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i
Oz

Salmo salar (L.1758) LARDA BAGIRSAK FLORASINDAN Aeromonas
CINSi BAKTERILERIN iZOLASYONU.

Bu c¢aligmanin amaci, tathsu ve Karadeniz ortaminda saghkli salmon baliklannin
(Salmo salar L. 1758 ) bagwsak florasindaki hareketl Aeromonas cinsine ait suslan izole
ederek tammlamaktir. Calisma sonunda sekiz hareketli Aeromonas susu izole edilmistir.
Tathsu  oOrneklerinden  alti, deniz  Omneklerinden 1ki Aeromonas susu  izole

edilmistir Bunlardan altis1 4. caviae, ikisi A. sobria olarak tanimlanmugtir.

ABSTRACT

ISOLATION OF Aeromonas STRAINS FROM THE INTESTINAL MICROFLORA
OF ATLANTIC SALMON (Salmo salarL.1758).

The aim of this study was to isolate and identify motile Aeromonas strains
from the intestinal microflora of healthy Atlantic salmon ( Salmo salar L. 1758 ) from
freshwater and from Blacksea. As a result of the study eight motile Aeromonas strains
were isolated. Six motile Aeromonas strains from freshwater and two motile
Aeromonas strains from the Blacksea were isolated. And six of them were identified

as Aeromonas caviae, two of them as Aeromonas sobria.



. GIRIS :

Poikiloterm bir canh olan balik dogasi gerefi su ortamma bagimldir.Dogada
meveut olan hastalik etkenleri ile birlikte yagayabilen balikiar, ortam kogullarmin ¢ok
cabuk degisebildifi ve stres faktorlerinn stirekli oldugu kiiltir kogullaninda hastabiklara

karst ¢ok hassastiriar.

Baliklann bagirsak florasinda bulunabilen ve infeksiyonlara neden olmayan baz
bakteriler, kultiir kosullarinin zorlanmasi ve sires ile bafiskhk sistemmin yetersizhigi
sonucu yiksek mortaliteli epidemik infeksiyonlara neden olabilmektedir. Bu nedenle
entansif kiilttir balikgihfinda ozellikle bakteriyel ve wiral hastaliklara karst periyodik
olarak proflaktf Onlemlerin alnmasi ve gerekli oldugu durumiarda sagaltum

yontemlerinin bilingli bir sekilde uygulanmasi son derece onemlidir { Candan, 1991 ).

Homotermik canhilarin gasirointestinal  sistemlerinde  bulunan  bakteriyel
populasyonu pekgok ¢aligmaya konu olmustwr. Buna karsin  poikiloterm canlilann
gastrointestinal sistemlerindeka kalitatif ve kantitatif bakteri populasyonuyla ilgili bilgiler

azdir ( Trust, 1974 , Saneyyiipogiu, 1984 ) .



Denizde ve tathsuda kuitiri yapian pekgok balik tiiriinde hastaliklara ﬁeden olan
bakterilerin identifikasyonu igin gesith yontemler gelistiriimeye caligilmaktadir. ( Santos ve

ark., 1993 ) .

Bu c¢abigma ile Tirkiye' ye son yillarda yurtdigindan  yumurtalan getirilerek
yetigtirilmekte olan Atlantik salmonu (Salmo saler ) ' nun bagisak mikroflorasindaki

hareketli Aeromonas cinsi bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu amaclanmgtir.

Aeromonas cinsi bakteriler taksonomileri tam olarak hala belirlenememis bir
cinstir. Biyokimyasal ve fizyolojik ozellikleri aym tiir i¢inde bile, izole edildigi kaynak,
kullamlan yontem gibi faktorlere bagh olarak farkiiiklar gostenr ( Simidu ve ark.,1968,
Austin ve ark., 1987, Inghs ve ark.,1993 ). Bu c¢aliyjma kapsaminda babk kaynakh
Aeromonas suglannin  incelenmesinde uygulanacak biyokimyasal yontemlerle bu

baktenilerin tiir diizeyinde tamisinda saptanacak optimum kriterlere yer verilmgtir,

Karadeniz de suyun sicakhfn yaz aylarnda 24 - 26 °C gibi saimonidler igin asin
derecede 1sinmasi ile 1991 yilindan itibaren her yil yaz aylarinda ortaya g¢ikan vibriosis
ve hareketh Aeromonas septisemisi gibi epidemik bakteriyel infeksiyonlar yiksek

mortalitelere neden olmustur (Candan,1994, Candan ve ark., 1995 ).



Bu caliyma firsatgn patojen olarak tammlanan hareketli Aeromonas cinsi
bakterilerin patojenik yapilannin aragtinimasi, balifin bagwsak florasin dogal yeleri ile
iligkisinin  belirlenmesi, balik, ¢evre, patojen iliskisinin daha net anlasilmasina yardimet
olacaktir. Daha oOnce hastabkli salmonlardan hastalik etkeni olarak izole edilip
tammlanan suglaria, saghkhh baliklann bagirsak florasindaki aym genusa ait suglann
tamimlanarak karsiagtiniabilmesi mumkiin olacaktir. Boylece bu konuda daha kapsamh
imminolojik ¢aligmalanin yapilabilmesi ve Tirkiye de salmon kiltiiriniin Karadeniz

kosullaninda daha baganli bir iretim potansiyeline ulagabilmesi miimkiin olacaktir.

I.1. Atlantik Salmonunun Biyolojisi

Salmonlar ; Orcorkynchus ( Pasifik salmonu ) ve Salmo (Atlantik salmonu ) olarak
ki tirdiir . Salmo cinsine dahil olan Atlantik salmonunun tiir ve cins ismi ; Salmo

salar Linnaeus, 1758 ' dir (Muus ve ark. 1978, Sedwick, 1988 , Hart, 1973 ) .

Salmonidler  diinyanin her vyerine dailmuglardir. Ancak esas habitatlan kuzey

yanmkiiredeki soguk sulardir (Stoskopf, 1992).



Atlantik  salmonu  tathsuda  yumurtlayan gergek  bir anadrom  baliktir.
Yagamlarnin ilk evrelerini tathsularda gecirdikten sonra tekrar denizlere go¢ ederler.
Denizlerde beslenen ve cinsi olguniluga erisen salmon baliklani dremek tzere tekrar
tathsulara donerler. Salmonlann hayat evreleri tablo I'de verilmistir (Laird ve ark 1988

, Sedwick, 1988 , Stoskopf, 1992 , Hart, 1973 ).

Yumurtadan yeni ¢ikmis salmon larvasina "alevin" adi verilir . Alevin dénemini
takip eden yavru ve parr donemu de tathsularda gecer. Denizde yasayabilmesi igin
smoltifikasyon geciren salmon yavrusuna "smolt " adi verilir Bu doénemde bahk

gumigtimsii bir renk alir ve denizlere go¢ eder ( Sedwick, 1988 ).

Salmon baliklan, cogu tathsuda yasayan baliklann yiizgeg diizenine  sahiptir.
Viicudun alt bolgesine dogru pektoral yizgecler bulunur. Balifin ventral boélgesinde iki
cift pelvik yiizge¢ ve bir tane de anal yiizgeg bulunur. Sirita, dorsal ve adipdz yiizgeg
olmak iizere iki yizge¢ vardir. Viicut, kaudal ( kuyruk ) yiizgeciyle son bulur.Bas ve
yﬁz;gegler disinda viicut, pullarla kaplidir. Larval baliklar ilk zamanlar pulsuzdur. Puliar,
balkk 3 cm uzunluga ulagincaya kadar gorilmez. Pullar, cycioid tiptedir. Viicut
yizeyindeki pigmentasyon renk hiicrelen veya kromotoforlar tarafindan olusturulur

(Sedwick, 1988 ) .



Atlantik salmonu ( Salmo salar L., 1758 ) Salmonidae familyas: iiyeleri arasinda
ekonomik degeri en yiiksek olan tirlerden biridir. Bu yiizden yetigtiricilifi son yillarda
arty gostermistir. Omegin  Atlantik salmonunun en biyikk reticisi olan Norveg' te
Atlantik salmonu endiistrisi 1971 de 100 tonluk tretimden 1993 de 169000 tonluk bir

tiretime ulagmigtir (Myrseth, 1989 , Norv.Fish.Farm Ass., 1994 ) .

