1.2: TMAO ve parcalanma Urtnleri (Regenstein et al, 1982)

Cogu balik tariinde bozulma indikatéri TMA’dir. TMAO kokusuz bir bilesik olmasina
ragmen, TMA cok disUk koku esigine sahiptir ve bayat balik, balikhane kokusundadir. TMA
hosa gitmeyen organoleptik belirtilerin nedenlerinden birini olusturur. TMA olusumu mevsim,
baligin yakalandigi bélge, balk tirl, kas turd (beyaz veya siyah et) ve isleme tiriine gore
degisimler gosterir. TMA miktarinin tayini ile baliklarin tazeligi hakkinda fikir yuratdlebilinir
(Varlik, 1994; Serdaroglu ve Deniz, 2001).



Cizelge 1.4: Buzda saklanan baliklarda bozulma asamalari (ICMSF, 1980) [TMA: Trimetilamin,

TMAO: Trimetilamin oksit, TVB: Toplam ugucu bazlar (amonyak, dimetilamin ve trimetilamin),

TVA: Toplam ugucu asitler (asetik, propiyonik vb.)]

Bozulma Dokudaki degigimler Org?pcl)leptik Bakteri , Ki[r?y.asal
asamasi degisimler sayisi/cm degisimler
1.Asama Olim sertligi ATP-> Deri, 10%-10° TMA <1-1.5
0-5 giin inosin TMA da hafif solungaglar ve mg/100g
yukselme gozler parlak;
siki doku, taze
koku
2.Asama Farkedilebilir Gozler 10°-10° TMA <5mg/100g
5-10 giin bakteriyel gelisme, donuklasir, Deri TVB <15 mg/100g
inosin->Hipoksantin ve solungaclar
TMAO->TMA, NH; solar, hafif
artisi baligimsi koku
ve dokuda
yumusama
3.Asama Hizl bakteriyel Gozler coker, 10°-10° TMA:10mg/100g
10-14 giin gelisme ve dokulara Solungaglar TVB:20-30mg/100g
yayllma renksiz ve TVA:15-20mg/100g
Hipoksantin>Ksantin, kayganlasir,
Urik asit,vb. Deri rengi acillrr,
TMA da hizh Eksi ve
artis, TVB ve TVA da baligimsi koku,
artis Dokuda
yumusama
4. Asama Bakteriyel gelisme Gozler opak ve >10° TMA>10mg/100g
>14 giin durgun faza ulasir, GOKUK, TVB>30mg/100g
TVB ve TVA da hizli Solungaglar TVA>60mg/100g
artis, TMA daki artis renksiz ve Saptanabilir
devam eder veya kaygan, Cok dizeyde H,S ve
durur, Proteoliz yumusak doku, indol olusumu
baslar, H,S ve diger Patrit koku
Urtinler olusur.

Baliklarda diger bir bozulma indikatdrl ise; biyojenik aminlerdir. Biyojenik aminler
bitki,

olusabilirler. Biyojenik aminler aminoasitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlarin

mikroorganizmalarin; hayvan ve insanlarin normal metabolitik aktiviteleri sonucu

aminasyonu sonucunda olusan, duasik molekdl agirlikl, biyolojik aktiviteye sahip, alifatik,
aromatik veya heterosiklik yapida organik bazlardir (Brink et al., 1990; Varlik, 1994; Olmez,
2000).
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Baligin bozulmasi veya ayrismasi slresince, bakteriyel Uretim, aminoasit
dekarboksilasyon faaliyeti ve proteoliz aktivitesinden dolaylr amino asitler serbest kalmakta ve
biyojenik amin Uretilmektedir (Ozogul ve digerleri, 2004).

Biyojenik aminlerden; histamin, tiramin, agmatin, putresin, kadaverin, spermin ve
spermidin gidalarin tazelik veya bozulma derecesinin bir indikatérudir (Halasz et al., 1994).

Balik kaslarinda protein ve alt stubstanslarinin pargcalanmasi veya kimyasal dontusumu
sonucu olusan maddelerden en 6nemlisi histamindir. Histamin moleklll ise heterosiklik
yapidadir (Brink et al., 1990; Varlik, 1994; Olmez, 2000).

Histamin kimyasal olarak beta-imidazoletilamindir. Biri etil grubunun ucunda digeri
imidazol halkasi icinde olmak Uzere iki amin grubu icerir ve bu 6zelligiyle ayni zamanda bir
diamindir (Sekil 1.3) Histamin, mikrobiyal olarak Uretilen histidin dekarboksilaz enzimi ile histidin
amino asidinden dretilir (Jay, 1992).

st
CH‘.;,_—(EH—COOH
/ : NH
K N 2
delarboksilaz co,

enmm / N.. CHJCHIN H 2
N .
u \/
.

Sekil 1.3 : Histidin amino asidinin histamine dekarboksilasyonu (Kése, 1995; Kdse, 1993)

Histamin yiksek yapili organizmalarda mast htcreleri ve bunlarin kandaki serbest
analoglari olan bazofiller tarafindan Uretilir ve yangi mediyatori olarak gorev yapar. Ayni
zamanda santral sinir sistemi ve bazi perifer sinir hiicreleri histamin sentez eder ve uglarinda
depolarlar. Bunlarin nérotransmitter gorevi yaptigi saniimaktadir (Kayaalp, 1993).

Bircok calisma histamin Uretebilen mikroorganizmalarin  mezofilik oldugunu
bildirmektedir. Baliklarda en 6nemli histamin Uretebilen bakteri tiri Morganella morganii
(Proteus morganii)'dir. M. morganii en iyi nétral pH'da Urer, fakat Ureyebildigi pH sinirlari 4,7-8,1
arasidir. Bu organizma NaCl'e dayanikli degildir. % 5'in Gzerinde NaCl ihtiva eden ortamlarda
optimal kosullarda Ureyebilir. M. morganii kaynakli histamin Uretimi yalnizca ¢ok az tuz ihtiva
eden balik Griinlerinde problemlere sebep olur (Olmez, 2000).
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M. morganii'nin yaninda, Klebsiella pneumoniae'nin bazi suslari, Hafnia alvei'nin birkag
susu profilik histamin Ureticisidir ve balik Urdnlerinin mikrobiyolojisi agisindan énemlidir. Histidin
dekarboksilaz aktivitesi yaygin olarak E. coli, Pseudomonas spp., Bacillus spp., Lactobacillus
spp., Enterococcus faecalis'te gorulir. Plesiomonas shigelloides'in de baliklarda histamin treten
bir bakteri oldugu bulunmustur. Tuzlanmig hamsiden izole edilen M. morganii, Bacillus spp.'nin
iki susu ve St. xylosus'un bir susunun ¢ok yuksek histamin aktivitesine sahip oldugu
gOrulmistir. Staphylococcus spp., Vibrio spp. ve Pseudomonas spp. 0zellikle fermente balik
uriinlerinde histamin olusumuna neden olmaktadirlar (Huss, 1994; Olmez, 2000).

Histamin; ylksek miktarlarda alindiginda zehirlenme meydana gelmektedir (Kose,
1993). Baliklarda mikrobiyal bozulma sonucu histamin miktari 4000 mg/kg dizeyine kadar
cikabilmektedir (Belitz et al, 2001).

Kadaverin ve putresin de; nitritle birleserek heterosiklik karsinojenik nitrozaminler,
nitrozaprolidin ve nitrozopiperidini olusturabilmektedir (Turantas ve Oksiiz, 1998).

Baliklarda goérulen diger bir bozulma olayr da enzimatik esmerlesme olayidir. Balik
derisiyle iligkili olan lipoksigenazin, balik derisinde ve kasindaki karotenoid pigmentlerini avlama
sonrasl beyazlastirdigi gorilmistir. Karotenoid pigmentlerinin oksidasyonu sonucu ayrica
sogukta ve buzda depolamada balik eti ya da derisinin kirmizi veya pembe renginin acildigi

g6zlenmistir (Ashie et al., 1996).

1.3.2: Kimyasal Bozulma:

Baliklarin kimyasal bozulmasinda lipid oksidasyonu (oksidatif ransidite) ve enzimatik
olmayan esmerlesme olaylari rol oynamaktadir.

Lipid oksidasyonu ya da oksidatif ransidite; yiksek miktarda coklu doymamis yag
asitlerini iceren balik ve su urlnlerinin besinsel degerinin azalmasina, kalitesinin bozulmasina
ve raf dmrindn kisalmasina neden olan en énemli faktorlerden birisidir (Polat ve Tokur, 2000).

Baligin kas dokusunda bulunan ¢oklu doymamis yag asitleri; enzimatik veya enzimatik
olmayan vyollarla oksitlenmektedir. Bunun sonucunda meydana gelen peroksiradikaller ve
hidroperoksiradikallerin ugucu yikim drtnleri, balik yaglarinin acilasmasina neden olmaktadir
(Ozyurt ve digerleri, 2007).

Doymamis yag asitleri oda sicakhdinda oksijen ile oksidasyona ugramaktadir. Oksijen
ile oksidasyonda doymamis tek karbonlu zincire oksijenin katilmasi ile hidroperoksit ara Grin0
Uzerinden geger. Yiksek doymamis karbon zincirindeki oksidasyonunda ise cift baglar ikiden
fazla metilen grubu baglayacak sekilde ayrilmakta ve iki metilen grubuna ayrildigindan daha
kolay okside olmaktadir.

Acimig yaglarin karakteristik lezzet ve kokularinin hidroperoksitlerden, bozunma

drdnlerinden ve olugsan diger maddelerden ileri geldigi saptanmistir. Doymamis yag ve yag
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asitlerinin oksidasyonu sirasinda ¢ok yavas bir degisme olsa dahi saptanabilecek ilk degisiklik
redoks potansiyelinde olmakta ve sonra peroksit degerinde yiikselme gériilmektedir. ikinci
basamakta yani oksidasyon olayinin daha da ilerlemesi ile peroksitler bozunarak, aldehit ve
ketonlara dénismektedir. Yaglarda acilasma yani oksidatif ransidite denilen degisim budur.

Oksidatif degisiklikte doymamis yag asitlerinin ¢ift baglarinin bulundugu yerlerde énce
cabuk gegici olan moloksit denilen ve ¢ok hizli gelisen maddeler, sonra da bunu izleyen peroksit
ve daha sonra da yag zincirinin bu noktasindan koparak iki ucunda aldehit bulunan bilegikler
meydana gelir. Boylece yag molekili cift bag yerinden koparak, bir yag molekili iki aldehite
ayrilir (Bakici, 1981; Ozden ve Gokoglu, 1997).

Enzimatik olmayan esmerlesme olayl ya da maillard reaksiyonunda ise; yuksek polimer
olan proteinler ¢evresel kosullardan etkilenir ve ilk énce aminoasitleri bir arada tutan peptit
baglari; asitler, alkaliler veya enzimlerle hidrolize olur. Hidrolizin hafif durumlarinda blylk
polipeptidlerin heterojen karigimlarinin olugmasiyla, yalnizca birka¢ bagd yikilir. Isi, proteinleri
tutan ikinci baglari bozar. Denatirasyon denen degdisim gdézlenebilir. Ayni zamanda degisik
protein zincirleri diger tip reaksiyonlara da girebilir. Boylece sistinin disiilfit badi (-S-S-); sulfhidril
bagina (-SH) donlsebilir. EGer proteinlerin serbest amino gruplari varsa; oksidasyon kosullari
uygunsa sekerlerle veya lipidlerin oksidasyon urlnlerinin bazilari ile reaksiyona girebilirler.
Komplike bir seri reaksiyon sonucu kahverengi renk olusur ve tatta degisimlere neden olur.

Yabanci kokular ve tatlar renk degisimleri ile birlikte meydana gelir (Varlik ve digerleri, 1993).

1.3.3: Mikrobiyal Bozulma:

Mikroorganizmalarin sebep oldugu, gidalarin tlketilebilme niteliklerinin vyitiriimesi,
bilesim ve karakter 6zelliklerinin degisimi ile meydana gelen kayiplara mikrobiyal bozulma denir.

Genel olarak yeni yakalanan saglikh bir baligin eti sterildir. Mikroorganizmalar ise
normal olarak dis koruyucu tabakada, solungaglarda ve baligin bagirsaginda bulunur. Yapilan
aragtirmalar taze baliklarda genellikle Alcaligenes spp., Achromobacter spp., Bacillus spp.,
Corynebacterium spp., Clostridium spp., Escherichia spp., Flavobacterium spp., Gaffkya spp.,
Micrococcus spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., Photobacterium spp., Kurthia spp.,
Serratia spp., cinsine ait bakteriler ile bazi mayalarin bulundugunu ortaya koymustur (Goktan,
1990).

Baligin 6liminden hemen sonra, biyolojik reaksiyonlar meydana gelmeye baslar. Bu
reaksiyonlari, depolama aninin ilk asamasindaki degisimler belirler (Karagam ve digerleri, 1989,
Cakh ve Kiling, 2005). Bu kalite degisimleri; baligin tiriinden ziyade yasadigi suyun mikrobiyal
icerigine bagl olarak degisiklik gdstermektedir (Gibson, 1995; Huss, 1998; Cakli ve Kisla, 2003;
Colakoglu ve digerleri, 2006; Cakli, 2007). Baliklarin mikrobiyal florasini;  baligin cinsi,

yakalandidi ortamin kirlilik derecesi, sicakligi, baligin yakalanma sekli ve balik yakalandiktan
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sonra gercgeklestirilen isleme yontemleri belirlemektedir (Cakli ve Kisla, 2003; Vural ve digerleri,
2006; Cakl, 2008).