Salmon ve difer anadrom salmonidler 6zel bir metamorfozis gegirirler. Tatlisudan
tuzlu suya gecerken, stressiz adaptasyonlanna "smoltifikasyon " adi verilir. Denizde
seksiiel olgunlua ulagan salmon, nehirlere girer. Atlantik salmonu, Norve¢ kiyilannda
genellikle ki3 ve sonbahar mevsiminde ( Ekim, Ocak) yumurtalanm birakir. Yumurtlama
zaman, cografik dagihma gore degigir. Disi balk, ilk olarak uygun biyiiklikte ve
derinlikte cakil ile kaph olan ve yeterli akintinin bulundugu bir yumurtlama alanmi seger.
Digi, yan donerek wicudunun asaf: - yukann hareketi ile uygun derinlikte gukurlar
acarak yumurtalarimi birakir. Bu arada erkek balik da spermlerini birakarak yumurtalan
doller. Digi Atlantik salmonu, vicut agwhimin kg bagma 1200 - 2000 arasinda yumurta
birakir. Biiyilkk baliklar, kiiciiklerden daha ¢ok yumurta birakir. Salmon yumurtalannin
inkiibasyon siiresi, su sicakh@ma bagh olarak defisir. Inkiibasyon siiresi, ortalama 440

gin/ derecedir ( Sedwick, 1988).



Parr tathsu yagarmmn bityik kismum nehirlerin sif , akintimin  azaldifi ve oksijence
zengin lasimlarinda gegirir. Smolt donemine ulagma siiresi, yaz beslenme periyodunun
uzunlufuna baghdir. Atlantik salmonunun smolt doéneme ulasma yasi, dogada genel

olarak ortalama 3 wildir.

Denize go¢ ettikten sonra smolt belirli bir sire kiy: kesiminde beslenmeye devam

eder. Daha sonra ise agik denize geger.

Smolt déneminden sonra denizde 1 yil gegirip cinsi olgunluga erigtiinde” Grilse",
denizde 2 - 5 yil gegirdiginde " Salmon" adm abr. Yumurtalanm tathsuda birakip

denizlere dondiigiinde ise " Kelt " adim alirlar ( Laird ve ark., 1988 ).

i.2. Atiantik Salmonunun Bakteriyel Hastalikian :

Salmonlarda diger balk tiirlerinde oldugu gibi dogada ve ozellikle yetistiricilik

kosullaninda bakteriyel infeksiyonlara maruz kalirlar .

Aeromonas’ lann  hareketsiz  tiirii  Aeromonas salmonicida ,  Salmonlar da
frunkulozis' ¢ neden olmaktadir. Cibanlar ( frunkul ), patolojik terminolojide fokal

infeksiyon ve deri inflamasyonu olarak bilinir. Balik furunkulozisinde agik olarak lokosit



infiltrasyonu gorilmez. Olim halindeki baliklar, koyu renkte ve letarjiktir. Yiizgeg
tabanlart ve ventral bolge hemorajiktir, furunkuller ve iilserler meydana gelir. Karnda
sivi toplanmast gorulir. Dalak biyimis ve visne rengindedir. Karacifer solgun, bobrek
sigkin ve yumusaktir. Hematokrit deferleri normalden % 50 daha azdir. Mide ve
bagirsaklar bogtur, ancak kan ve mukus olabilir (Munro, 1988 ; McCarthy, 1975; Austin

ve ark., 1987 ; Inglis ve ark., 1993 ; Roberts, 1987 ; Huet, 1972 , Sedwick, 1988) .

Denizde yagayan babklar ve kabuklularda gorilen 6nemli bir diger bakteriyel
hastalik, wvibriosistir. Bu hastalik, salmon isletmelerinde o6nemli kayiplara neden
olmaktadir. Hastalik etkeni Vibrio cinsi iyeleridir. Vibrio cinsi bakteriler denizde, aci
sularda ve baliklann normal bagirsak floralannda bulunuriar. Bu bakteriler stres altindaki
baliklarda hastalik olusturabilitler. Bu Vibrio tireni ; V. anguillarum, V. ordali, V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus ve V. salmonicida dir. Bu bakteriler Gram negatif,
polar flagella ile hareket eden, kiviik gomak gekilli bakterilerdir. Hastahfin ozellifi deride
iilserler ve hemorajilerdir. Dalak sigkin ve nekrotiktir; kann boslufunda svi toplanmasi,
i¢ organlarda kanama gériliir ( Ellis, 1989 , Sedwick, 1988, Austin ve ark., 1987, Candan,

1994) .

Vibrio cinsi bakterilerden olan Vibrie salmonicida Atlantik salmonunda soguksu

vibriosisine veya bagka bir deyigsle "Hitra"  hastab@ina neden  olmaktadir.  Hitra



hastalifiun ik klinik belirtisi yizme bozuklugudur. Balik, klinik belirtiler gorilmeksizin
perakut fazda Olebilir. Dis bakida solungaglar solgun , yiizge¢ tabanlarinda hemoraji,
ventral bélgede petesiyal hemorajiler goriilir.I¢ bakida ise yiizme kesesinde hemorajiler,
dalak agik gri renkte, karacifer gri kahveden sanya degisik renklerde olabilir ( Inglis ve

ark., 1993).

Salmon kilturinii etkileyen hastaliklardan birisi de bakteriyel bébrek hastaligndir
(BKD ). Ilk kez Iskogyadaki nehirlerden yakalanan Atlantik Salmonlarinda 1980' de
bildirilmistir. Etken Renibacterium salmoninarum’ dur. Gram pozitif, comak sekilli bir
bakteridir. Hem tathsu hem de anadrom salmonidleri etkiler ( Bruno, 1988, Sedwick,

1988).

Yersiniozis ( Enteric Red Mouth - ERM ) her ne kadar Gokkusa: alabaliklannm
hastalifn ise de hem tathsuda, hem de denizde bulunan Atlantik Salmonlannda da
bildirilmistir (Bruno, 1990 ) Etken Yersinia ruckeri’ dir. Bakteri Gram negatif, kisa, 18
-27°C de hareketli, gomak seklinde bir bakteridir ( Bruno , 1990 , Austin, 1982, Austin ve

ark., 1987 ) .

Bu hastabiklardan bugiin sadece ugine karst ticari agilar bulunmaktadir. Bu

hastaliklar yersiniozis ( Enteric Red Mouth - ERM ), vibriosis ve furunkulozisdir (Ellis,



1989 ).Bu agilar son wilarda Tirkiye' deki igletmelerde de zaman zaman kullaniimaktadir

(Candan ve ark.,1995).

1.3. Aeromonaslanin Genel Ozellikieri ve Olusturdukian

Hastalhikiar :

Toprakta, sularda, besinlerde bulunan  Aeromonas' lar, Gram negatif, ¢omak
sekilli(0,3 - 1,0 um c¢apinda, 1,0 - 3,5 um ), oksidaz poazitif, fermentatif bakterilerdir.
Genellikle hareketlidirler , yanlizca bir tir hareketsizdir ( A. salmonicida). Glukoz ve
maltozdan asit olustururlar, ksiloz, dulsitol, inositol, adonitol, malonata etkisizdirler, katalaz
etkinlikleri vardir, nitrati nitrite indirgerler, Optimum {reme sicakbklan 22 - 28 °C.
Aeromonas cinsi bakteriler vibriostatik bir ajan olan G/ 129' a ( 2,4 - diamino - 6,7 -

disopropylptenidine ) direnglidirier ( Popoff, 1984 ).

Aeromonas' lar hareket vyetenekleri, karbonhidrat  metabolizmalan ve diger
biyokimyasal ozellikleri géz oninde bulundurularak Popoff ve ark. tarafindan iki grup
icinde smuflandinimugtir. Ik grup iginde pisikrofilik hareketsiz Aeromonas’ lar ( A
salmonicida ) ikinci grup iginde ise hareketli ve mezofilik Aeromonas' lar (4. hydrophila,

A. caviae, A. sobria) yer alr (Popoff, 1984).



Aeromonas cinsi bakterilerin insanda da bagirsak digt infeksiyonlara ve diyareye
neden oldugu bilinmektedir ( Baron ve ark., 1990 ). Bu bakterilerle olusan infeksiyonlann
kaynaklanimin sular olabildigi bilinmektedir. Aymnca, gerek gastroenteritlerde, gerekse
barsak digi infeksiyonlarda, A. hydrophila ve A. sobria’ nin, A. caviae’ den daha sik izole

edilebildigi bildirilmigtir ( Singh, 1993 ).

Burke ve ark., 1984' te yaptiklan bir g¢aliyjmada su ve disku Omeklerinden
Aeromonas suglannin hemagliitinasyon, toksin iiretimi, biyokimyasal o6zelliklerin farki
oldugunu saptamiglar ve baz tiirlerin potansiyel patojen olabildiklerini ileri sirmiiglerdir

(Burke ve ark., 1984 ).
Aeromonas cinsi bakteriler, dogadan, ozellikle sulardan hatta klorlama yapiinug

sulardan da izole edilmislerdir (Burke ve ark., 1984, Annapuma ve ark., 1977, Newman,

1983 ).
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i.4. Hareketsiz Aeromonas’lar ve Olusturdukian Hastalikiar:

Hareketsiz Aeromonas, A. salmonicida, kompleks besiyerlerinde kokobasil olarak
goriiliirler. Boy enin iki katindan daha kisadir. Optimum iireme sicaklikian 22 - 25 °C
dir. Niitrient agarda 22 °C de 24 - 48 saat inkiibe edildifinde yuvarlak, seffaf ve krem
rengi koloniler olusur. A. salmomicida tirlerinin gogu % 1 tirozin veya fenilalalin
iceren besiyerinde suda eriyebilen kahverengi pigment Uretirler. Pigment {retimi
anaerobik olarak goriilmez. Pigment iireten tirlenin, pasajlaria bu yeteneklerini yitirdikleri
goriiliir ( Mc Carthy , 1975 ). A. safmonicida 'mn kahverengi pigment lreten bir alt tiri
(A. salmonicida salmonicida ) , ayrica kahverengi pigment Uretmeyen iki alttiirt ( A

salmonicida achromogenes ve A. salmonicida masoucida ) belirlenmistir (Popoff, 1984 ).

A. salmonicida salmonicida % 0,1 tirozin veya fenilalalin iceren besiyerinde

kahverengi pigment Gretir, eskiilin ve mannitolii fermente edebilir. Indol olusturmaz.

A. salmonicida achromogenes suda ¢bzilebilen kahverengi pigment Iiiretmez,

eskiilini hidrolize ve mannitoli fermente edemez. Indol iiretir.

11



A. salmonicida masoicida kahverengi pigment iiretmez , indol olusturur, eskiilini

hidrolize eder ve mannitolii fermente eder (Popff, 1984).

A. salmonicida tathsu ve deniz baliklarinda furunkulozis etkeni olarak iiretim
isletmelennde ekonomik kayiplara neden oldugu pekgok arastrmaci tarafindan
bildirilmistir ( McCarthy, 1975, Munro, 1973, Austin ve ark., 1987, Inglis ve ark., 1993,

Huet , 1972)

A. salmonicida ' nin  Salmo salar ( Munro, 1988 , Cox ve ark. 1986 ) ' da , Salmo
trutta ( Tharpe ve ark. 1972 ) ' da , Carassius auratus (Brenden, 1986 ) ' da, Sailmo
gairdneri (Lallier, 1980 ) de , Abramis brama ve Rutilus rutilus (McCarthy, 1975 ) ' da

furunkulozise neden oldugu bildinlmigtir.

1.5. Hareketii Aeromonas’ lann Ozeliikieri ve Olusturdukian

Hastahikiar:

Hareketli  Aeromonas’ lann sekil ve boylannda o¢nemli farkhbikiar gorilir.

Optimum treme sicakhiklanm 28 °C dir. Baz tirler 5 °C de de yasayabilirler.

17



Maksimum tireme sicakliklann 38 - 41 °C dir. Nitrient agarda yuvarlak, kabarik, kenarlan
ditzgiin koloniler olustururlar. $effaf veya deve tityii rengi olabilirler (Popoff, 1984, Inglis

ve ark.,1993 ) . Hareketli ve mezofiik Aeromonas’ lar ; A. caviae, A. sobria ve A.

hydrophila dir.

[Gzellikler A. hydrophila A. caviae A. sobria
Hareket + + +
Eskiitin hidrolizi + + -
KCN brothta lireme + + -
Histidin-Ardjinin + * -
Arabinoz * + -
Salisin + + -
VP + £ +
Glukozda gaz iiret. o - +
H,S + - +

Hareketli Aeromonas’lar ve Ayirt Edici Ozellikleri (Inglis ve ark.,1993)

Hareketli  Aeromonas’ lar igin : katalaz, lesitinaz, fosfataz, afinin dihidrolaz,
betagalaktosidaz, NaCl igeren Niitrient broth da iireme, mannitol fermentasyonu, trehaloz,
fruktoz, galaktoz ve dekstrin kullanma yetenegi gibi 6zellikler daima pozitifir (Popoff,

1984 ) .
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Su ozeliklerde negatifiir : Pektinaz, omnitin dekarboksilaz etkinligi, tiriptofan
deaminaz ve fenilalanin deaminaz, setrimidin agarda iireme, % 5 NaCl igeren buyyon

besiyerinde iireme, sorboz, eritritol ve raffinazdan asit iiretimi ( Popoff, 1984 ) .

Aeromonas ve Pseudomonas cinsi bakteriler uygun olmayan g¢evre kosullannda
poikiloterm, homoterm ve hatta insanda c¢esitl septisemik infeksiyonlara neden
olmaktadirlar. Bu bakteriler genellikle toprakta, besinde ve suda bulunurlar ( Inglis ve

ark., 1993, Newman, 1983, Austin ve ark., 1987, Colak, 1973, Palumbo, 1993 ).

Aynica hareketlh Aeromonas’ lar saglikh ve hasta balhiklardan izole edilerek, aquatik
hayvanlarin mikrobial florasmin dogal iiyeleri olduklan gésterilmigtir (Newman, 1983,

Saneyyiipoglu, 1984, Lallier, 1980). -

Hareketli Aeromonas' lar dan A. hydrophila ve A. caviae’ nin Carassius auratus
(Brenden, 1986 ), Micropierus salmoides ( Huizinga, 1979 ), Ictalurus punctatus ( Ventura,
1987) Anguillea anguille (Timur, 1984 ), Salmo salar ( Candan wve ark. 1995 ) da

infeksiyonlara neden oldugu bildinimigtir.
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Hareketh Aeromonas’ lardan olan A. hydrophila' nin neden oldufu hastaliklara
baliklarda, amphibianlarda, invertebratlarda ve insanin da dahil edildifi memelilerde
rastlanmigtir ( Colak, 1973, Palumbo, 1993, Newman, 1983 ) . Bu hastaliklar ; " hemorajik
septisemi ( Red sore hastalifi ), infeksiyéz dropsi, rubella, red mouth, redpest veya

freshwater eel hastalifi" gibi degisik isimler almistir ( Newman, 1983 ).

A. hydrophila jelatinaz, kazeinaz, elastaz, lipaz, lesitinaz ve deoksiriboniikleaz ile
hemolizinier sitotoksinler ve enterotoksinler uretir. Bunlarnin Aeromonas infeksiyonunun
patogenezine iligkin rolleri heniiz tam olarak agikianamamigtir (Newman , 1993, Kana1 ve

ark. 1983 , Baron ve ark., 1990, Newman, 1983) .

A. hydrophila’ nm  elastaz ve staphylolytic enzimleri ile baliklarda hastahk
olusumu  arasinda bir iligki bulunmustur . Bu enzimlerin A hydrophila ' nn

identifikasyonu i¢in Snemli oldugu bildirilmistir ( Santos ve ark., 1988 ).
A. kydrophila, bahklar ve difer poikilothermler igin firsatgr bir patojendir (Popoff,

1984 ) . Hastalik olugturmalan, sudaki Aersmonas sayist ve sicaklikla iliskilidir { Groberg

ve ark. 1987 ).
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Aeromonas’ larla ilgili caliymalanin  ¢oZu onlanin  gastrointestinai  sistemdeki

patojeniteleni ile ilgilidir (Wakabango ve ark., 1992).

1.6. Baliklarda Bagirsak Florasi :

Sindirim sisteminde bulunan bakteri florasimn konak fizyolojisinde énemli bir rol
oynadifn iy1 bilinirr Bu ylizden babklann sindinm sistemi iizerinde pek c¢ok caligma

yapumustir ( Saneyyiipoglu, 1984, Trust, 1974 , 1975, Sugita ve ark., 1990).

Deniz baliklanmin bagisak mikrofloras: iizerine ¢aligmalar 1960 ' hi  yillarda
baglamistir. Salmon baliklaninin bagirsak florasina dair pekgok ¢alisma yapilmistir. Aynca
tathsu ve deniz baliklanmin bagirsak floralan kargilastinlmigtir. Aragtrmacilar, degisik
sonuglar bulmuglardir. Bunun sebebiyse, farklit metodlann kullamilmasiy, suyun ve besinin ;
mikroorganizma igeriginin farkhh olmasi ve taksonomide siirekli degisiklik olmasidir

(Stmidu ve ark., 1968 , Sanieyyiipogiu , 1984 ) .