Daha yakalama aninda kastaki amonyum iyonlarinin toplami ylkselis gdstermekte,
mevcut glikoz indirgenmektedir. Olimden sonra anaerobik glikojen indirgenmeye devam eder
ve olusacak laktik asit kasta kalarak, pH degerini disirmeye devam eder. Toplam kreatin ve
ATP miktarinin azalmasi ile 6lim katiligi baglar (Karagam ve digerleri, 1989; Cakli ve Kiling,
2005).

Olim katihgr sonrasi ddnemde balik etinin yumusamasi ilerledikge, 6zellikle proteolitik
enzimlerin etkileri de artar ve yeni azotlu bilesikler meydana gelir. Bu kiiglik molekullt bilesikler,
mikroorganizmalarin Gremesi igin uygun besin kaynagini olusturur. Bdylece balik biinyesinde
bulunan veya sonradan kontaminasyon yoluyla alinmis olan, Fusobacterium, Pseudomonas,
Aeromonas, Vibrio, Proteus ve Acteromonas gibi bakterilerin bazi turleri balik etlerinde hidrojen
sulfir, indol, amonyak, skatol, merkaptanlar ve ¢esitli amin bilesiklerini olusturarak kokusmaya
neden olurlar (Shewan, 1977).

Baliklarin derisinde, solungaglarinda, bagirsak iceriginde ve ¢evrede bulunan
mikroorganizmalar primer bulagsmalara neden olurken; isleme, tasima ve pazarlama
asamalarinda ise sekonder bulasmalara neden olmaktadir, bdylece bu bulagmalar baliklarda
bozulmalara ve gida kaynakli zehirlenmelere neden olmaktadir (Vural ve Erkan, 2006).

Baliklarin bozulmasinda psikrofilik ve mezofilik mikroorganizmalar, ¢ogunlukla da
proteolitik dzellikte olanlari énemli rol oynar (inal, 1992).

Psikrofil mikroorganizmalar bakteriyel bozulmanin baslangic déneminde gorilir ve
bozulmanin asil nedenini olustururlar. Mezofil mikroorganizmalar ise tutulan baliklara, tasima,
isleme ve pazarlama déneminde kontaminasyon yoluyla gegerler ve kokusmaya kadar giden
degisimlere neden olurlar. Baliklara bulasan mezofil mikroorganizmalar diger proteinli gida
maddelerinde rastlanilanlarin aynisidir. Optimum 37°C’de ureyen ve cogdunlukla saprofit
Ozellikte olan bu mikroorganizmalarin en o6nemlilerini enterobakteriler, enterokoklar,
streptokoklar, mikrokoklar, aerob basiller ve klostridialar olusturur (inal, 1992).

Ihk ve kirlilik parametresi daha yuksek olan sularda mikrobiyal flora miktar olarak daha
yuksek ve daha ¢ok cesitlilik gosterirken, soduk ve daha temiz sularda bu oran sinirli sayida
kalmaktadir (Sikorski et al, 1990a; Cakli ve Kigla, 2003; Vural ve Erkan, 2006; Cakli, 2008).

Su sicakhigl 12°C’nin altinda olan sulardan yakalanan baliklarin deri mikroflorasi
cogdunlukla psikrofil (sogugu seven) ve psikrotrof (soguga toleransli) mikroorganizmalardan
olusurken, 1hk sulardan yakalanan baliklarin mikroflorasini mezofilik mikroorganizmalar
olusturmaktadir (Gibson, 1995; Huss, 1998; Gokoglu, 2002). Psikrotroflar 0°C’de gelisebilen
fakat 25°C’de optimum gelisme gdsteren bakterilerdir. Psikrofiller maksimum 20°C’de gelisme
gosteren ve optimum 15°C’de gelisen bakterilerdir (Sikorski et al., 1990a; Sikorski et al., 1990b;
Gibson, 1995; Huss, 1998).
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Soguk sularda bulunan baliklarin derilerinde Gram-negatif bakteriler yliksek oranda
bulunurken, 1lik sularda bulunan baliklarda ise gram-pozitif bakteriler dogal mikrobiyal florada
yuksek miktarda bulunmaktadir (Sikorski et al., 1990a; Sikorski et al., 1990b; Huss, 1998; Vural
ve Erkan, 2006; Cakli, 2008). Mikrobiyal florada Gram-negatif bakteriler baskin bir sekilde
bulunmaktadir (Huss, 1998). Florayi olusturan Gram-negatif bakteriler baslica; Psychrobacter,
Acinetobacter, Alteromonas, Pseudomonas, Flavobacterium ve Vibrio cinsinden olan
bakterilerdir (Gibson, 1995; Cakh ve Kisla, 2003; Cakli, 2008). Florayi olusturan baslica gram-
pozitif bakteriler ise, Micrococcus, Coryneform ve Bacillus cinsleri hakim durumdadir (Sikorski et
al., 1990a; Sikorski et al., 1990b; Cakli ve Kisla, 2003).

Deniz sularinda ise genellikle gelismeleri icin sodyuma ihtiyag duyan halofilik Vibrio,
Photobacterium ve Shewanella putrefaciens gibi gram-negatif bakteriler baskin olarak
bulunurken, tatli sularda Moraxella, Aeromonas, Pseudomonas, Acinetobacter, Micrococcus,
Staphylococcus, Bacillus ve Corynebacterium cinsi bakteriler baskin durumdadir. Ayrica
potansiyel bir patojen olan Clostridium botulinum ile Salmonella, Listeria ve Shigella cinsi
bakteriler havuzlarda yetistirilen baliklarda bulunabilir (Anonymous, 1984; Katircioglu, 2001).

Baliklarin sindirim sistemi, hem tath su baliklarinda hem de deniz baliklarinda ortak bir
yapi gOstererek baslica; Achromobacter, Pseudomonas, Flavobacterium, Vibrio, Bacillus,
Moraxella, Clostridium ve Escherichia cinslerine ait turleri bulundurmaktadir (Sikorski et al.,
1990a; Sikorski et al., 1990b; Diler ve Diler, 1998; Cakli, 2008).

Baliklarin deri mikroflorasinda Rhodotorula, Torulopsis ve Candida gibi mayalar yer
alirken kifler su Griinlerinde nadiren bulunmaktadir (Sikorski et al., 1990a; Sikorski et al.,
1990b; Gokoglu, 2002). Cizelge 1.5'te tath su ve deniz baliklarinin deri, solungag ve bagirsak

bakteriyel florasi gosterilmistir.



Cizelge 1.5: Tath su ve deniz baliklarinin

(Katircioglu, 2001)
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deri, solungag ve bagirsak bakteriyel florasi

Tath su baliklarinin
deri mikroflorasi

Deniz baliklarinin
deri mikroflorasi

Deniz baliklarinin
solungag¢
mikroflorasi

Tath su baliklarinin
bagirsak
mikroflorasi

Acinetobacter spp.

Acinetobacter spp.

Alcaligenes spp.

Acinetobacter spp.

Alcaligenes spp.

Alcaligenes faecalis

Flavobacterium spp.

Enterobacter spp.

Escherichia coli

Escherichia coli

Micrococcus spp.

Escherichia coli

Flexibacter spp. Cytophaga spp. Bacillus spp. Klebsiella spp.
Pseudomonas Pseudomonas Achromobacter spp. Proteus spp.
fluorescens fluorescens
Vibrio fluviatilis Pseudomonas Serratia spp.
marina
Vibrio spp. Aeromonas spp.

Bacillus cereus Flexibacter spp.

Bacillus firmus Pseudomonas spp.

Caulobacter spp.

Corynefora spp.

Hyphomicrobius
vulgare
Lucibacterrium
harveyi
Photobacterium
angutsum
Prostecomicrobium

Spp.

Tath su baliklarinin Uzerini 6rten mukus tabakasinda Streptococcus, Aeromonas,

Lactobacillus, Brevibacterium cinsi bakteriler tespit edilirken, bagdirsak iceriginde ise
Achromobacter, Pseudomonas, Flavobacterium, Vibrio, Bacillus, Clostridium ve Escherichia
cinsi bakteriler saptanmistir (Katircioglu, 2001).

Depolanan baliklarda ise; i¢ bakteriyel populasyon oldukg¢a heterojendir. Psikrotrofik
bakteriler, 6zellikle Pseudomonas, Moraxella/Acinetobacter cinsleri floraya hakimdir. Depolama
ile 1-2 hafta icinde mikroflorada degisiklikler meydana gelir. Sogukta muhafazada psikrotrofik
Pseudomonas ve Shewanella dominant hale geger. Daha yiiksek sicakliklarda (25°C gibi)
bozulmaya neden olan mezofilik Vibrioneaceae ve Ozellikle kirli sulardan yakalanmigsa
Enterobacteriaceae dominant hale geger. Aerobik olarak depolanan baliklarda bozulma ile ilgili
gelisme tipik olarak Gram-negatif psikrotrofik comaklardan ibarettir. Bu nedenle aerobik olarak

buzda depolamada flora hemen hemen yalnizca Pseudomonas ve S. putrefaciens’ ten olusur.
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Anaerob sartlarda ise bozulmaya, CO,’e dayanikli Gram-pozitif bakteriler neden olmaktadir
(Gram, 1992).

Ayrica baliklarda mikrobiyolojik gelismeye etki eden bircok dis ve i¢ faktorler vardir.
Bunlardan; dis faktérler; baliklarin su ortaminda ¢ok cesitli sicakliklarda yasamalari, baliklar
avlanmadan énce ve avlandiktan sonra islenmesi esnasinda gevrede olusan kontaminasyon ve
mikroorganizmalarin gelismesini saglayan sicakliktir. i¢ faktorler ise; yiiksek su aktivitesine (a,)
sahip olmasi, post mortem pH’sinin ¢ok yiksek olmasi (genellikle pH>6), ¢cok fazla miktarda
trimetilaminoksit (TMAQ) ve protein tabiatinda olmayan azotlu bilesiklerin (NPN) mevcudiyeti,
oksidasyon/reduiksiyon potansiyeli (Eh) ve mikrobiyal interaksiyon gibi etmenlerdir (Gram and
Huss, 1996; Unliitirk ve Turantas, 1999; Koutsoumanis and Nychas, 2000).

1.4. Pseudomonas’ larin Genel Ozellikleri:

Pseudomonas’lar; bakteriler aleminin, Proteobacteria subesinin, Gammaproteobacteria
sinifinin, Pseudomonadales takiminin, Pseudomonadacea familyasi iginde siniflandirilan bir
bakteri cinsidir. Sekil 1.4'de Pseudomonas spp.'in  mikroskobik ve koloni gorintisu
gosterilmigtir. Pseudomonas cinsi iginde P.aeruginosa, P.alcaligenes, P.fluorescens, P.fragi,
P.mendocina, P.oleovorans, P.pseudoalcaligenes, P. putida, P.stutzeri ve P.syringae gibi turleri
bulunmaktadir (Aydin ve digerleri, 2006).

(A) (B)

Sekil 1.4: Pseudomonas spp.’in mikroskobik gortntisu (A) ve Cetrimide agarda koloni

goruntisu (B)

Kluyver ve Niel (1936), Pseudomonadaceae familyasinin U¢ takim iginde, 25'ten fazla
cins bulundurdugunu ileri sirmustir. Bu fazla say, filogenetik kriterlerin incelenmesiyle zamanla
azaltimis ve “Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology’in” sekizinci baskisinda, cins sayisi

4’e indiriimistir. Pseudomonaceae familyasi icerisindeki bu 4 cins; Pseudomonas,
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Xanthomonas, Frateuria ve Zooglea'dir. Familyanin karakteristik cinsi ise Pseudomonas’tir
(Sneath, 1986).

Pseudomonas'larin tirleri oldukga fazla oldugu igin gérinimlerine, pigment olusturup
olusturmamalarina ve metabolizmalarina gére siniflandirmalari yapilmistir (Ozan, 1996).

Pseudomonadales 16S rRNA dizilerine gore tanimlanmistir (George, 2005). RNA/DNA
hibridizasyon deneylerine gbre, bu iki nikleik asidin gésterdidi uyumlara bakarak, bu bakteriler |,
I, 1, IV, V rRNA gruplarina ayriimislardir (Cizelge 1.6). Ornegin; Pseudomonas aeruginosa
rRNA grup I'e dahil olmustur (Ozan, 1996).

Cizelge 1.6: Pseudomonas turlerinin rRNA’ya gére gruplari

1.Grup: Floresan grup Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas putida

1.Grup: Non-floresan grup Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas mendocina

Pseudomonas alcaligenes

2. Grup: Burkholderia mallei

Burkholderia pseudomallei

Burkholderia cepacia

Burkholderia picketti

3. Grup: Camamonas acidovonas

Camamonas testosteroni

4.Grup: Pseudomonas diminuta

Pseudomonas vesicularis

5. Grup: Xantomonas maltophilia

Pseudomonas cinsi igerisinde; 0.5-1.0 pm veya 1.5-5 ym boyutlarinda, diz veya hafif
kivrik gomak seklinde bakteriler bulunur. DNA’ nin G+C orani % 58-71’dir. Bazi turlerde (P.
ovalis) hlcreler ovaldir, bazi bitki patojeni olan turler ise 4 ym boyutlarinda olaganusti hicrelere
sahiptirler (Holt et al., 1994).

Pseudomonas tlrlerinde genellikle oksidaz pozitiftir (P. maltophilia harig). Tarlerin
tamami katalaz pozitif, Gram-negatif, polar flagellasiyla hareket edebilen comak sekilli
bakterilerdir. Glukoz ve bazi karbohidratlari oksidasyon yolu ile pargalayip asit olustururlar.
Laktoz ve sukroza etki etmezler. Zorunlu aerobturlar, sadece oksijenli ortamlarda Ureyebilirler.
Ancak, ortamda nitrat varsa son elektron alicisi olarak oksijenin yerine nitratlari da

kullanabildikleri igin anaerob kosullarda da ureyebilirler. Lizin ve ornitini dekarboksile etmezler.
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Ureyi amonyak haline ya da amonyagi Ureye cevirebilirler ve bunlari azot kaynagi olarak
kullanabilirler. Birgogu asidik ortamlarda gelisemezler. Kendi gelismeleri igin gerekli olan
gelisme faktorlerini ve vitaminleri sentezleme yetenegindedirler. Isi ve radyasyonla kolaylikla
inhibe olabilmektedirler. Kurumaya direnglilikleri zayiftir. indol ve H,S olugturmaziar. Metil
kirmizisi ve Voges proskauer testleri negatiftir (Cizelge 1.7) (Cowan et al., 1974; Tortora et al.,
1992; Holt et al., 1994; Ayhan, 2000; Tiinger ve digerleri, 2000; Sen ve Halkman, 2006).

Cizelge 1.7: Bazi Pseudomonas tirlerinin biyokimyasal ayrimlari [d:degisken] (Bekar, 2003).

©
n =
3 < 3 © S <
.. o 3 c 5 =] g —
Tiir c b = o © £ o o
'S © [} =Y Q o =
=y o o N = Q £ 3 g
2 o = = 5] o ] ] 1S
—_ > o
. . > .3 -2 . L . . ) .
O © o = o o o n O ®© m o o o m
Oksidaz + - - - - - - - -
Hareket + + + + + + + + -
5°C - + d + - - - - -
42°C + - - d + d d + +
Jelatinaz + + - - d d + +
Ureaz + + + + - + - + +
Glukoz + + + + - + - + +
Laktoz - - - - - + - + -
Maltoz - - + + - + - + +
ADH + + + - + - - + +
LDC - - - - - + - - -
oDC - - - - - d - - -
UVisiginda + + + + + + + + +
floresan

P. fluorescens, P. chlororaphis ve P. putida gibi bazi turlerinde pilus gézlenirken, bazi
turlerinde pilusa rastlaniimamustir (Holt et al., 1994).

Pseudomonas’larin ¢ogu dogada, toprak ve sularda yogun olarak bulunur. Birgogu
dogada saprofit olarak yasayan ve cgesitli organik maddeleri, gevre kirlenmesine yol agan bazi
toksik maddeleri pargalayan, bircogu bitki patojeni olan, bazisi insan ve hayvanlarda infeksiyon
olusturabilen ¢cok sayida bakteri icerir. Bitki patojeni olan tirler selllaz, pektinaz ve ksilinaz
aktiviteleri gostermektedirler (Unlitirk ve digerleri, 1999). Bitki patojenlerinin en énemlileri
P.solanacearum, P.syringae, P.marginalis ve Burkholderia cepacia, hayvan patojenlerinin en
onemlileri P.aeruginosa ile birlikte, P.pseudomallei ve P.mallei, insan patojeni olarak en énemli
tlr ise P.aeruginosadir. Patojen hale gecebilen Pseudomonas tirleri, normal florada denge

icinde kaldiklari siUrece zararsizdirlar. Vicut savunmasinin azalmasi, kemoterapi vb. gibi
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hallerde firsat¢i patojen olarak rol alan, iyilesmesi olduk¢a gi¢ infeksiyonlara neden olan
Pseudomonaslar bu 6zellikleriyle de insan saghgi agisindan ayri bir 6nem arz etmektedirler
(Keskin, 2007).

Psikrofil, mezofil ve psikrotrof tirleri vardir. Psikrofil mikroorganizmalar arasinda
Pseudomonas’larin ayri bir dnemi vardir, bunun sebebi de diger bakteri tlrlerine oranla blyuk
bir cogalma 0&zelligi gdstermeleridir. Pseudomonas’larin genis bir yayllim godstermelerinin
nedeni, ¢cok basit gelisim ihtiyaclarina gereksinim duymalarindandir. Minimal besin varliginda
bile 4°C ile 43°C gibi genis bir sicaklik araliginda gelisebilirler. Cinsin birgok tiriinin gelisme
gosterdigi optimum sicaklik derecesi ise 30°C’dir. Tirlerin tamami nétr veya alkali pH (7,0-8,5)
araliginda daha iyi gelismektedir (inal, 1990).

Pseudomonas cinsinin 4°C’deki psikrofil tiirleri genellikle sogukta muhafaza edilen et ve
sut gibi gidalarin bozulmasinda dnemli rol oynarlar. Bu turler su, toprak, sut ve sut Grunleri, et ve
et Urlnleri, kanalizasyon, memelilerin bagirsagi ve cesitli bitkiler gibi birgok dogdal kaynaktan
izole edilebilirler (Doudorof, 1984).

Pseudomonas’lar genellikle yesilimsi, mavimsi, menekse, leylak, sari veya diger
renklerde besiyerlerine yayilan floresan pigment olusturan bakterilerdir ve bu pigmentasyon
tdrlerin ayriminda kullanilan énemli bir 6zelliktir. Bazi gidalar Gzerinde P. fluorescens yesilimsi,
P. nigrificans siyah pigment olusturur. Pseudomonas’in en iyi bilinen ¢6zunebilir pigmentleri
piyoverdin ve piyosiyanindir. Bu bakterilerin Urettigi pigmentler antibiyotik ve bakteriyosin 6zellik
tasimaktadir. Piyoverdin, dusik demir icerikli besiyerlerinde bol miktarda elde edilebilirler.
Piyoverdinin asil bileseni, kompozisyonu tiure gbére degisen siklik peptide bagl quinoline
kromoforudur (Vachee et al.,, 1997; Bekar, 2003; Keskin ve Ekmekgi, 2003). Hassen et al.
(1998) tarafindan yapilan c¢alismada, Pseudomonas cinsine ait turlerin, c¢inko varliginda
piyoverdin pigmentini daha fazla sentezlediklerini ve c¢inkonun pigment Uretimini arttirdigini
gOstermiglerdir. Piyosiyanin ise; mavi renge sahiptir ve floresan 6zellikteki pigmentler gibi
besiyerine kolayca diffiize olurlar. Diger fenazin pigmentleri daha az eriyebilir 6zellikte olduklari
icin bazi kolonilerin etrafinda kristalize olurlar (Uziimci, 2009).

Bu pigmentler besiyerlerine yayilirlar; fakat bazen yayillma géstermeyen kirmizi veya
sari renkte pigment olusturabilirler. Ayrica pigment olusturmayan birgok Pseudomonas turi de
mevcuttur (Bekar, 2003).

Pseudomonas tlrlerinin en dnemli 6zelligi ise ¢ok farkl yapidaki organik bilesikleri
kullanabilecek metabolik mekanizmaya sahip olmalaridir. Mikroorganizmanin bazi tdrleri
proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahiptir (Unlitirk ve digerleri, 1999). Hoshino et al. (1997)
tarafindan yapilan calismada ise sicaklik, pH ve kalsiyum konsantrasyonuna baglh olarak bazi
Pseudomonas suslarinin proteaz Urettigini ileri sirmuslerdir. Lipazlar ve proteazlar en énemli
endustriyel enzim gruplarini olusturmaktadir. Bu enzimler gida sanayi, deterjan, kimya

endustrisi, biyolojik ve tibbi bilimler gibi ¢ok genis kullanim alanina sahip enzimlerdir. Son
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zamanlarda fungal ve bakteriyel enzim eldesi biyoteknolojide blyuk ilgi gérmektedir. Lipaz
Ureten organizmalar arasinda Candida, Geotrichum, Rhizopus ve Thermomyces cinsleri blylk
onem gorirken, bakteri gruplari arasinda ise Pseudomonas cinsi bakterilerin 6nem tasidigi
bildirilmistir (Arpigny and Jaeger, 1999).

Bazi Pseudomonasiar ise pektinolitik aktiviteye sahiptir. Bundan dolayi sebzelerde kdk
yumusamasina neden olmaktadirlar (Keskin, 2007).

Pseudomonas bakterileri, poli-B-hidroksibutirat (PHB) granillerine sahiptir. PHB
grandllerini  gelistikleri ortamlarda besin eksikli§i oldugunda kullanarak, yasamlarinin
devamlihgini sagladiklar saptanmistir (Thomashow and Weller, 1995). Cesitli karbon kaynaklari
iceren azotun yetersiz oldugu ortamlarda endoselliler granillerde biriken PHB granilleri,
Pseudomonas cinsine ait Uyelerini birbirinden ayirt etmede kullaniimaktadir (Holt et al., 1994).

Pseudomonaslarin floresan uUyeleri glukanat, alkan, alkenler gibi karbon kaynaklarinda
geligtirildiklerinde, Cg¢-Cy, zincir ortasindaki monomerlerden olusan polihidroksialkanatlari
olusturabilmektedir. Pseudomonas bakterileri lipoprotein yapilari icerir, bu vyapilar
tanimlanmalarinda kullanilmistir (Holt et al., 1994). Lipopolisakkaritin i¢c kismi hidrokarbon
zinciriyle akiskanlik veren 6zel bir lipid (LPS)'den olusur. Lipopolisakkarit, hiicreye spesifik bir
antijenik kimlik kazandirir. Boylelikle bakterilerin dis membrani antibiyotikler gibi zararli seylere
karsi bir bariyer 6zelligi kazanir (Holt et al., 1994; Thomashow and Weller, 1995).

Pseudomonas’lar birgok antimikrobiyal ajana karsi direnglidir, buna ragmen
Pseudomonas infeksiyonlarina kargi kullanilan antibiyotikler de mevcuttur. En énemli gruplar
aminoglikozidler (gentamisin ve tobramisin gibi), yarisentetik penisilinler (karbenisilin, tikarsilin
ve piperasilin gibi), Gglincl kusak sefalosporinler (seftazidim ve sefoperazon gibi), quinolonlar
(siprofloksasin) ve karbepenemlerdir (meropenem ve imipenem) (Hancock and Speert, 2000).

Pseudomonas’lar genel olarak iyonize isinlara en duyarli Gram-negatif ¢omak
bakterilerdir. Ornegin 16,30 kGy'lik bir doz, Pseudomonas’larin inaktivasyonu igin yeterli
olabilmektedir.

Asetik asit ve tuzlarinin % 0,01-0,5 konsantrasyonlari Pseudomonas turlerine karsi
etkilidir. Sorbik asit ve sorbatlar da P.putrefaciens ve P.fluorescens’e etkilidir. Gidalara 200 ppm
gibi yuksek konsantrasyonlarda nitrit ilave edilmesi, Pseudomonas uzerine inhibitor etki gbsterir.
Gram-negatif mikroorganizmalar, CO,’e gram pozitiflerden daha duyarli olup, 6zellikle en énemli
bozulma etkenlerinden biri olan Pseudomonas spp. CO,’e ¢ok duyarlidir (Erol, 2007).

Delden ve Iglewski (1998) yaptiklari c¢alismada Pseudomonas tirlerinin virlilans
faktorlerini ortaya koymuslardir. Pseudomonasiarin virtilans faktorleri: a) Fimbrialar: Bakterilerin
solunum sistemi epiteline yapismasini saglarlar. b) Polisakkarit Kapsul: Antifagositer 6zellik
gOsterir. Ayrica Pseudomonas aeruginosa infeksiyonlari igin risk faktéri olan kistik fibrozis ve
kronik akcider hastaliklarinda bakterinin kolonizasyonunu kolaylastirir. ¢) Endotoksin: Diger

Gram-negatif bakterilerde oldugu gibi lipopolisakkarit yapidaki endotoksin en énemli hlcre
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duvari antijenidir. Lipid A bolimi, sepsis icin en 6nemli mediatordir. d) Eksotoksin A:
Pseudomonas aeruginosa’da bulunur. Bir ADP-riboziltransferaz enzimidir. Etki mekanizmasi
difteri toksini ile aynidir. Hlicrede protein sentezini bloke eder. e) Eksoenzim S: Pseudomonas
aeruginosa suslarinin 1/3’Unde bulunur. Buda bir ADP-riboziltransferaz'dir, ekzotoksin A’dan
farki 1siya dayanikli olmasidir. f) Elastaz: Kan damarlarindaki elastik tabakayi tahrip eder.
Dissemine Pseudomonas aeruginosa infeksiyonlarinda goriinen ve hemorajik lezyonlar olan
ektima gangrenosumdan sorumludur. g) Lokosidin: Notrofil ve lenfositleri inhibe eder. h)
Fosfalipaz C: Lipid ve lesitini parcalayarak, doku hasarina neden olur (Tlnger ve digerleri,
2000).