Ancak pekgok aragtirmaci, balifin normal bagirsak florasinda hareketli Aeromonas’
larin bulundugunu rapor etmiglerdir . Baliklarin gastrointestinal sistemlerindeki kalitatif ve
kantitatif bakteriyel populasyon pek ¢ok aragtirmact tarafindan incelenmigtir (Trust, 1974 ,

1975, Sugita ve ark., 1982, 1985, Yoshimizu ve ark., 1976 ).
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Sugita ve ark. ( 1982 ) sadece gastrointestinal bolgedeki floray1 degil, sudaki,
sedimentteki, aquatik bitkilerdeki bakteriyel florayt da incelemisler ve Vibrio - Aeromonas
grubu, Bactersides cinsi bakterileri baliklann gastrointestinal sistemierinde, suda,

sedimentte, akuatik bitkilerde bulunduklanint gostermislerdir.

Sugita ve ark. ( 1985 ) Cyprinus carpio, Ctenopharyngodon idella ve
Sarotherodon niloticus 'un bagirsak florasim 7 farkli besiyeri kullanarak incelemisler ve
sazan (Cyprinus carpio) 'n bafirsaginda , A. hydrophila, Bacteroides , Citrobacter
Sreundii, Pseudomonas ve Micrococcus ; Ot sazanmn (Clenopharyngodon idella )
bagisafinda, A. hydrophila, Bactergides ;, Tilapya (Sarotherodon wiloticus ) 'nin
bagwsaginda , Bacteroides ve A. hydrophila ' nn dominant oldugunu bulmuglardir.
Aeromonas, Enterobacteriaceae, Pseudomonas, Bacteroides ' lerin balik bagirsaginin  daimi

tyeleri olduklanm gostermiglerdir .

Trust ve ark. ( 1974 ) salmonid baliklanmn bagwsak florast lzerine g¢alhsma
yapmuglar ve salmonlann bagusaginda A. hydrophila ' mn dominant oldufunu rapor
etmiglerdir. 4. fhydrophila ' y1 identifiye edebilmek i¢in , eskillini hidrolize edebilme
yetenekleri , 37 °C ' de tireme , sorboz ve sorbitoli fermente edebilme, sellobiozu fermente

edememe , negaiif metll kimizs: 6zellikleninden yararlanmislardir.
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Trust (1975), tathsuda kiltiird yapian Chum Salmon (Orcorkymchus keta) unun
sindinm sistemini bakteriyolojik yonden inceleyerek , sindirim sisteminde hareketli
Aeromonas' lann baskin oldugunu bulmustur. Bu cinsi dogada yasayan salmonlarda da

bularak, baliklarin yerlegik bagirsak florasinda olduklarim belirtmistir .

Yine Trust (1978), tathsu salmomid bahiklannin sindirim sistemini  incelemis ve

mikrofloranin  Enterobacter , Aeromonas ve Acinobacter' lerden ibaret oldugunu

gostermistir.

Baz aragtirmacilar, tathsudan denize taginan salmonid baliklanin bagirsak florasim
incelemislerdir. Tatlisuda bulunan baliklann bafirsak florasinda hareketli Aeromonas' lann
dominant oldugunu bulmuglardir. Denize tasinan baliklarda, Aeromonas ' m
Pseudomonas ile yer degistirdifine dikkati ¢ekmislerdir (Yoshimizu ve ark., 1976). Diger
taraftan Okuzumu ve ark. ( 1969 ) cesitli deniz baliklannin bagirsak floralanm ¢ahigmislar
(Auxis thazard, Coryphaena hippurus, Katsuwonus pelamis, Parapristipoma trilineatum,
Caranx helvolus, Katsuvonus pelamis, Seriola aureovitiata, scomber tapeinocephaius,
Trachurus japonicus, Nemipterus bathybius ) ve bu baliklardan izole ettikleri

bakterilerinin hepsini Fibrie cinsi bakteriler olarak tamimladiklarimi bildirmislerdir.
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Agik denizde yagayan salmon babklarmin ve ¢aliglan difer deniz baliklannmn
bagisaginda Vibrio cinsi bakteriler dominant olarak bulunmustur (Yoshimizu ve

ark.1976) .

Yapilan bazi caligmalarda tathsu salmonid baliklaninin bagirsak florast ve iginde
yasadiklan suyun mikroflorast karglastinlmis ve bafirsak mikroflorasimn  suyun
mikroflorasina benzer oldugu gosterilmistir. Salmonlann bagirsaginda Aeromonas cinsi ile
Enterobacteriaceae ailesi iiyesi bakteriler dominant olarak bulunmugtur (Yoshimizu ve

ark., 1976 ) .

Tathsuda kiltiiri yapilan olgun Masu salmon (Oncorhyncus masou) 'un bafirsak
florasinda Aeromonas’ lanin dominant oldugunu ve gesithi tathsu bahklanmn (Salvelinus
leucomaenis, Oncorhyncus nerka ) bagwsaginda Aeromonas, Pseudomonas cinsleri ve

Enterobacteriaceae ailesi lyesi bakterilerin bulundugunu bildirmiglerdir. ( Yoshimizu ve

ark., 1976 ) .
Yine baska bir ¢aligmada , anadrom Pink ( Oncorliyncus gorbuscha ), Chum

(Oncorhyncus keta ) ve Masu ( Oncorhyncus masou ) salmonlarnimin  bagirsafinda

Aeromonas , Vibrio , Pseudomonas cinslerine ait bakteriler dominant olarak bulunmustur.
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Vibrio’ lar denizde yasayan salmonlarda, Pseudomonas ve Aeromonas’larise denizde ve

tathsuda yagayan salmonlarda bulundugu saptanmustir ( Yoshimizu ve ark., 1976 ).

Dogada bulunan baliklanin sindirim sistemleri mikrofloralanimn |, kiiltiirii yapilan
baliklannkinden farkh oldugu bilinmektedir ( Trust, 1974 , 1975, Sugita ve ark., 1985,

Saneyyiipoglu, 1984).

Sugita ve ark. ( 1985 ) Sazan ( Cyprinus carpio ) 'in, Ot sazam (Ctenopharyngedon
idella ) nin ve tilapya ( Sarotherodon niloticus ) mn bagirsak florasim incelerken G /129
a duyarh , 37 °C de ireyebilen, indol ireten, H;S tiretmeyen bakterileri, Shewan '

metoduna gore A. hydrophila olarak identifiye etmiglerdir.

Aynica A. hydrophila'yi A. sobria’ dan ayirt etmede eskiilin hidrolizi, arabinoz ve
salisin fermentasyonu Ozelliklerinden yararlamlmstir. 4. hydrophila’ da bu i¢ test pozitif

ve A. sobria'da bu ¢ test negatiftir ( Lallier ve ark. 1980, Toranzo ve ark. 1986).
Austin ve ark.(1988) , Inglis ve ark. (1993), A sobria’ i A. caviae ve A.

hydrophila’ dan ayirt edebilmek icin eskiilin hidrolizi, salisin fermentasyonu, histidin,

arabinoz ve amjinin iretimi Ozelliklerini, A. sobria ve A. hydrophila’ yi, A. caviae' den
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ayirt etmede ise HoS tiretimi, glukozdan asit ve gaz olugumu Ozelliklerini 6nemli kriterler

olarak kullandmuslardir .

Wakabongo ve ark 1992 yihnda hareketli Aeromonas’larin su ozelliklerininin 30
ve 37 °C de incelendiginde hizh  identifikasyonlanmin yapilabildigini bildirmiglerdir :
eskillin hidrolizi, ghkozda gaz (retimi, aseton iretimi, mannitol ve arabinozdan asit
tretimi, lizin ve ornitin dekarboksilasyonu, arjimin dihidrolasyonu, yan ka1 besiyerinde

pirazinamid hidrolizi.