1.5. Halk Saghgi Agisindan Onemli Bazi Pseudomonas Tiirleri:

Pseudomonas aeruginosa:

Pseudomonas aeruginosa; Sporsuz, kapsulsiiz, basil seklinde, genellikle bir ucunda bir
veya daha fazla sayida flagellaya sahip ¢ok hareketli, Gram-negatif, 1,5-3 ym uzunlugunda ve
0,5 um genigliginde, ¢ift veya kisa zincirler halinde gorilen bakterilerdir. Piyosiyanin ve
piyoverdin pigmentlerini tretirler. Kati besiyerlerindeki Tip1 kolonileri yuvarlak, yumusak, yassi,
ortasi kabarik ve beyazimsi renktedir. Ayrica; kabarik, kii¢ik ve koliform kolonilerine benzeyen
R kolonileri vardir. Bazi kolonileri de mukoid gérunumlidir. Kulturlerde aromatik meyve, tatlimsi
veya trimetilamin kokusuna benzer koku duyulur. Genellikle 30-37°C’de (rerler. 41°C’de (ireme
durumu ise P.fluorescens’den ayrilmasini saglar (www.mikrobiyoloji.org).

P.aeruginosa, dogada yaygin olarak bulunabilen bir bakteri oldugu igin, organik
maddeler iginde, sularda uzun siire canl kalabilmektedir. insan ve memeli hayvanlarin
bagirsaginda flora elemani olarak bulunmaktadir. Ylksek isi ve kuruluga direngsizdirler.
Hastane ortamlari organik madde (kan, irin, deri dokuntuleri, vs.) ydoninden zengin oldugu igin
ve direng gdsteren kdkenlerin bu ortamlarda daha fazla gértlmesi nedeniyle sik rastlanilan bir
patojen olarak gorulur (www.mikrobiyoloji.org).

insanlar P.aeruginosa'y! gesitli kaynaklardan (6rn; yiizme havuzlari, durgun sular, i1slak
cayirlar vs.) alabilmektedirler. Stafilokoklardan sonra insanlarda en gok goriinen enfeksiyonlar
P.aeruginosa’nin  sebebiyet verdigi enfeksiyonlardir. Cizelge 1.8'de Pseudomonas
aeruginosa’nin farkli canh tirlerinde yapmis oldugu hastaliklar gosterilmistir. Antibiyotiklere ve
dezenfektan maddelere kargi yuksek rezistansi nedeniyle hijyen ve saglik agisindan énemli
problemler olusturmaktadirlar (inal,1990).
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Cizelge 1.8: Pseudomonas aeruginosa’nin farkh canli tirlerinde yapmis oldugu hastaliklar

(Bekar 2003).

Tiir Olusturdugu Enfeksiyonlar

insan Bakteriyemi, endokarditis, kemik ve eklem enfeksiyonlari, g6z ve
kulak enfeksiyonlari, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari,
gastrointestinal sistem enfeksiyonlari, solunum sistemi ve Uriner
sistem enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, kistik
fibrozis

Sigir Generalize hastalik, Greme organlarinda enfeksiyonlar, solunum
sistemi hastaliklari. enteritis, sinovitis, lenfangitis, artritis, akciger
ve karaciger apseleri

Koyun, kegi Mastitis, pneumoni, akciger apseleri

At Ureme organlarinda enfeksiyonlar, sterilite, abort ve taylarda &lim,
akciger apseleri

Domuz Enteritis, solunum sistemi enfeksiyonlari, otitis

Kopek, kedi Generalize hastaliklar, ireme organlarinda enfeksiyonlar,
pneumoni, otitis externa, endokarditis, konjunktivitis,
uretroadenosistisis

Mink Pneumoni, septisemi

Cingilla Generalize enfeksiyonla beraber konjunktivitis, otitis, pneumoni,
enteritis, Ureme organlarinda enfeksiyonlar

Laboratuvar Generalize enfeksiyonlar, pneumoni, enteritis

hayvanlari

Pseudomonas fluorescens:

Pseudomonas fluorescens; Non-patojenik, saprofit olup, Gram-negatif bir bakteridir. Bu

tir sularda, toprakta, lagim sularinda ve bitki ylizeyinde bulunabilir. Obligat aerobiktir ancak bazi

suglari hidcresel solunumda elektron akseptdri olarak oksijen yerine nitrat kullanabilirler.

Kolonileri yuvarlak, nemli ve parlak yilzeylidir. Sarimsi yesil pigment Uretir, sadece piyoverdin

olustururlar. Ultraviyole 1s1§1 altinda kuvvetli floresan veren ureme gosterirler (Bilgehan, 1999).

Sekil 1.5'te Ultraviyole 1sik altinda Pseudomonas fluorescens’in Cetrimide agarda koloni

goruntisia gosterilmistir. Pseudomonas fluorescens; 16S rRNA analizine goére P.fluorescens

grubu iginde yer almaktadir (www.qwiki.com).
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Sekil 1.5: Ultra viyole 1sik altinda Pseudomonas fluorescens’in Cetrimide agarda koloni

gorantusa

Bu bakteri hiicreleri 41°C'de Ureyemez, fakat +4°C’'de Ureyebilir, optimum biyiime
sicakliklari ise 25-30°C’dir (Palleroni, 1984; Wasi et al, 2008). Bu bakteri psikrofilik olup, uzun
sure buzdolabinda canli olarak kalabilir (Monteil and Monteil, 1997). Genellikle yumurta, et,
balik ve st Urinleri gibi besinlerin bozulmasina sebep olmaktadir (Palleroni, 1984; Wasi et al,
2008).

Pseudomonas fluorescens; insanlarda ¢ok sinirli sayida salgin hastaliga sebep olmakla
birlikte, kanser veya immun sistem hastalarinin idrar, digki, apse ve kanlarindan izole
edilebilmektedirler (Monteil and Monteil, 1997).

Pseudomonas putida:

Pseudomonas putida; Non-fermentatif, floresan veren, aerobik, birden fazla flagellaya
sahip, spor olusturmayan, Gram-negatif bir basildir (Oztoprak ve digerleri, 2008). Pseudomonas
putida; 16S rRNA analizine goére P.putida grubu icinde yer almaktadir (www.gwiki.com).
Optimum gelisim 1silari 25-30°C’dir. Piyosiyanin Uretemezler, jelatini kullanamazlar ve 42°C’'de
gelisemezler (Palleroni, 1984). Sekil 1.6'da Ultra viyole 1sik altinda Pseudomonas putida’nin
Cetrimide agarda koloni goriintlist gosterilmistir. Psikrofilik olup, uzun siire buzdolabinda canli
olarak saklanabilirler (Gottlieb, 1993). Genellikle toprak, su ve bitkilerden izole edilebilirler
(Monteil and Monteil, 1997).
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Sekil 1.6: Ultra viyole 1sik altinda Pseudomonas putida’nin Cetrimide agarda koloni gorintisu

insan viicudunda normal florada yer almazlar ve bilinen bir virulans faktérii yoktur.
insanda idrar yolu enfeksiyonu, pnémoni, septisemi, yara yeri enfeksiyonu, peritonit ve menenjit

gibi klinik tablolara neden oldugu bildirilmistir (Oztoprak ve digerleri, 2008).

Burkholderia (Pseudomonas) mallei:

Yeni olusturulan Burkholderia genusu igcine alinmis ve ismi Burkholderia mallei olarak
degistirilmistir. Bunun sebebi; bakteriyolojik 6zelliklerinin bu sinifa ¢cok yakin olmasinin yani sira,
P.pseudomallei ile antijenik iligkisi, faj duyarlihgdi, nikleik asit kompozisyonu bakimindan yakin
olmasidir (www.mikrobiyoloji.org).

Burkholderia (Pseudomonas) mallei; Duz veya kivrik, Gram-negatif, klinik materyalde
bazen |6kositlerin iginde, 0,5x1,5- 4 um boyutlarinda, pleomorfik ve kiiglk basillerdir. Aerobtur,
41°C’'de Urer, fakat 4°C’de (reyemez. Hareketsiz, hiicre disi ve ici pigmentleri olmayan bir
mikroorganizmadir (Bekar, 2003).

Tek tirnakh hayvanlarda ruam adi verilen hastaliga neden olur. insanlarda meslek
hastaligi olarak gorulebilir (Bekar, 2003).

Burkholderia (Pseudomonas) pseudomallei:

Burkholderia pseudomallei olarak yeniden isimlendirilmigtir. Gram-negatif, aerob ve
fakultatif anaerob, hareketli, yesil-kahverengi pigmentli, 1,5 pm uzunlugunda, bir veya iki
ucunda 2-3 flagellali, bipolar basillerdir. 41°C’de treme 6zelligi gosterip, 4°C’de lreyemez.

Kuruluga direncli fakat 1s1 ve dezenfektanlara duyarhdir (www.mikrobiyoloji.org).
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Kemirici hayvanlarda gériilen Mellioidoz adi verilen hastahigin etkenidir. insanlara
kemirici hayvan 1sirndi, hayvanlarin diskilariyla bulagsmis gidalarin tiketiimesi ve kemiriciyle

temas etmis sineklerin isirigiyla bulagir (www.mikrobiyoloji.org).

Pseudomonas maltophilia:

Hareketli, Gram-negatif, besiyerlerinde kolay ureyebilen, sari renkli koloniler yapan,
zorunlu aerob ve 41°C’de lreyemeyen bakterilerdir. Dogada insan ve hayvan digkilari, su ve

sitte bulundugu igin yaptigi enfeksiyonlar ¢ok cesitlidir (www.mikrobiyoloji.org).

Bu aragtirma; Manisa ve izmir illerinin cesitli semtlerindeki market ve pazarlarda
tiketime sunulan alabalik (Oncorhynchus mykiss), ¢ipura (Sparus auratus), levrek
(Dicentrarchus labrax), kefal (Mugil cephalus) ve mezgit (Merlangus euxinus) gibi balik
orneklerinde bozulmaya sebep olan Pseudomonas turlerinin varlhidinin saptanmasi amaciyla

yapilmistir.
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2.MATERYAL ve METOD:

2.1. Materyal

2.1.1. Materyal 6rnekleri

Bu calismada, Temmuz 2010- Mart 2011 tarihleri arasinda Manisa ve izmirin gesitli
semtlerindeki market ve pazarlardan temin edilen 100 adet balik 6rnegi materyal olarak
incelenmistir. Materyal olarak incelenen balik érneklerinin 41 tanesi alabalik (Oncorhynchus
mykiss), 24 tanesi gipura (Sparus auratus), 23 tanesi levrek (Dicentrarchus labrax), 10 tanesi
kefal (Mugil cephalus) ve 2 tanesi ise mezgit (Merlangus euxinus)’tir (Cizelge 2.1). Orneklerin
disaridan kontaminasyonunu énlemek amaciyla, her bir balik soguk zincir altinda tasinarak ve
ayni gun igerisinde isleme alinmigtir.

Yapilan galismada alabalik, cipura, levrek, kefal ve mezgit tirlerinin kullaniimasindaki
amag; yaklasik olarak Turkiye’deki su Urunleri Uretiminin oransal olarak dagilimini bu tirlerin
belirlemesidir (Sekil 2.1). Turkiye'deki su Urlnleri Gretiminin oransal dagilimi; alabalik (i¢ su) %
41, alabalk (deniz) % 1, ¢ipura % 23, levrek %32, midye %1, sazan % 0,5 ve digerleri %
1,5'tur.

%0,5 %1,5
NV

%23—\

M alabalik-tatli su
M alabalik-tuzlu su
M |evrek
M ¢cipura
B midye
W sazan

digerleri

%32/ %1

Sekil 2.1: Turkiye’deki su Urlnleri Gretiminin oransal olarak dagihimi.

Alabalik (Oncorhynchus mykiss, eski adi Salmo gairdneri) Salmonidae familyasina ait
tirdir. Berrak, temiz, serin ve oksijen ydninden zengin sularda bulunurlar. Genellikle su

dénglsu devamli olan nehirler, irmaklar ve gaylarda yasarlar. Baliklar; plakton, dip hayvanlari
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ve kiglk baliklar ile beslenirler. Ulkemizin neredeyse her yerinde alabalik treten kiiglk ve
biyik ciftlikler mevcuttur.

Cipura (Sparus auratas) Sparidae familyasina ait turdir. Ege, Akdeniz, Marmara ve
Karadeniz’de bulunurlar. 150 m derinlikteki sularin kumlu ve c¢amurlu zeminleriyle, deniz
cayirlarinda yasarlar. Baliklar; karides, cesitli kabuklu deniz hayvanlari, yengeg, deniz kurdu,
sardalya ile beslenirler. Son yillarda bu baliklar giftliklerde de Uretiimeye baslanmistir.

Levrek (Dicentrarchus labrax) Moronidae familyasina ait tirdir. Akdeniz, Ege, Marmara
ve Karadeniz’de bulunurlar. Derin yerlerde yasarlar. Baliklar; kefal, sardalya, gelincik, dilbalidi,
karides, yengeg ile beslenirler. Ulkemizde balik ciftliklerinde kiiltiir Giretimi yapiimaktadir.