Candan ve ark. ( 1995 ), 1991 senesinden 1itibaren dort yil doért farkli tiretim
isletmesindeki hasta Atlantk salmonlarinin bobrek, karaciger ve dalaklanndan ekimier
yapmuglardir. Izole ettikleri Gram negatif, Oksidaz pozitif, fermentatif, diizgin gomak
sekilli suglann eskiilin hidrolizi, salisin fermentasyonu, histidin kullanimi, arabinoz ve arjinin
dihidrolasyonuna gore A. sobria’ yi A. hydrophila ve A. caviae' den aywmuglardir. A.
hydrophila ve A. sobria’ dan A. caviae' yi ayirt etmede ise HpS iiretimi, glukozdan asit

ve gaz olusumu oOzelliklerini kullanarak izole 46 susu A. cavige olarak identifiye

etmiglerdir.
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Yaymn bahklan ( Ictelurus punctatus ) nin karacigerlerinden izole edilen bir
Aeromonas hydrophila sugunun glukozdan gaz olugturmadift ve arjinin dihidrolaz

etkinliginin olumsuz oldugu saptanmustir. ( Ventura ve ark. 1987 ).

Balik hastaliklarina neden olan bakterilerin identifikasyonu igin yeni yeni metodlar
gelistiriimeye ¢aliplmaktadir . Bu sistemlerden biri "API 20 E" multitest sistemidir. Bu
sistem aminin dihidrolasyonu ( ADH ) , betagalaktosidaz ( ONPG ) , lizin dekarboksilaz
(LDC), omitin dekarboksilaz ( ODC ), sitrat kullantmu ( CIT ), HoS tiretimi ( H»S ), iireaz
etkinlifi (URE ), triptofan deaminaz ( TDA ), indol iiretimi ( IND ), aseton iiretimi (VP ),
jelatinaz ( GEL ), glikoz fermentasyonu (GLU ), mannitol fermentasyonu ( MAN ), inositol
fermentasyonu ( INO ), sorbitol fermentasyonu ( SOR ) , ramnoz fermentasyonu ( RHA ),
sukroz fermentasyonu ( SAC ), melibioz fermentasyonu ( MEL ), amidalin fermentasyonu
(AMY ) , arabinoz fermentasyonu ( ARA ) gibi biyokimyasal 6zellikleri igerir (Santos ve

ark., 1993 | Toranzo ve ark., 1986).
Arastirmacilar kiinik yiizeylerden ve g¢evreden izole ettikleni hareketli Aeromonas’

m ¢ tiriini API 20 E kullanarak identifiye etrmuslerdir ( Santos ve ark., 1988, 1993,

Toranzo ve ark.,1986, Wakabonga ve ark., 1992, Burke ve ark., 1984 ).
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Santos ve ark. ( 1993 ) V. anguillarium, P. piscicida, A. sobria, A. cavige tiirlerini
icine alan yeni API 20E profilleri olusturuldufu taktirde bakteriyel balik hastaliklarinin

tamisinda kullanilabilecegini ileri strmiiglerdir.

Genellikle deniz bahklarindan ve kabuklulardan izole edilen bakterilerde (Yersinia,
Pasteurella, Vibrio, Aeromonas gibi ) minyatirize sistemlerin  basansiz  oldugu
gosterilmistit. Ancak Toranzo ve ark. ( 1983 ), Santos ve ark. (1993 ), Burke ve ark
(1984 ) API 20 E sistemini kullanarak, bu sistemin baz kurallara uymak sartiyla
Aeromonas genusu bakterilerin identifikasyonunda kullamlabilecegini gostermiglerdir. Bu
kurallan ise su sekilde siralamiglardir:

1. API 20 E profil indeksi kullamimamah ; 2. Voges - Proskauer, sitrat, arabinoz
fermentasyonu, jelatinaz gibi onemli biyokimyasal oOzellikler standart tiip metoduyla
desteklenmeli ; 3. Eskiilin hidrolizi ve salisin fermentasyonu API 20 E sistemiyle aym
zamanda tiip metoduyla yiritilmel.
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li. MATERYAL VE METOD:
il.i. MATERYAL :

Calijma sirasinda kullamlan salmon babklan Alarko/ Alfarm salmon iiretim
isletmesinden ve Kiyikoy, Istranca alabahk ve salmon Uretim isletmesinden elde
edilmiglerdir. Calisma igin 20. 7.1995 - 22.11.1995 tanthleri arasinda 6mekleme yapilmgtir.
Baliklarin boy, yas, cinsiyetine bakilmadan rastgele toplam 51 bahk émeklenmigtir.
Bunlardan 16 6mek denizde, 35  6rnekte tathisuda kiltiri yapilan salmonlardan
alinmistir,. Tathsuda kiiltirh yapilan salmonlar smolt boydayken (ortalama 50 - 100 g.
arast), denizde kiiltiirii yapilanlarda bir grup 800 - 900 g. diger bir grupta 2,5 - 3 kg
agirhktayken oOrnekleme yapilmustir.

ii.2. METOD :

ii.2.1. Bakteriyolojik inceleme :

Tim oOrmekleme islemi tretim igletmelerinde yapimistir. Hawvuzdan kepgeyle
cikartlan baliklar bir kiivete alinarak, baglarina sert bir cisimle vurulmak suretiyle
oldirilmisierdir.  Standart aseptik yontemler uygulanarak kann bosiugu agiimugtr.
Bagirsaktan 2 - 3 cm uzunlugunda bir parga kesilerek steril bir petriye alimmugtir.
Petrideki parcadan bir 6ze dolusu digki 1/10 oraminda alkali peptonlu suya alinarak,
calkalamak suretiyle homojenize olmasi saglanmustir. Daha sonra Omekler labaratuvara
getirilerek 25 - 26 °C de 24 saat inkiibasyondan sonra denizden alinan Orneklere ait
tiiplerden % 1 NaCl igeren Triptik Soy Agar besiyerine, tathsudan alinan orneklere ait
tiiplerdense normal Triptik Soy Agar besiyerine azaltma yontemiyle ekimleri yapimmgdir.
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Ekim yapian besiyerleri 25 - 26 °C de 24 saat inkiibe edilmigdir. Inkiibasyon sonunda
olusan koloniler morfolojik yapilan agisindan incelenmigdir. Yuvarlak , diizgiin , krem
rengi kolonilerden Triptik Soy agar besiyerlerine saf kiiltiirleri alinmugtir. Saf kuiltiirler
egri Triptk Soy Agar besiyerlerinde ve +4 °C de ayda bir kez pasajlan yapilarak
saklanmugtir (Sanieyyiipoglu, 1984, Trust, 1974, 1975 , Sugita ve ark., 1985 , Roberts , 1978).

Uzun siire saklamak icin de % 15 gliserol igeren Nutrient Broth besiyerine
ekimleri yapilarak - 70 °C de dondurulmustur (Toranzo ve ark., 1986, Austin ve ark.,
1988, Wakabango ve ark., 1992, Santos ve ark., 1988 , Ventura ve ark., 1987, santos ve
ark ., 1993 ).

Izole edilen suglann ik olarak hareket yetenekleri , fermentasyon ozellikleri,
sitokrom oksidaz etkinlikleri, Gram boyanma Ozellikleri wve 0/ 129'a duyarhliklan
incelenmigtir. Sitokrom oksidaz pozitif olarak saptanan , Gram negatif, 0/ 129'a direngli,
hareketli, dizgiin ¢omaklar Aeromonas kuskulu olarak belirlenip cins ve tir diizeyinde
tamilari amaciyla , indol, voges - prouskauer, metil red, glukozdan asit ve gaz olusumu ,
laktoz , mannitol , sukroz , eskulin hidrolizi, lizin , afjinin , ornitin dekarboksilaz etkinliZi,
%1-7 NaCl' de Greme gibi fizyolojikk ve biyokimyasal ozellikleri agisindan incelenmistir
(Popoff, 1984 , Sugita ve ark., 1985, Bain ve ark., 1968 , Sally ve ark., 1986 , Roberts ,
1978).

Cabismamiz  kapsammda bakterilerin  izolasyonlan, fizyolojikk ve biyokimyasal
6zelliklerinin incelenmeleni amaciyla kullanilan besiyerlerinin formiilleri ile gergeklestirilen
deneylerin prensipleri asagida belirtilmigtir (Cotuk ve Kiigitker , 1992, Baron ve ark., 1990,
Cetin ve ark., 1973).
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iNDOL. URETIMI

Tripton 10 g.

NaCl 5g.

Pepton ( Oxo1d ) 20g.

D.su 1000 ml.
pH=7,5

120°C de 15 dak. steril edilmigtir. (Otoklav ' da)
24 saatlik saf kiiltiirlerden alinarak ekim yapilmugtir . Inkibasyon sonunda 1 cm?

eter damlatilip calkalanarak tizerine 15 damla Ehrlich ayiract damlatimistir. Hemen
sonuglar okunmustur, istte kirmizi halka pozitif olarak kabul edilmigtir .

Enhrlich Aywacs
Paradimetilaminobenzaldehit 2g.

Alkol 190 cm3
HCl (Kesif) 40 cm?®
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METIL KIRMIZISI / VOGES PROSKAUER TESTI

Polipepton ( Bio Merieux ) 78.

Glukoz ( Merck ) 5g.

Dipotasyumfosfat 58.

D.su 1000 ml.
pH=6,9

Saf |kiiltirden buyyona ekim yapilarak, 25-26 °C de 24  saat  inkiibe
edilmigtir. Uzerine 5 damla indikatér damlatilarak sonuglar hemen okunmustur.
Yiizeyde stabil kirmizi pozitif olarak kabul edilmistir .

Metil Kirmuzisi Ayiraci :
Metil karmuzist ( Carlo Erba 476853 ) 0,1lg

Etil alkol (% 95) 300 mi
Distile su 200 mi
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Voges Proskauer Ayiraci:

4. Alfa-nafiol (% 5) 5g
Absolii etil alkol 100 ml

2. Potasyumhidroksit { Merck ) 40 g
Distile su 100 ml

0,6 ml Alfa - naftol
0,2 ml KOH damlatibir.
15 dak. beklenir Kirmuzi renk olusumu pozitif olarak kabul edilmigtir .

DEKARBOKSILASYON BESIYERI

KoHPG, ( Merck ) 0,5¢g
MgSO,; (Merck) 05¢g

( NH, %804 ( Merck ) g
Dextrose (Merck ) 1,5g
Maya 6zeti { Difco ) 0,5¢g
Bromkrozolmoru ( Merck ) 4 mi
Distile su 1000 ml

pH=6,8

Otoklavda 120°C 15 dak.
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100 cc Dekarboksilaz besiyeri ign 2 g ( Lizin  veya Agjinin) . 100 °C de 20
dak.

Kontrol besiyeri kullamlmugtir, 24 saatlik saf kiitiirden hem aminoasit igermeyen,
hemde aminoasit igeren tiiplere ekim yapilarak 24 saat 25 - 26 °C  de inkiibe
edilmigtir. Amino asit igeren besiyerinde

Mor renk olusumu pozitif

Sarn renk olusumu negatif olarak kabul edilmigtir .

KARBONHIDRATLARDAN ASIT URETIMI

Pepton ( Oxoid ) 5g
NaCl 25g
Bromtimol ( Sigma ) 5c¢ce
Distile su 500 cc
pH=74

Otoklavda 120 °C de 15 dak.

Peptonlu sulara lakioz ( Merck ), sukroz ( Riedel - de Haen), mannit (Merck } gibi
sckerlerden % 1 oramnda ilave edilerek 100 °C  de 20 dak. steril edilmistir. Gaz
olusumunu incelemek igin durham tiiplerinden yararlamimuigur. Sekerli peptonlu sulara
24 saatlik kiltiirlerden ekim yapiarak 25 - 26 °C  de 24 saat inkibe edilmigtir.
Besiyerinin yesil olan renginin sariya doniigmesi, sekerlerin tireyen bakteriler tarafindan
kullanilarak asit olusturdufunu gostermistir . Gaz olusumuysa Durham tiiplert icinde,
gazin toplanmasi ile anlagiimgtir .
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ESKULIN HIDROLIZI

Sekerler icin kullamlan peptonlu su kullamimustir. 1000 ml i¢in 1g  eskiilin ilave
edilmistir . Ekim yapihp 25 - 26 °C de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 1-2
damla Ferriksitrat dokiilerek sonuglar okunmustur.

Siyah renk pozitif olarak kabul edilmistir.

ALKALi PEPTONLU SU:

Pepton ( Oxoid ) lg

NaCl 05g
Distile su 100 cc
pH=238,4

Otoklavda 120 °C  de 15 dak.

%4 ve %7 NaCl Peptonda Ureme :
Pepton ( Oxoid ) g

NaCl lg veya %7igin 7g
Distile su 100 cc

30



pH=74
Otoklavda 120 °C de 15 dak.

HAREKETLILIK MUAYENESI

LLB (Lab Lemco Bouillon):

Beef extract ( Difco) 78

Pepton ( Oxoid ) 10g
NaCl 3g
Na,HPO, ( Merck ) 2g
Agar ( Difco ) % 0,45
Distile su 1000 ml
pH=7,5-76

Otioklavda 120 °C de 20 dak.

Sterilizasyondan sonra son konsantrasyon % 0,1 olacak sekilde besiyerine, filtrasyon
yontemiyle steril ediimigtir. Glukoz ilave edilmis ve S5cm capindaki petni kutularina
dékillerek dondurulmustur.Taze kullanilmasina 6zen gosterilen besiyerine 24 saathk
kiiltiirlerden ekim yapiimigtr. Ekimler petri kutusunun kenarmna yakin tek bir noktadan
yapilarak, 24 saat uygun sicaklikia inkiibe edilmistir. Ureme tiim besiyeri yiizeyini
kaplayacak sekilde ise hareket yetenefinin pozitif oldugu, ekim yapilan bolgede iireme
sinirlanmig ise negatif oldugu kabul edilmigtir.

31



OKSIDATIF-FERMENTATIF TEST

OF Basal Medium ( Difco 0688 -02) kullamild:
Dastile su 1000 ml

OF besiyeri 94 g

Otoklavda 120 °C de 15 dak.

pH=7,1
100 ml besiyeri i¢in 1 g Glukoz ilave edilerek, 100 °C de 20 dak. steril edilerk
tiiplere dokiilmiigtiir.

1. 1ki tip hazmlanarak

2. Oze ile 24 saatlik kiiltirlerden OF besiyerine dibe kadar batinlarak ekim
yapimigtir. Tiplerden biri parafinlenmigtir.

25-26°C de 24 saat inkiibe edilmigtir.

Agik tiip San San Yesil
Oksidatif = Fermentatif Non saccoralitik
Kapah tip  Yesil San Yesil

renk olusumuna gore tamimlanmgtir .
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.2.2. APi 20E Metodu ( Bio Merieux ):

Izole edilen Gram negatif , oksidaz pozitif , fermentatif ve O / 129 ' a direngli
suglanin  triptik soy agar besiyerinde (Deniz omnekleri i¢in % 1 NaCl igeren ) 24 saatlik
kultiirleri elde edilmigtir: Denizden alnanan oOrnekler steril serum fizyolojik tuzlusuda ,
tathsu Ornekleri ise API20E normal stspansiyon sivisinda sulandirilarak kullanilmistir .
24 saatlik saf kultiirlerden bir 6ze dolusu alinarak 5 ml sulandirma sivilanina konmus ve
calkalamak suretiyle homojenize olmas: saglanmistir. Bakieri siispansiyonundan steril bir
enjektér yardimiyla alinarak API 20 E kitlerindeki mikro tiiplere ekimleri yapilmstir.
sitrat, Voges - Proskauer ve jelatinaz  tiip ve havuzcuklarinin tamami doldurulmustur.
Diger testlerde sadece tiipler doldurulmustur. Aginin dehidrolasyonu, lizin dekarboksilaz,
ormitin dekarboksilaz , ireaz , HoS tiipleri mineral yag ile kapatilarak, 25-26°C de 24
saat inkiibe edilmistir ( Onarheim ve ark., 1990, Santos ve ark., 1993 ).

Inkiibasyon sonunda tiipler kontrol edilmis ve ayiraglar damlatilarak sonuglar
okunmusgtur.
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iil. BULGULAR :
ili.1. Standart Tiip Metodu :

Cahsmamin amacina uygun olarak , iireyen koloniler saflagtinlarak pasajlant ahnmugtir.
Sitokrom oksidaz pozitif olarak belirlenen Gram negatif dizgin c¢omaklar Aeromonas |
kuskulu olarak belirlenip, cins ve tiir diizeyinde tandan amaciyla gesitli fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri agisindan incelenmistir.

API -20E ve standart tiip metodlan kullamlarak gerceklestirilen test sonuglarina
gore izole edilen sekiz susda Aeromonas cinsi olarak tammlanmustr. Identifiye edilen

suglarin biyokimyasal ve fizyolojik ozelliklen Tablo II de gosterilmigtir.

Sekiz Gram negatif, hareketli, oksidaz pozitif, diizgiin ¢omak seklindeki sugun O/
129' a  duyarliliklant belirlenmigtir. Sekizininde O / 129" a dwrengli oldugu goérilmistir
(Sekil 1,2,3,4,5)

Aeromonas cinsi olarak tanimlanan sekiz sitokrom oksidaz pozitif, fermentatif,
Gram negatif, hareketli, O/ 129 'a direngli ¢omak seklindeki susun yedisi standart tiip
metodunda indol olustururken bir susun indol olusturmadifn géritmigtir ( Sekil 6 ).