Kefal (Mugil cephalus) Mugilidae familyasina ait tirdir. Bazi tirleri Akdeniz, Ege,
Karadeniz, Marmara’da bulunurken, bazilari sadece Akdenizde bulunur. Kirli ve bulanik sularda
yasarlar. Baliklar; deniz kurtlari, kiiguk balik yavrulari, yosun, plankton ile beslenirler.

Mezgit (Merlangus euxinus) Gadidae familyasina ait tirdlir. Karadeniz ve Marmara’da
bulunurlar. Sahile yakin, derinlidi 30 ile 120 m sularda gamurlu ortam Uzerinde suriler halinde
yasarlar. Baliklar; kabuklular, yumusakgalar, deniz kestanesi, solucanlar ve balik yumurtalari ile
beslenirler (www.balikderyasi.com).

Cizelge 2.1: Arastirmada incelenen tatli ve tuzlu su balik érneklerinin ¢esidi ve sayisi

Cipura 24

Levrek 23
Tuzlu su baligi

Kefal 10

Mezgit 2
Tath su balig Alabalik 41
Genel Toplam 100

Orneklerin Pseudomonas spp. analizleri (vitek 2 kullanimi) izmir Bornova Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitisu Laboratuvar'inda, ekim ve Pseudomonas spp. sayim islemleri
ise Manisa Celal Bayar Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi Temel ve Endstriyel Mikrobiyoloji

Arastirma Laboratuvar’inda gergeklestiriimistir.
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2.1.2. Caligmada kullanilan besiyeri

Cetrimide Agar (Pseudomonas Selective) (Merck)

Cetrimide agar hazir besiyerinden 45,3 g/l tartilarak, Gzerine Glycerol’den (Gerbu) 10
ml/l ilave edilip, olusan ¢ozeltinin lizerine de 1000 ml/l distile su eklendi. Hazirladigimiz besiyeri
otoklava konmadan 6nce, magnetik karigtiricida isitilip, eritildi. Daha sonra otoklavda 121°C'da
15 dakika sterilize edildi, besiyeri 45-50°C’de soguyunca, steril petri kutularina dokildi.
Hazirladigimiz besiyeri bulanik ve agik kahverengi olup, 25°C'da pH'si 7,0+0,2'dir.

Pseudomonas spp. bu besiyerinde 35°C‘de aerobik kosullarda 48 saat inkiibasyondan
sonra sari-yesil pigmentli koloni olusturup ve uzun dalga boylu (366nm) UV lambasi (Merck) ile
floresan isima vermektedir. Her bir petri kabinda ki koloniler sayilip, 15-300 arasinda koloni

ihtiva eden kaplar dederlendirmeye alinmigtir.

Nutrient Agar (NA) (Merck)

Nutrient agar hazir besiyerinden 20,0 g/l tartilarak, tGzerine 1000 ml distile su ilave
edildi. Hazirladigimiz besiyeri 6nce magnetik karistiricida isitilip, eritildi. Daha sonra otoklavda
121°C'da 15 dakika sterilize edildi, 45-50°C’de soguyunca, steril petri kutularina dokildi.
Hazirladigimiz besiyeri berrak ve sarimsi kahve renkte olup, 25°C'da pH'si 7,0+0,2'dir.

Segcilen sUpheli Pseudomonas spp. kolonilerinin her biri, dogrulama amaciyla nutrient
agar plaklarina gizgi ekim yéntemi ile ekilip, 25°C'de 24 saat inkiibe edilmigtir. inkiibe edilen

plaklarin her birinden izole olmus bir koloni, biyokimyasal dogrulama igin segilmistir.

2.1.3. Kullanilan ¢ozelti ve kimyasallar

Alkali Pepton Water (Merck)

Alkali pepton waterdan 20,0 g/l tartilarak, Uzerine 1000 ml distile su ilave edildi.
Hazirladigimiz ¢ozelti magnetik karistiricida isitilip, eritildi ve otoklavda 121°C'de 15 dakika
sterilize edildi. Hazirlandigimiz ¢ozelti, berrak ve sarimsi kahverengidir, 25°C’de pH'si
8,5+0,2'dir. Alkali pepton water, balik 6rneklerinin organlarini sivilastirmak, c¢oézelti haline
getirilmek amaciyla kullaniimigtir.
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Pepton Salin (Gerbu)

NaCl (Sodium Chloride)den 9,5 g/l tartilarak, tGzerine 1000 ml distile su ilave edildi. Bu
¢bzelti daha sonra, amaca uygun kaplara (tlp, erlen, vb.) dagitildiktan sonra, otoklavda
121°C'de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasi 25°C'de pH'si 7,0£0,2'dir. Kullanima
hazir haldeki ¢dzelti berrak ve renksizdir. Pepton salin, seyreltme plaka ydnteminde kullanilan

tlplerin igerisinde kullaniimigtir.

Gram Boyama Seti (Merck)

Gram boyama seti igerisinde kristal violet boyasi, lugol (potasyum iyodir veya iyot
iceren sulu ¢ozelti), alkol (% 95’lik etanol ya da dekolorizatdr ¢dzeltisi) ve safranin boyasi (veya
sulu fuksin) hazir olarak bulunmaktadir. Bu ¢dzeltiler gram boyama isleminde kullaniimigtir.

2.1.4. Galismada kullanilan cihazlar:

Bu calismada kullanilan butiin genel laboratuvar cihazlar asagida cgizelgede (Cizelge 2.2)

listelenmistir.

Cizelge 2.2: Laboratuvar cihazlari

Otoklav Nuve (OT 4060)

Etiiv Heraeus

Pasteur firini Nuve (FN 400)

Vitek 2 Biomerieux (2006)

UV lambasi (4 W/366 nm) Merck (1.13203.0001)

Vorteks Nuve (NM 110)

Hassas terazi Sartorius (GC 16032-OCE)

Magnetik karistirici ARE Velp Scientifica

oH metre Hf;mna-instruments/ H1 221 Calibration Check
Micropiocessor
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2.2. Metod:

2.2.1. Balik 6rneklerinden Pseudomonas spp. izolasyonu:

Her bir numune aseptik sartlar altinda eksternal ve internal olarak bakteriyolojik

muayeneye tabi tutulmustur (Sekil 2.2).

a, b.Ventral ensizyon

¢, d, e. Lateral ensizyon
f, g. Operkular ensizyon
h. Lateral karm duvarmmn
serbestlestinilmesi

Sekil 2.2: Baliklarda eksternal ve internal olarak bakteriyolojik muayene (Yardimci, 2007)

Bakteriyolojik 6rneklemelerde kullanilan bu baliklarin karkas ve solungaglarindan; steril
makas ve pens ile belli bir blytkte kesitler alinmigtir. Alinan bu drneklerin her biri hassas
terazide tartilarak, gram olarak agirliklari hesap edilmigtir.

Tartilan bu érnekler kalin, steril torbalara konulmustur. Bu torbalarin igerisine érneklerin
gram cinsinden dokuz kati kadar oranda, énceden hazirladigimiz alkali peptonlu sudan, steril
pipet yardimiyla konulmustur. Alkali peptonlu su konulduktan sonra torbanin agzi kapatilip,
uygun bir bicimde 6rnekler ezilmistir ve homojenize edilmistir.

Homojenize edilen bu &érnekler ile 1/10’ luk dilisyondan baslayarak seri dilisyonlar
hazirlanmistir. Her bir balik érnegi igin toplam 5 tlp kullaniimistir. 1.tipteki ¢ézelti ana stoga
gore 10 kez seyreltiimis hale gelmistir. Ana stok 10™ olarak kabul edilirse, 1.tiibiin seyreltme
faktori 107 olarak ifade edilmistir. Buna gore 2.tipun seyreltme faktoru 1073, 3.tiiplin seyreltme
faktori 10, 4.tlipiin seyreltme faktori 107 ve 5.tliplin seyreltme faktorii 10 dir (Yagoub, 2009).

Seyreltme plaka yontemini uygulamamizda ki amag; ana stokta yogun olan
mikroorganizma sayisini seyreltmek ve mikroorganizma sayisini azaltarak, mikroorganizma
sayimini kolayca gergeklestirebilmektir.

Hazirladigimiz bu farkli seyreltme faktorlerine sahip tiplerden 10, 10°, 10®nIk

seyreltme faktérine sahip tuplerdeki seyreltmelerden steril pipet yardimiyla 0.1 ml cekilip,
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onceden hazirladigimiz cetrimide agarh petri kaplarina steril svab yardimiyla (yayma plaka
yontemi kullanilarak) ekimler yapilmistir. Yayma yénteminde, sivi gida maddesinden dogrudan
ya da uygun seyreltmesinden 0,1 ml aktarilip, cam gubuk ya da steril svab ile yayilir.

Yayma isleminden sonra petrinin kapagi kapatilarak, ylzeyin kurumasi igin birkag
dakika bekletilir ve sonra petri kaplari, kapaklar alta gelecek sekilde inkiibatére kaldirilir.

Cetrimide agara ekilen biitiin numuneler 35°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonucunda Ureyen koloniler 366 nm dalga boyundaki ultra viyole isik altinda incelenerek,
pigment Ureten koloniler tespit edilmistir. Sekil 2.3’de Pseudomonas spp. kolonilerinin cetrimide
agar besiyerindeki gorinimileri; Sekil 2.4’de ise kolonilerin ultra viyole 1s1k altinda incelenmesi
gOsterilmigtir.

(A) (B)

Sekil 2.3: Pseudomonas spp. kolonilerinin cetrimide agar besiyerindeki gérinumleri

A: Normal isiktaki gériinim B: Ultra viyole isiktaki gorinim

2.2.2. Pseudomonas spp. sayimi ve hesaplama:

Ultra viyole 1sik altinda tespit edilen sarimsi-yesil renkli koloniler sayilmistir. Ardigik iki
seyreltiden yapilan ekim sonugclarinin agirlikhi aritmetik ortalamasi alinarak, ornekteki sayi
hesaplanmaktadir. Daha 6nce 30-300 arasinda koloni iceren seyreltilerdeki ekimler dikkate
alinirken, artik 15-300 arasindaki koloni sayimlari dikkate alinmaktadir. Bu hesaplamada
kullanilan formul; N= C / [V (n; + 0,1 X n,) X d] seklindedir.

Bu hesaplamada kullanilan formdlde ki;
N = Gida 6érneginin 1 gr ya da 1 ml'sinde mikroorganizma sayisi

C = Sayimi yapilan tim petri kutularindaki koloni sayisi toplami
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V = Sayimi yapilan petri kutularina aktarilan hacim (ml)

n.1= ilk seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusu adedi

n,= ikinci seyreltiden yapilan sayimlarda sayim yapilan petri kutusu adedi

d= Sayimin yapildigi ardisik iki seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme orani

(Analiz, TS ISO 13720: Et ve et trlnlerinde Pseudomonas spp. sayimi metoduna goére yapildr).

Sekil 2.4: Kolonilerin ultra viyole isik altinda incelenmesi

UV lambasi altinda floresan isima veren siipheli morfolojiye sahip kolonileri dogrulama
icin koloniler nutrient agarda saflastinimistir. Pseudomonas spp.’nin hem cins hem de tir
dizeyinde identifikasyonu icin bu saflastirilan koloniler kullaniimistir.

2.2.3. Cins diizeyinde identifikasyon:
Gram Boyama:

izole edilen kiiltirden bir 6ze dolusu alinan érnek lam Uzerine yayilmis, kurutulduktan
sonra fiksasyon yapilmistir. Preparat (izerine kristal violet boyasi damlatilip, 1 dk bekletilmistir. 1
dk sonra su ile yikanmistir. Kurumasi beklenmeden lugol iyot ¢ozeltisi, 6rnedi kaplayacak
sekilde damlatilip 1 dk bekletiimistir. Preparat, suyla yikanmistir. Ornege alkol (ya da
dekolorizatér ¢ozeltisi) damlatilip, 20 saniye bekletiimis, mor renk gidinceye kadar yikama
islemi gergeklestirilmistir. Ornek safranin boyasi ile 20 sn bekletiimis, saf suyla yikanip
kurutulmustur. Daha sonra immersiyon yagdi damlatilarak hazirlanan preparat x100’lik objektifte
incelenmistir (Demirbag ve Demir, 2005). Mikroskopta Gram-negatif (pembe-kirmizi renkli),
basil, kokobasil seklinde gérilen koloniler Pseudomonas spp. 6n tanisi ile ileri tanimlama
calismalarina gidilmistir.
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Oksidaz Testi:

Oksidaz testi icin, hazir test stripleri (Bactident oxidase, Merck) kullaniimigtir. Striplerin
reaktif bélgesi N,N-Dimethyl-1,4-phenylenediammonium chloride (0,1 pmol) ve a-naphthol (1,0
pmol) icermektedir. Test igin, yogun bakteri siispansiyonu 6ze ile strip test bdlgesine aktariimig

ve 20-60 saniye iginde mavi-menekse renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.
2.2.4. Tiir diizeyinde identifikasyon:

Cins dlizeyinde identifikasyon sonucunda, gram boyamada pembe-kirmizi renkli, basil,
kokobasil seklinde goérilen ve pozitif oksidaz reaksiyonu gésteren koloniler Pseudomonas spp.
kolonileri olarak degerlendirilmis ve tir dizeyinde identifikasyon uygulanmistir.

Tar dizeyinde identifikasyon asamasinda ise, bu koloniler VITEK 2 Compact tam
otomatik biyokimyasal identifikasyon cihazinin kolorimetrik GN ID karti (Gram-negatif
identifikasyon karti) kullanilarak tir dizeyinde tanimlanmistir. Cizelge 2.3'de GN ID kart
Uzerindeki biyokimyasal testler; Cizelge 2.4'de ise P. fluorescens’in bu testlerle verdigi pozitif ve

negatif reaksiyonlar érnek olarak verilmistir (Biomerieux, 2006).
VITEK 2 Compact ile identifikasyon:

inkiibasyondan sonra saflastirilan kolonilerden 3-5 tanesi segilerek, icerisine 3 ml steril
salin (%0,45-%0,50 NaCl' (in sudaki ¢ozeltisi; pH 4,5-7,0) solliisyonu konulmus tiplere, steril
6ze ile alinmigtir. Bu tUpler kiiguk bir vorteks yardimiyla homojenize edildikten sonra VITEK 2
DENSICHEK™ cihazi ile mikroorganizma siispansiyonunun yogunlugu 0,50-0,63 McFarlanda
ayarlanmis ve GN ID kart ile birlikte cihazin kasetlerine yuklenmistir. Tuplerdeki mikroorganizma
suspansiyonunun Uzerinde ve biyokimyasal testlerin oldugu GN ID karta ytklenmesi igin VITEK
2 Compact cihazinin (Sekil 2.5) dolum kismina vyerlestiriimistir. Dolum isleminin
tamamlanmasinin ardindan GN ID kartlari identifikasyon igin cihazin okuyucu bdélimine
yerlestiriimis ve 6-8 saat sonra sonuglar alinmigtir (Biomerieux, 2006; Akan, 2009).

Sekil 2.5: Vitek 2 Compact Cihazi (Biomerieux, 2006)
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Sekil 2.6: Vitek 2 Compact identifikasyon Cihazinin Kullanimi




Cizelge 2.3: GN ID kart Gizerindeki biyokimyasal testler (Biomerieux, 2006)
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Kuyucuk | Test Kisaltma Miktar

2 Ala-Phe-Pro-Arylamidase APPA 0.0384 mg
3 Adonitol ADO 0.1875 mg
4 L-Pyrrolydonyl-Arylamidase PyrA 0.018mg
5 L-Arabitol IARL 0.3 mg

7 D-Cellobiose dCEL 0.3 mg

9 Beta-Galactosidase BGAL 0.036 mg
10 H,S Production H,S 0.0024 mg
11 Beta-N Acetylglucosaminidase BNAG 0.0408 mg
12 Glutamyl Arylamidase pNA AGLTp 0.0324 mg
13 D-Glucose dGLU 0.3 mg

14 Gamma-Glutamyl-Transferase GGT 0.0228 mg
15 Fermentation / Glucose OFF 0.45 mg
17 Beta-Glucosidase BGLU 0.036 mg
18 D-Maltose dMAL 0.3 mg

19 D-Mannitol dMAN 0.1875 mg
20 D-Mannose dMNE 0.3 mg

21 Beta-Xylosidase BXYL 0.0324 mg
22 Beta-Alanine Arylamidase pNA BAlap 0.0174 mg
23 L-Proline Arylamidase ProA 0.0234 mg
26 Lipase LIP 0.0192 mg
27 Palatinose PLE 0.3 mg

29 Tyrosine Arylamidase TyrA 0.0276 mg
31 Urease URE 0.15 mg
32 D-Sorbitol dSOR 0.1875 mg
33 Saccharose / Sucrose SAC 0.3 mg

34 D-Tagatose dTAG 0.3 mg

35 D-Trehalose dTRE 0.3 mg

36 Citrate (Sodium) CIT 0.054 mg
37 Malonate MNT 0.15 mg
39 5-Keto-D-Gluconate 5KG 0.3 mg

40 L-Lactate Alkalinisation ILATK 0.15 mg
41 Alpha-Glucosidase AGLU 0.036 mg
42 Succinate Alkalinisation SUCT 0.15 mg
43 Beta-N-Acetylgalactosaminidase NAGA 0.0306 mg
44 Alpha-Galactosidase AGAL 0.036 mg
45 Phosphatase PHOS 0.0504 mg
46 Glycine Arylamidase GlyA 0.012 mg
47 Ornithine Decarboxylase OoDC 0.3 mg

48 Lysine Decarboxylase LDC 0.15 mg
52 Decarboxylase Base ODEC N/A

53 L-Histidine Assimilation IHISa 0.087 mg
56 Courmarate CMT 0.126 mg
57 Beta-Glucoronidase BGUR 0.0378 mg
58 0/129 Resistance (comp.vibrio.) 0129R 0.0105 mg
59 Glu-Gly-Arg-Arylamidase GGAA 0.0576 mg
61 L-Malate Assimilation IMLTa 0.042 mg
62 Ellman ELLM 0.03 mg
64 L-Lactate Assimilation ILATa 0.186 mg
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Cizelge 2.4: P. fluorescens’in GN ID kart tGizerindeki dizilis sirasina gore biyokimyasal detaylari
(Biomerieux, 2006) [Nr: GN ID kart Gzerindeki kuyucuk sira numarasi. Test: GN ID kart
Uzerindeki kuyucuklarda bulunan biyokimyasal test reaktifleri. Rxn: P.fluorescens’in

biyokimyasal reaksiyonlara verdigi yanit]

Nr Test Rxn Nr Test Rxn
2 APPA - 33 SAC -
3 ADO - 34 dTAG -
4 PyrA + 35 dTRE -
5 IARL - 36 CIT -
7 dCEL - 37 MNT -
9 BGAL - 39 5KG -
10 H,S - 40 ILATK -
11 BNAG - 41 AGLU -
12 AGLTp - 42 SUCT -
13 dGLU + 43 NAGA -
14 GGT - 44 AGAL -
15 OFF - 45 PHOS -
17 BGLU - 46 GlyA -
18 dMAL - 47 OoDC -
19 dMAN - 48 LDC -
20 dMNE + 53 IHISa -
21 BXYL - 56 CMT -
22 BAlap - 57 BGUR -
23 ProA + 58 0129R -
26 LIP - 59 GGAA -
27 PLE - 61 IMLTa -
29 TyrA + 62 ELLM -
31 URE - 64 ILATa

32 dSOR -
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3. BULGULAR:

Bu calisma ile market ve pazarlarda satisa sunulan baliklarin Pseudomonas spp.
yéniinden kontaminasyonu ve varligi arastinlmistir. Bu amacgla Manisa ve izmir il
merkezlerindeki cesitli market ve pazarlardan farkli zamanlarda temin edilen 41 adet alabalik
(Oncorhynchus mykiss), 24 adet cipura (Sparus auratus), 23 adet levrek (Dicentrarchus
labrax), 10 adet kefal (Mugil cephalus) ve 2 adet mezgit (Merlangus euxinus)‘in analizi
yapilmistir. Cizelge 3.1’de incelenen balik Orneklerinde Pseudomonas spp. dagihimi

gOsterilmigtir.

Gizelge 3.1: incelenen balik érneklerinde Pseudomonas spp. dagilimi

Analiz Edilen Ornek Her Balik Orneginden Pseudomonas spp.
Alinan Toplam Ornek Agisindan Pozitif Ornek
Sayisi Sayisi
Alabalik 41 35
Cipura 24 19
Levrek 23 16
Kefal 10 5
Mezgit 2 2

Bu galismada toplam 100 adet balik 6érneginin; 41’i tatli su bahgi (alabalik), 59'u tuzlu su
baligi (cipura, levrek, kefal, mezgit) ‘dir. Cizelge 3.2’de izole edilen Pseudomonas spp.’lerin
incelenen balik 6rneklerine gore yuzdelik dagihmi; Sekil 3.1’de ise alindigi kaynaga gore balik

orneklerinin Pseudomonas spp. dagilimi gésterilmistir.

Gizelge 3.2: izole edilen Pseudomonas spp.’lerin incelenen balik 6rneklerine gére yiizdelik

dagilimi
-- - = Pseudomonas spp. .. o
Ornek Cesidi Ornek Sayisi Agisindan Pozitif Ornek Yizde (%)
Sayisi
Tath su balig 41 35 %85.36
Tuzlu su baligi 59 42 %71.18
Toplam 100 77 %77
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Sekil 3.1: Alindigi kaynaga gore balik érneklerinin Pseudomonas spp. dagihmi

Bu calismada toplam 100 adet baligin (alabalik, ¢ipura, levrek, kefal, mezgit) %

77’sinden Pseudomonas spp. izole edilmistir. Baliklardan izole edilen Pseudomonas tirleri;

Pseudomonas fluorescence ve Pseudomonas putida’dir.

Bu balik drneklerinin her birinin karkas ve solungaglarindan izole edilen Pseudomonas

spp. oranlari da tespit edilmistir. Cizelge 3.3'de izole edilen Pseudomonas spp.’lerin baliklar

organlarindaki dagihmi gosterilmistir. Baliklardan izole edilen Pseudomonas spp.’nin dagihm

yuzdesi solunga¢ % 69 ve karkas % 67'dir.

Gizelge 3.3: izole edilen Pseudomonas spp.’lerin baliklar organlarindaki dagilimi

Ornek Ornek | Solungag | Yiizde | Karkas Yiizde
cesidi sayisl (%) (%)

Alabalik 41 31 75.61 30 73.17
Cipura 24 17 70.83 16 66.67
Levrek 23 14 60.87 14 60.87
Kefal 10 5 50.00 5 50.00
Mezgit 2 2 100.00 2 100.00
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Baliklardan izole edilen Pseudomonas spp.’nin mevsimsel dagilimina da bakilmistir.
Sekil 3.2’de baliklarda mevsimsel olarak Pseudomonas spp. izolasyonu gosterilmistir. izole
edilen Pseudomonas spp. yaz déneminde incelenen 34 balik numunesinin (alabalik, ¢ipura,
levrek, kefal, mezgit) % 50’sinde, sonbaharda incelenen 33 balik numunesinin (alabalik, ¢ipura,
levrek) % 79’unda, kis ddneminde ise incelenen 33 balilk numunesinin (alabalik, gipura, levrek)

% 98’sinde gorulmustur.

100 ¢

75 1

50 1 B Pseudomonas spp.

251

yaz sonbahar kis

Sekil 3.2: Baliklarda mevsimsel olarak Pseudomonas spp. izolasyonu
3.1. Pseudomonas spp. sayim sonuglari:

Her bir ballk numunesinin ayri ayri karkas ve solungaglarindan izole edilen
Pseudomonas spp. sayimi yapilmistir. Sekil 3.3'de balik o6rneklerindeki solungag ve
karkaslarindan izole edilen Pseudomonas spp. sayim araliklar; Cizelge 3.4'de balik
orneklerinden izole edilen Pseudomonas spp. sayim sonuglari gosterilmigtir. Buna gore sayim
sonuglarinin orani; baliklarin karkaslarinda <10°-2.7x10" kob/gr ve solungaglarinda <10°-

3.2x10" kob/gr arasinda bulunmustur.
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Sekil 3.3: Balik orneklerindeki solunga¢ ve karkaslarindan izole edilen Pseudomonas spp.
sayimaraliklari(0,00E+00=0;5,00E+06=5.0x10°%1,00E+07=1.0x10";1,50E+07=1.5x10";2,00E+07
=2.0x10"; 2,50E+07=2.5x10";3,00E+07=3.0x10";3,50E+07=3.5x10")

Egder inkibasyon sonucu petride koloni olusmamissa; yapilan ekimlerde 1 petri
kutusunda 1 koloni olusmus gibi diistinllerek, sonug N= 1 /[0.1(1 + 0,1 X 0) X 0,0001]= 10°
kob/g olarak verilecek idi. Ancak burada sonug bu degerden daha azdir. Dolayisiyla sonug
“<10° kob/g” olarak verilmistir. Bu gOsterim, "analiz yapilan ydéntemin duyarligi 1 gramda 10>ten
daha az olan mikroorganizmalari belirlemeye yetmemektedir. Burada da 1 gram gidada 10>ten
daha az sayida koloni olusturan mikroorganizma vardir" anlamina gelmektedir.

Bir kati gidadan yayma yontemiyle yapilan sayimda 6rnegin;10™ seyreltiden 5 ve 8,10°
seyreltiden 0 ve 0 sonug¢ alinmis ise, 5 ve 8 degerleri 15'den az oldugu igin degerlendirme
yapilmamalidir. Ancak sayimin yapilabilecedi bagka bir deger de yoktur. Bu nedenle sonug N=
(5+8) / [0.1(2 + 0,1 X 0) X 0,0001] = 6.5 x 10° kob/g olarak degerlendirilir ve siipheli sonug

olarak belirtilir (Halkman ve Aydin, 2000; www.mikrobiyoloji.org).