Tathsuda kiiltiirii yapilan salmonlarin bafirsagindan ahnan orneklerden izole edilen
alth Aeromonas susunun dordinde standart tiip metodunda Voges Proskauer deneyi
negatif sonuclar verirken, iki susta pozitif sonuglar vermistir (Sekil 7,8 ).



Metil kimuzisi deneyi tatlisu Orneklerinin sadece birinde pozitif sonu¢ vermigtir .
Sukroz, % 1 NaCl ve % 7 NaCl de treme bitiin suslarda pozitif sonug vermigtir .

Arjinin dehidrolaz, sekiz susun altisinda pozitif sonuclar ( Sekil 9 ), diger iki sugta
negatif sonuglar vermistir. Ornitin yanliz bir susta pozitif (Sekil 10 ), diger suslarda
negatif sonuglar vermistir ( Sekil 11 ).

Mannitol, glukozdan asit olugpumu ve eskiillin hidrolizi alt1 susta pozitif sonuglar, iki
susta ise negatif sonuglar vermistir ( Sekil 12 ). Laktoz, lizin dekarboksilaz sekiz susun
sekizindede negatif sonuglar vermistir.

Gram negatif, oksidaz poazitif, diizgiin ¢omak seklindeki sekiz sug fermentatif olarak
bulunmugtur ( Sekil 13, 14 ) Bunlann diginda omnitin  dekarboksilaz, glukozdan gaz
olusumunda farklilikiar bulunmustur. Glukozdan gaz olugumu ii¢ susta pozitif ( Sekil 15 ),
bes susta negatif sonuglar vermigtir ( Sekil 16 ) .

Denizde kiiltiirii yapilan salmonlarin bafirsaklanindan izole edilen Aeromanas sp.
lerin her ikisinde de laktoz, ornitin, lizin, metil kirmizisi negatif , % 1 NaCl de iireme, % 7
NaCl de ireme pozitif sonug verirken tablo II de gorildigiu gibi diger ozeliikler
birbirinde farkhi sonuglar vermigtir.

Denizden alinan 16 Salmo salar’in baZusak floralannin incelenmesi sonucu iki,
tathsuda bulunan 35 Salmo salar ' m bafisak floralanndan ise alt Aeromonas susu
izole edilmigtir ( Sekil 17).
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Izole edilen biitiin tirler 37°C de Gremigtir .

ili.2. API-20E

Baliklann baZirsaklarindan izole edilen Aeromonas - tirleri API -20E  multitest
sistemi' de kullanilarak identifiye edilmeye ¢ahgimugtr . API -20E, kullantmnmn kolay

olmast ve ¢abuk sonu¢ vermesi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir (Sekil 17).

Tathisu émekleri normal siispansiyon sivisinda,denizdeki baliklardan abinan 6rneklerde
steril serum fizyolojikte sulandinlarak kullanilmigtir. 25 - 26 °C de 24 saat inkiibe
edildikten sonra ayiraglar damlatilarak, sonuglar hemen okunmustur .

Tathsuda kiiltiirii yapilan salmoniardan alinan émeklerden Aeromionas olarak izole
edilen suslardan hepsinin indol olugturdufu gorilmiigtir . Suglardan birinde indol pozitif
sonu¢ vermesine ragmen betagalaktosidaz ( ONPG ), sitrat (CIT ), voges proskauer ( VP)
, Jelatinaz (GEL ) , arabinoz ( ARA) , inositol ( INO ) , mannitol { MAN ) , sorbitol { SOR ),
glukoz fermentasyonu ( GLU ), triptofan deaminaz ( TDA ) , ramnoz ( RHA), melibioz
fermentasyonu ( MEL ) , amidalin fermentasyonu ( AMY ) igin negatif sonuglar vermigtir.

VP iki susta poztif, dért sustada negatif sonuglar vermigtir. -TDA biitiin suglar igin

negatif sonuclar vermigtir . Tablo Il de gorilldiigi bitin suglarda benzer olarak
bulunmustur.
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Denizde kiiltiirii yapilan salmonlardan izole edilen iki Aeromonas susundan biri
Gel, Ara, Ino, Man, Sor, Glu, Rha, Mel, Amy, NO, negatif sonu¢ verirken diger susta bu
Ozellikler pozitif olarak bulunmustur.

Voges Proskauer denizden izole edilen suglardan birinde pozitif sonu¢ verirken

digerinde negatif sonug vermistir.
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V. TARTISMA VE SONUG :

Taksonomileri kesin olarak tamamlanmamus olan ve 6zellikle tiir diizeyinde
tanilaninda  gigliklerle kargilagilan Aeromonas’ lar ile ¢alisan arastirmacilar onlarn
degigik biyokimyasal ozelliklerini g6z o6niinde bulundurarak identifiye  etmeye
caliymiglardir (janda, 1991, Trust ve aik., 1974,Wakabongo ve ark., 1992, Lallier ve ark.,
1980, Toranzo ve ark., 1986, Austin ve ark., 1988, Inglis ve ark., 1993 ).

Tathsuda ve denizde kultiiri yapilan Atlantik salmonu ( Salmo salar L. 1758 )
nun bagirsak florasindan API 20E sistemi ve standart tiip metodu kullanilarak hareketli
Aeromonas’ lar identifiye edilmistir.

Bu g¢aligmada hareketli Aeromonas’ lann identifikasyonu; H,S iiretimi, glukozdan
asit Gretimi, arabinoz, arjinin dehidrolaz ve eskiilin hidrolizi gibi énemli ayinic1 kriterleri
kullanan Austin ve ark. ( 1987 ), Inglis ve ark. ( 1993 )’ na gore vapilmstir. Aynca bu
sonuglar Toranzo ve ark. ( 1986 ), Lallier ve ark. ( 1990 ), Candan ve ark. ( 1995) ile de

benzerlik g6stermigtir.

Caligmada incelenen 51 Salmo salar’ in bafirsak florasimin incelenmesi sonucu
sekiz Aeromonas susu izole edilmistir. izole edilen suglardan ikisi Austin ve ark. (1987),
Inglis ve ark. (1993 )" e gore negatf eskiilin hidrolizi, afjinin dehdrolaz, giukozdan asit
Uretimi ve arabinoz Ozelliklerine bakilarak A4. sobria olarak identifiye edilmistir. Gen
kalan alti sugta bu ozellikler pozitif bulunarak A. caviae olarak tespit edilmigtir.
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Denizde kultirii yapilan Atlantik salmonunun bagwsagmmdan izole ettifimiz iki
Aeromonas’ tan biri A. sobria digeri A. caviae olarak identifiye edilmistir.

Cesitli deniz baliklarimin bagirsak florast ve suyun mikroflorasi iizerine ¢aligmalar
yapmi§ araghirmacilar, Aeromonas cinsi bakterilerin su ortaminin ve bagirsak florasinin
dogal vyerleseni olduklanm, dusik madde konsantrasyonlaninda da iireyebildiklerini
belirtmiglerdir ( Yoshimizu ve ark., 1976, Trust , 1974, 1975, 1978, Sugita ve ark., 1982,
1985, 1990, Saneyyiipoglu, 1984 , Newman, 1983 ).

Pek ¢ok araghrmacinin bildirdigi gibi bu ¢aliyjmada da Aeromomas’ lar saglikli
baliklanin bagirsak florasindan izole edilmistir. Buda Aeromonas’ larin normal bagirsak
florasimin daimi tiyeleri olduklanni géstermistir.

Cesitli  deniz baliklanmin bagiwsak florasinda Vibrie suslari dominant olarak
bulunmugtur ( Okuzumi ve ark., 1969 ). Aynca tathisuda ve denizde yasayan salmonlarn
bagirsak floralaninda farkhiliklar bulmusglar ve balik denize tagindiginda bagirsak florasinda
bulunan Aeromonas’ lann Pseudomonas’ lar ile yer defistirdigine dikkati ¢ekmiglerdir
(Yoshimizu ve ark.,1976).