Cizelge 3.4: Balik orneklerinden izole edilen Pseudomonas spp. sayim sonuglari
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Balik 6érnekleri Solungag Karkas
Alabalik-1 <10° <10°
Alabalik-2 <10° 7.7x10°
Alabalik-3 <10° <10°

Levrek-4 <10° <10°
Levrek-5 2.7x10° (slipheli koloni) <10°
Levrek-6 <10° <10°
Gipura-7 2.0x10° (slipheli koloni) 1.0x10° (siipheli koloni)
Cipura-8 1.0x10° (siipheli koloni) 1.0x10° (stpheli koloni)
Cipura-9 8.0x10° (stipheli koloni) 2.0x10° (stipheli koloni)
Mezgit-10 1.5x10° 9.0x10° (stipheli koloni)
Mezgit-11 3.0x10° (slipheli koloni) 7.2x10° (siipheli koloni)
Levrek-12 <10° 1.0x10° (siipheli koloni)
Alabalik-13 <10° <10°
Alabalik-14 2.0x10° (stipheli koloni) <10°
Kefal-15 <10° <10°
Kefal-16 <10° <10°
Levrek-17 <10° <10°
Kefal-18 <10° <10°
Kefal-19 <10° <10°
Kefal-20 7.0x10° (siipheli koloni) 9.0x10°
Kefal-21 1.7x10° 9.7x10°
Kefal-22 3.4x10° 6.3x10°
Kefal-23 <10° <10°
Kefal-24 5.3x10° 1.1x10’




Cizelge 3.4 (devam): Balik érneklerinden izole edilen Pseudomonas spp. sayim sonuglari
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Balik 6érnekleri Solungag Karkas
Kefal-25 1.0x10° 5.7x10°
Levrek-26 <10° <10°
Cipura-27 <10° <10°
Cipura-28 <10° <10°
Cipura-29 <10° <10°
Cipura-30 1.0x10° (sUpheli koloni) <10°
Cipura-31 9.0x10* (slipheli koloni) <10°
Cipura-32 <10° 4.0x10° (slipheli koloni)
Cipura-33 3.0x10° (stipheli koloni) 4.0x10° (stipheli koloni)
Cipura-34 5.4x10° 7.1x10°
Cipura-35 2.8x10° 4.6x10°
Cipura-36 <10° <10°
Gipura-37 1.8x10° (siipheli koloni) 5.6x10°
Cipura-38 8.1x10° (stipheli koloni) <10°
Alabalik-39 5.0x10° (sUpheli koloni) <10°
Alabalik-40 2.0x10° (stipheli koloni) 1.0x10° (siipheli koloni)
Alabalik-41 5.4x10° (slipheli koloni) 9.0x10" (stipheli koloni)
Levrek-42 <10° <10°
Levrek-43 <10° 2.0x10° (slipheli koloni)
Levrek-44 <10° 3.3x10°
Alabalik-45 <10° <10°
Alabalik-46 <10° <10°
Alabalik-47 <10° <10°
Cipura-48 3.3x10° 4.2x10°
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Cizelge 3.4 (devam): Balik érneklerinden izole edilen Pseudomonas spp. sayim sonuglari

Balik ornekleri Solungag Karkas
Cipura-49 6.3x10° (siipheli koloni) 4.9x10°
Cipura-50 4.0x10° (stipheli koloni) 6.3x10° (siipheli koloni)

Alabalik-51 1.3x10’ 3.0x10° (siipheli koloni)
Levrek-52 1.0x10° (siipheli koloni) 1.0x10° (siipheli koloni)
Levrek-53 4.0x10° (stipheli koloni) 2.7x10° (siipheli koloni)

Alabalik-54 5.0x10° 9.1x10°
Levrek-55 6.5x10° 4.0x10°
Levrek-56 7.1x10° 4.9x10°
Levrek-57 1.4x10° 3.9x10°
Levrek-58 3.9x10° 5.3x10°

Alabalik-59 2.5x10’ 1.3x10’

Alabalik-60 3.2x10’ 1.0x10’
Levrek-61 1.0x10° (siipheli koloni) 1.1x10’
Levrek-62 6.0x10° (stipheli koloni) 3.6x10°

Alabalik-63 1.2x10° 1.5x10’

Alabalik-64 4.3x10° 4.6x10°
Levrek-65 7.4x10° 1.1x10’
Levrek-66 3.0x10° 6.9x10°

Alabalik-67 7.2x10° 2.8x10’

Alabalik-68 1.5x10° 4.8x10°

Alabalik-69 1.3x10’ 1.1x10°

Alabalik-70 3.4x10° 1.6x10°

Alabalik-71 1.0x10’ 9.6x10°

Alabalik-72 3.1x10° 2.7x10’
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Cizelge 3.4 (devam): Balik érneklerinden izole edilen Pseudomonas spp. sayim sonuglari

Balik 6érnekleri Solungag Karkas
Alabalik-73 3.9x10° 1.6x10’
Alabalik-74 4.8x10° 2.3x10’
Alabalik-75 1.0x10° (stipheli koloni) 1.3x10’
Alabalik-76 1.1x10° (sUpheli koloni) 2.1x10°

Gipura-77 6.3x10° (stipheli koloni) 2.7x10°
Alabalik-78 1.5x10’ 1.7x10’
Alabalik-79 3.6x10° 2.1x10’
Alabalik-80 2.8x10’ 2.7x10’
Alabalik-81 1.6x10’ 3.0x10°
Alabalik-82 1.9x10’ 2.4x10’

Levrek-83 3.8x10° 2.7x10’

Levrek-84 2.2x10’ 1.6x10’

Levrek-85 1.1x10’ 1.3x10’

Cipura-86 1.3x10° (siipheli koloni) 1.2x10° (siipheli koloni)

Cipura-87 8.1x10° (slipheli koloni) 1.2x10° (siipheli koloni)

Levrek-88 2.8x10’ 4.4x10°

Cipura-89 4.9x10° 3.8x10°

Cipura-90 3.5x10° 6.5x10°
Alabalk-91 7.2x10° 2.5x10’
Alabalik-92 1.8x10’ 1.9x10’
Alabalik-93 1.6x10’ 2.2x10’
Alabalik-94 4.5x10° 1.0x10’
Alabalik-95 2.1x10’ 4.3x10°
Alabalik-96 1.2x10’ 1.3x10’
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Cizelge 3.4 (devam): Balik érneklerinden izole edilen Pseudomonas spp. sayim sonuglari

Balik ornekleri Solungag Karkas
Alabalik-97 3.8x10° 2.5x10"
Alabalik-98 3.5x10° 3.6x10°
Alabalik-99 3.0x10° 4.2x10°
Cipura-100 2.3x10’ 2.7x10’
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4. TARTISMA:

Pseudomonas tirleri, gidalarla olan iligkileri son yillarda galisiimaya baslanmis ve
yeterli sayida ¢alisma yapilmamis 6nemli tlrlerdendir. Bu tdrler; klinik mikrobiyoloji alaninda
uzun yillar ¢alisilan turler olmalarina ragmen, gida mikrobiyolojisi alaninda oldukga geri planda
kalmistir.

Pseudomonas cinsi Uyeleri arasinda psikrofilik tiirler bulunmaktadir. Bu psikrofilik trler;
dusuk sicakliklarda saklanan gidalarda dahi bozulmaya neden olmaktadirlar. Bu nedenle bu
bakteri, gida givenligi acisindan 6nemli tlrleri icermektedir. Ayrica bu bakteri; proteolitik ve
lipolitik aktiviteye sahiptir, bundan dolayi da 6zellikle et, sit, tavuk ve balik gibi yliksek protein
ve yag igerigi olan gidalarda bozulmaya neden olmaktadir.

Et ve et Urlnlerinin bozulmasi, hissedilebilen gesitli kokulari alinmasiyla karakterizedir.
Bazen sarimsak ve sogan gibi de tanimlanabilen bu kokular, sulfir bilesikleri, methanethiol ve
dimethyl disiilfide olusumundan kaynaklanmaktadir. Bu gibi sulfir bilesikleri genellikle, et
yuzeyinden glukozun tiketiminden sonra ve amino asit metabolizmasinin baslamasiyla ortaya
cikmaktadir. Pseudomonasar, aerobik kosullar altinda et Gzerinde bu bilesiklerin Gretiminden
sorumlu olan asil mikroorganizma grubudur. Cunkl olusturduklar bakteriosinlerle diger
bakterilerin Uremesini kismen engellemekte, hatta bunlarn yok etmektedirler. Bu nedenle
psikrofiller arasinda P. aeruginosa ve P. fluorescens sogutulmus etlerde genellikle dominanttir
(inal, 1992; Whitfield, 1998; Erol, 2007).

Bu galismada materyal olarak Manisa ve izmir illerinde faaliyet gésteren market-pazar
gibi balik satis noktalarindan tedarik edilen alabalik (Oncorhynchus mykiss), cipura (Sparus
auratus), levrek (Dicentrarchus labrax), kefal (Mugil cephalus) ve mezgit (Merlangus euxinus)
gibi balik érnekleri kullaniimistir. Toplam 100 adet balik 6rnegi analize alinmistir. Batlin érnekler
Pseudomonas spp. yoninden incelenmis ve tim balik érneklerinin % 77’sinden Pseudomonas
spp. izole edilmistir.

Bu calismada analize alinan her bir balik numunesinin ayri ayri solungag¢ ve karkastan
izole edilen Pseudomonas spp. sayimi yapilmistir. Buna gore sayim sonuglarinin orani; alabalik
solungaglarinda <10°-3.2x10" kob/g ve alabalik karkaslarinda <10°-2.8x10’ kob/g, arasinda;
cipura solungaglarinda <10°-2.3x10° kob/g ve cipura karkaslarinda <10°-2.7x10" kob/g
arasinda; levrek solungagclarinda <10°-2.8x10" kob/g ve levrek karkaslarinda <10°-1.6x10’
kob/g, arasinda; kefal solungagclarinda <10°-1.0x10’ kob/g ve kefal karkaslarinda <10°-1.1x10’
kob/g arasinda; mezgit solungaglarinda 3.0x10°-1.5x10° kob/g ve mezgit karkaslarinda 7.2x10°-
9.0x10° kob/g diizeyinde saptanmistir.

Dainty et al. (1983) tarafindan yapilan c¢alismada, et ve et drlnlerinde
Pseudomonas’larin 10%-10%kob/g diizeyinde bulundugu zaman bozulma nedeni oldugunu tespit
etmislerdir.
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Yapilan arastirmalara goére; mikroorganizmalar canli ve yeni avlanan balidin
bagirsaklarinda ve dis yiizeylerinde (deri ve solungaclar) bulunmaktadir. Oranlari deride 1010’
kob/cm?, solungaglarda 10°-10° kob/g ve bagirsaklarda 10°-10° kob/g arasinda degismekte ve
bu degerler gevre sartlarina goére farkhlik géstermektedir. Temiz ve soduk sulardan avlanan
baliklarda ¢ok dustk degerler bulunurken, kirlenmis ve tropikal sularda avlanan baliklarda daha
yuksek degerler bulunmaktadir. Bu bakterilerin sayilarinin artmasi baligin bozulmasina sebep
olur (Varlik ve digerleri, 1993; Huss et al, 1998).

Terzi (2006) tarafindan Ankara ilindeki bazi gokkusagi alabalik giftliklerindeki baliklarin

mikrobiyolojik kalitesini belirlemek amagh yapilan gcalismada; A, B ve C ciftliklerinden temin
4 2 5
edilen alabalik deri 6rneklerinde Pseudomonas spp. sayisini sirasiyla 1.0x10 kob/cm , 2.1x10

2 2 2
kob/cm , 3.7x10 kob/cm dizeyinde tespit etmistir.

Balboa et al. (2007) tarafindan Kuzey Avrupa’da yapilan calismada, Atlantik
morinasi’ndan (Gadus morhua) Pseudomonas anguilliseptica’yi izole etmislerdir. izole edilen

bakteri suslarinin biyokimyasal, serolojik ve genetik 6zelliklerine bakmislar ve bu bakteri

suslarinin sayimini yapmiglar ve bakteri sayim sonugclari 7.6x104-5x107kob/g arasinda
saptamiglardir.

Carbas vd. (2008) tarafindan, Erzurum ilindeki bazi gdékkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) ciftliklerindeki baliklari mikrobiyolojik olarak incelemek amagh yapilan ¢alismada,
alabaliklarin deri numunelerinde Pseudomonas sayisi; A isletmesinde <10%-10° kob/cm? B ve C
isletmelerinde 10%-10* kob/cm?, D ve E isletmelerinde 10>-10° kob/cm?, F isletmesinde ise Nisan
ve Haziran aylarinda sayi <10® kob/cm?, Mayis ayinda 9,0x10> kob/cm? dizeyinde
belirlemislerdir.

Yagoub (2009) tarafindan, Hartum eyaletinde bulunan marketlerde satisa sunulan taze
baliklarin mikrobiyolojik kalitesini belirmeye yonelik yapilan ¢alismada, baliklarin % 62’sinden
Pseudomonas spp. ve % 55.3’'inden Enterobacteriacaea izole etmistir. Baliklardan izole edilen
Pseudomonas spp.’nin mevsimsel dagihmina da bakilmigtir, izole edilen Pseudomonas spp.
yaz déneminde incelenen 21 balikk numunesinin % 42’sinde, sonbaharda incelenen 40 balik
numunesinin % 80’inde, kis déneminde ise incelenen 32 balikk numunesinin % 64’lUnde
go6rulmastar. Balik drneklerinin her birinin solungag, bagirsak ve derisinden izole edilen
Pseudomonas spp. oranlari da tespit edilmistir. Buna gdre; solunga¢ Orneklerinden 63
(%55.8)’den, bagirsak orneklerinin 31 (%27.4)den, deri O&rneklerinin 19 (%16.8)’dan
Pseudomonas spp. izole edilmistir. Analize alinan her bir balik 6érneginin solungag, bagirsak ve
derisinden izole edilen Pseudomonas spp. sayimi yapilmistir. Buna gore; solungag érneklerinde
5x10"-2x10° kob/g, bagirsak drneklerinde 7x10°-3x10’ kob/g ve deri érneklerinde 4x10°-3x10’

kob/cm? diizeyinde saptamistir.
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Bu calismada elde edilen veriler, balik ve balik Urinlerinde ki mikrobiyal bozulmanin
sinir degerindedir (>10°-10" kob/g) (Gram and Huss, 1996). Elde edilen veriler, Huss et al.
(1998)'nin sonuglarina goére dusik, Dainty et al. (1983), Yagoub (2009) ve Balboa et al.
(2007)inin sonuglariyla uyumlu, Carbas vd. (2008) ve Terzi (2006) nin sonuglarindan ise yuksek
cikmistir. Bu sonuglar i1s1dinda; baliklardan izole edilen mikroorganizma sayisinin degisken
olmasinin sebebi, balidin avlandigi ¢evre sartlarina, balik ve balik Urlnlerinin yakalanmasindan
satis noktalarina getirilmesine ve satis noktalarinda ki muhafazasina baglanabilir.

Bu calismada; ayrica pazardan satin alinan balik érnekleri ile marketten satin alinan
balik érnekleri de karsilastiriimis; sonug olarak Pseudomonas yoniinden pazardan satin alinan
balik érneklerinin analiz sonuglari ile marketten satin alinan balik érneklerinin analiz sonuglari
arasinda 6nemli bir farklilik gérulmustar.

Berthe ve ark. (1995) tarafindan Fransa’da yapilan ¢alismada, levrek (Dicentrarchus
labrax), cipura (Sparus auratus), kalkan (Scophthalmus maximus) gibi birgok balik tiriinden
Pseudomonas anguilliseptica’yi izole etmislerdir.

Diler ve Kubilay (1996) tarafindan yapilan ¢alismada, Denizli yoresindeki bir alabalik
isletmesinde bulunan kiltir alabaliklarda sari-yesil pigment Ureten bir Pseudomonas tirini
izole etmiglerdir.

Tryfinopoulou et al. (2002) tarafindan yapilan calismada, depolanmis olan Akdeniz
baligi cipuradan (Sparus aurata) Pseudomonas lundensis, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas fragi ve Pseudomonas putida’yi izole etmislerdir.

Rodrigues et al. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, tuzlanmis ve kurutulup tuzlanmis
morina baligindan elde edilen Urinlerin tir dizeyinde mikroflorasini tespit etmiglerdir. Tir
dizeyinde identifikasyon igin, Gram-pozitif ve Gram-negatif tanimlama kartlari kullanilan, Vitek 2
tam otomatik tanimlama sistemini kullanmislardir. izole edilen Gram-pozitif bakteriler
Staphylococcus epidermidis, S. hominis, S. warneri, S. haemolyticus, S. simulans ve S.
saprophyticus; izole edilen Gram-negatif bakteriler ise; Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio
alginolyticus, Pasteurella haemolytica, Enterobacter agglomerans, E. asburiae, E. cloacae,
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Shewanella putrefaciens, Morganella
morganii, Actinobacillus urea, Acinetobacter lwoffi/ junii ve non-fermentatif basiller'dir.

Balboa et al. (2007) tarafindan Kuzey Avrupa’da yapilan calismada, Atlantik
morinasi’ndan (Gadus morhua) Pseudomonas anguilliseptica’yi izole etmislerdir.

Bu calismada elde edilen verilere gore baliklardan izole edilen Pseudomonas tirleri;
Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas putida’dir. Bu tiirlerden P.fluorescens ve P. putida,
Rodrigues et al. (2003) ve Tryfinopoulou et al. (2002)’'nin ¢alismasinda saptanirken, sadece
P.fluorescens Diler vd. (1996)'nin ¢galismasinda izole edilmistir. Balboa et al. (2007) ve Berthe et
al. (1995)nin calismasinda P. anguilliseptica izole edilirken, Tryfinopoulou et al. (2002)’nin

calismasinda ayrica Pseudomonas lundensis ve Pseudomonas fragi izole edilmistir.
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Uluslararasi Mikrobiyolojik Standartlar Komisyonuna (ICMSF) goére; taze ve
dondurulmus baliklar igin énerilen mikroorganizma sayisinda maximum sinir 10’ kob/g olarak
belirtilmigtir.

Yapilan arastirmalarda, 0°C’lik depolamada balik kasindaki bakteri sayisinin, 1-2 ginlik
gecikme déneminden sonra arttigini ve 9-10 giin sonra 10’-10% kob/g degeri ile en yiiksek
diizeye ulastigini ortaya koymustur. Baslangicta derideki bakteri sayisi kasa gore fazladir ancak
sonugta degerler paralellik gosterir. Morina ve mezgit baliginin buz icinde 14-15 glinde
bozuldugu belirlenmistir. Bu bozulma periyodunda Pseudomonas cinsi bakteriler hizla artarak
hakim duruma gelmistir. 10-12 ginlik depolanigta balikta floranin %60-90’ini Pseudomonas
cinsi bakteriler olusturur, geriye kalanlar arasinda ise Achromobacter ve Flavobacterium cinsi
bakteriler olusturur (Labuza, 1982).

Banwart (1989) tarafindan vyapilan c¢alismada, dondurulmus etlerde psikrofil
mikroorganizmalarin dnemli potansiyel bozucu olduklarini belirtmistir.

Dondurulmus etlerde bozulma belirtilerinin gérilmesinin sebebi; aktif ¢ogalabilen
psikrofil aerob bakterilerdir. Bu sayi 10’-10° kob/g diizeyindedir. Et yiizeyindeki canli bakterilerin
sayisi cm?de 10™° miktara eristiginde, yiizeyde cok belirgin bir siimiiksel tabaka olusmaktadir.
Sogukta depolanan etlerin yiizeyinde psikrofil aerob bakterilerinin sayisi cm”de 10’-10° veya 1
graminda 10°-10° miktara cikmasi, biiyik 6lciide bu bakterilerin depolama baslangicindaki
sayilarinin ylksek olmasina ve depo sicaklidina baghdir (Yildirim, 1992).

Gram (1993), Pseudomonas tirlerini sogukta depolanan gidalarda bozulma nedeni olan
6nemli organizmalar olarak tanimlamistir.

Taze etlerde siklikla rastlanan mikrobiyolojik bozulmalar aerobik ve anaerobik
kosullarda meydana gelen bozulmalar olarak iki grupta toplanmaktadir. Ancak etlerde aerobik
ve anaerobik faaliyetler birlikte oldugu icin her iki bozulma sekli genellikle bir arada gelisir.
Baslica tipik aerobik bozulmalar; et renginin degismesi, kuf gelismesi ve yluzeyde yapiskanlik
olarak Uuce ayrimistir. Yapilan calismalarda bu tir aerob bozulmalara Pseudomonas,
Alcaligenes, Aeromonas, Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium, Alteromonas, Enterobacter,
Proteus, Streptococcus, Bacillus, Lactobacillus ve Micrococcus tirleri neden olmaktadir.
Sogukta saklanan taze etlerde daha ¢ok Pseudomonas-Alcaligenes grubu bakteriler
gelismektedir. Daha ylksek sicakliklarda bekletilen etlerde ise Micrococcus ve diger mezofilik
bakteriler, Pseudomonas-Alcaligenes grubu bakterilerle rekabet edebilirler (Unlitiirk ve digerleri,
1999).

Gennari et al. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, Adriyatik denizinden yakalanan
sardalyalarin (Sardina pilchardus) derilerini ve solungaglarini sekiz giin sogukta depolamislar ve
bu surede balikta mikrobiyal bozulma meydana geldigini bildirmislerdir. Dort gunlik sogukta
bekletmenin sonunda mikroflorada c¢ogdunlukla Gram-negatif bakteriler (Pseudomonas,

Flavobacterium, Pschrobacter, Acinetobacter, Shewanella) ve ¢ok az bir oranda
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Enterobacteriaceae ve Gram-pozitif bakteriler tanimlamiglardir. Sekiz gunlik depolamanin
ardindan ise Pseudomonas fragi %8-30,8 ve floresan veren Pseudomonaslarin ise %15,6-
18,4’e ulastigi goriimustir. Proteolitik aktiviteleri en ylksek olan tlrler ise Pseudomonas
fluorescens ve S.putrefaciens olarak bulunmustur. Lipolitik aktivitesi en yiUksek olan tdrler ise
Psychrobacter immobilis, Pseudomonas fluorescens ve S.putrefaciens olarak bulunmustur. Elde
edilen 1500 izolatin 288 tanesi bozulmayla ilgili aktiviteleri gdstermistir. Bozulmadaki etkinligine
g6re birinci S.putrefaciens ve ikinci ise Pseudomonas fluorescens yer almistir. En az bozulmaya
neden olan tirler ise Pseudomonas fragi, Enterobacteriaceae ve sakkarolitik olmayan
Pseudomonas’lar olarak bulunmustur.

Tryfinopoulou et al. (2002) tarafindan yapilan c¢alismada, depolanmis olan Akdeniz
balidi ¢ipuranin (Sparus aurata) bozulmasinda Pseudomonas spp.’in rolind arastirmislar ve
106 adet Pseudomonas spp. izole etmislerdir. izole edilen Pseudomonas tiirleri; Pseudomonas
lundensis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi ve Pseudomonas putida’dir.

Olafsdottir et al. (2006) tarafindan yapilan galismada, depolama sicakhginin mezgit
(Melanogrammus aeglefinus) baliginin filetosunda ki mikrobiyal bozulmaya etkisini
incelemiglerdir. Yapilan arastirma sonucu mezgit baliklarinin filetolarindan Pseudomonas,
Photobacterium phosphoreum ve Shewanella putrefaciens izole etmislerdir.

Bu galismada elde edilen verilere gére; baliklardan izole edilen Pseudomonas tirlerinin,
depolama slresinden ve depolama sicakhidindan oldukga etkilendigini gdstermistir. Elde edilen
veriler; Gram (1993) ve Banwart (1989)’in sonuglarina uyum gdstermektedir.

Bu calisma; baliklarda Pseudomonas turlerinin saptanmasinda; Uretim, pargalama,
paketleme, nakliye, depolama ve satis agsamalarinda gerekli hijyenik tedbirlerin yeterli dizeyde
saglanamadigini, 6zellikle kontrolsiiz Uretim ve satis yapan kugUk igletmelerde halk saghgi

acisindan riskin daha da fazla oldugu kanaatini dogurmaktadir.
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5. SONUGLAR ve ONERILER:

Psikrofil, mezofil ve psikrotrof tlrleri olan Pseudomonas’lar ayni zamanda proteolitik ve
lipolitik aktiviteye sahiptir. Psikrofil tlrleri; depolanan gidalarda bozulmaya yol agarken,
proteolitik ve lipolitik gibi enzimatik aktivitelerinden dolayl da yuksek protein ve yag iceren
gidalarda da bozulmaya neden olmaktadir.

insanlarin daha saglikli bir yagam siirdiirmesi igin; éncelikle kaliteli gida konusunda
bilinclenmesi gerekmektedir. Bu calismada; saglikh bir yasam igin énemli yeri olan market ve
pazarlarda satisa sunulan baliklarin Pseudomonas spp. yéniinden kontaminasyonu ve varli§i
arastirimasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda analize alinan tim balik drneklerinden
hemen hepsinde Pseudomonas spp. tespit edilmistir. Baliklardan izole edilen Pseudomonas
turleri; Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas putidadir. Ayrica; baliklardan izole edilen
Pseudomonas turlerinin, depolama siresinden ve depolama sicakligindan oldukga etkilendigini
saptanmistir.

Bu c¢alisma sonucu; bizlere aslinda balik ve balik Urlnlerinin ¢ok cabuk bozulabilen
gidalar oldugunu, balik gibi temel gida maddelerinin de insan saghgini tehdit edebilecedini ve
gelecekte halk sagligi agisindan potansiyel risk faktori olabilecegini gostermistir.

Sonug olarak; balik etinin protein, vitamin ve mineral bakimindan zengin bir besin
kaynagi olmasinin yani sira; avlanmasindan muhafazasina, islenmesine, satisina kadar gerekli
ve yeterli hijyenik ve teknolojik dnlemler alinmadigi taktirde, mikroorganizmalarin Uremesi ve
gelismesi igin uygun bir ortam olusturmakta, bunun sonucunda bozulmalara yol agarak, insan

saghigi agisindan risk olusturmaktadir.
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