Hem tathsuda hemde denizde kiiitirii yapilan balkiann bagirsak floralarindan
hareketli Aeromonas’ lar identifiye eden pekgok arastirmaci gibi (Sugita ve ark., 1985,
Trust, 1975,1978, Yoshimizu ve ark., 1976, Ventura ve ark,1987,Yoshimizu ve
ark.,1976) bu c¢ahigma sirasindada hem tathsuda hemde denizde kultiiri yapilan
salmonlanin bagirsak floralarindan hareketli Aeromonas’ lar identifiye edilmigtir. Bunun
nedeniyse Karadeniz’ in kendine 6zgii %o 18 - 21 ( White ve ark, 1988 ) gibi diisitk
bir tuzluluk degerine sahip olmasindan kaynaklandifn diigiintilmiistir.
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Bazi aragtirmacilar halen kullamimakta olan API multitest sistemlerin hareketh
Aeromonas’ lann ¢ tirini ( A. hydrophila, A. caviae, A. sobria ) ayirt edemeyecegini,
¢inki bunlann gerekli spesifik biyokimyasal testleri igermedigini ileri siirmiiglerdir (Santos
ve ark., 1993).

Bu g¢aligmada identifikasyon sirasnda Toranzo ve ark. ( 1983 ), Santos ve ark.
(1993 ), Burke ve ark. ( 1984 )’ min bildirdikleri gibi, glukozdan asit iretimi, voges -
proskauer, eskiilin, afjinin gibi Aeromonas’ lann identifikasyonunda o6nemhli &zellikieni
standart tiip metoduyla yapilarak API 20 E sonuglan desteklenmistir. Ayrica Aeromeonas’
lan Vibrie’ dan ayirt edebilmek igin Millership ve ark.(1983), Sally ve ark. ( 1986 ), Ban
ve ark. (1968 ), Baron ve ark. ( 1990 )’ min bildirdikleri gibi O/ 129’ a direnglilik

6zelliklerinin incelenmesinden yararlamimigtir.

Bu g¢aligmada izole edilen suslarin hepsi Toranzo ve ark. ( 1986 )’ min bildirdikleri
gibi API 20 E indeksine bakilmadan degerlendinimistir.

Pek ¢ok aragirmacimun ( Sugita ve ark. 1982, 1985, Trust, 1974, 1975, 1978,
Yoshimizu ve ark. 1976, Newman, 1983, Saneyyipoglu, 1984 ) bildirdigi gibi bu
calismada da Aeromomnas’ lar saghkh baliklarin bagirsak floralanndan izole edilmigtir.
Buda Aeromonas’ lanin normal bagwsak florasmin daimi tiyeleri olduklanm gostermigtir.

Wakabongo ve ark. ( 1992 ) biyokimyasal 6zelliklerin 30 °C den ¢ok 37 °C de iyt
sonu¢ verdiZini bulmuglardir. Ancak bu galiymada bunun tam tersi, 25 °C de inkiibe
edildiginde reaksiyonlann iyi incelendifi saptanmigtir.



Sonu¢ olarak bu caligmada izole edilen A. cavige suglan ile Candan ve ark.
(1995)" min hastalikh salmonlardan izole ettii suslar aym biyokimyasal ozellikleri
gostermiglerdir. Bu da Karadeniz kosullarinda  uretilen salmonlarda  hemorajik
septisemilere neden olan hareketh Aeromonas “ lanin saglikli bahiin bafirsak florasinda
bulunabildigi ve Popoff ( 1984 ), Groberg wve ark. ( 1987 )’ mn bildirdikleri gibi
oportunistk bir patojen olarak su sicakhfinin agin  yikkselmesi ile olusan stres
kosullarinda infeksiyonlara neden olabildigimi ortaya koymusgtur. Dolaysiyla balik, ¢evre,
patojen iliskisinde babk igin, gevresel faktorlerin olumsuz kosullarda ne kadar o6nemli
oldugu ve obligatif bir patojene gerek kalmadan infeksiyon olugturabildiini gostermistir,
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v. OZET:

Salmo salar (L. 1758 Y LARDA BAGIRSAK FLORASINDAN Aeromonas
CiNSi BAKTERILERIN iZOLASYONU

Bu cabymamn amac, tathsu ve Karadeniz ortammda saglikh salmon baliklanmn
(Salmo salar L. 1758 ) bagwsak florasindaki hareketli Aeromonas cinsine ait suglan
izole ederek tammlamaktir. Boylece Karadeniz kogullarnda yaz aylannda deniz suyu
sicakhiinin artigt ile paralel olarak ortaya gikan hareketli Aeromonas septisemisin olast
oportunistik etkeninin varhi@m saptamaktir.

Calismada 51 adet balikk kullanilmistir . Denizden ve tathsudan alinan saghkl
baliklarin bagirsaklanindan aseptik kosullarda Triptik Soy Agar besiyerine ekimleri
yapimgtir. Laboratuvarda iireyen kolonilerin pasajlan alimarak saflagtinimsgtir.

Oksidaz pozitif, Gram negatif, comak sekilli bakteriler aynlarak karbonhidrat
metabolizmalarinin saptanmas: amaci ie oksidasyon fermentasyon besiyerine ekilmigtir.
Vibriostatik ajan O/ 129'a duyarhlikian saptanmugtir.

Tir dizeyinde tandan amciyla, indol olugumu, voges - prokauer, metil kirmuzsi,
glukozdan asit ve gaz olusumu, laktoz, mannitol, sukroz, eskilin hidrolizi, lizin arjinin,
ornitin dekarboksilaz, harcket yetenefi ve % 1 - 7 NaCl de iireme standart tiip metodu
ile yapilmuistir.Ayrica hizh ve paralel identifikasyon amaciyla API 20 E multitest sistemi
kullaniimigtir.

Calisma sonunda saghkh 51 adet tathsu ve denizde kiiltiirii yapilan salmon
balifindan sekiz hareketli Aeromonas sugu izole edilmigtir. Tathsu &rneklerinden altt,
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deniz orneklerinden iki Aeromonas susu izole edilmigtirBunlardan altisi 4. caviae, ikisi
A. sobria olarak tammianmustir.
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V. SUMMARY

ISOLATION OF Aeromonas STRAINS FROM INTESTINAL MICROFLORA
OF ATLANTIC SALMON (Salmo salarL. 1758 ).

The aim of this study was to isolate and identify motile Aeromonas strains from
the intestinal microfiora of healthy Atlantic salmon ( Safmo salar 1.1758 ) from
freshwater and from Blacksea. To determine the presence of the opportunistic pathogen
of motile Aeromonad septicaemia in Bleacksea when the water temperatures rise during

the summer months.

In the study 51 salmon were used. Samples from the intestinal tract of the
healthy salmon were taken in the aseptical condition and were cuitivated by using TSA
(Tryptic Soy Agar ) medium. In the laboratory, passages of the reproduced colonies

were taken and pured.

Oxidase positive, gram negative, rod shaped bacteria were culiureted in OF
medium for the purpose of identifying their carbonhydrate metabolism. And were
examined for their sensitivity to Vibriostatic agent ( O /129 ) for the species level
identification indol, VP, metil red, glucose fermentation, ornithin decarboxilase, motility
and growth at 1-7 % NaCl were checked by the standart tube method. For the
purpose of rapid and confirmatory identification API 20 E Multitest system was used.



As a result of the study, six motile Aeromonas strains from freshwater and two
motile Aeromonas strains from the Blacksea were isolated. And six of them were

identified as Aeromonas cavige, two of them as Aeromonas sobria
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Vil. EKLER :

Tablo |. Atlantik salmonunun yasam evreleri (Laird ve ark., 1988 ).
Tablo li . Standart tiip metodu sonuglan .

Tablo lii. API 20E metodu sonuglari.

Sekil 1. 0/129'a hassas bir sus.

Sekil 2. 0/129'a hassas bir sug ( 150 pi)

Sekil 3. 0/129' a direngli bir sus ( Aeromonas ).
Sekil 4. 0/ 129 a direngli bir sug ( 150 pl).

Sekil 5.0/ 129 a hassas ve direngli suslar.

Sekil 6. Indol olusumu, pozitif ve negatif sonuglar.
Sekil 7. Voges - Proskauer negatif ve pozitif sonug.
Sekil 8. Voges - Proskauer pozitif sonug.

Sekil 9. Aninin dihidrolaz, pozitif sonug.

Sekil 10. Omitin pozitif sonug.

Sekil 11. Omitin negatif sonug.

Sekil 12. Glukozdan asit olusumu, pozitif sonug.
Sekii 13. Oksidasyon fermentasyon besiyeri.

Sekil 14. Fermentatif bir sus.

Sekil 15. Glukozdan gaz olusumu pozitif sonug.
Sekil 16. Glukozdan gaz olusumu negatif sonug.
Sekil 17. API 20E metodu

$Sekil 18. TSA besiyerinde Aeromonas' lann koloni yapis.
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Tath su

olgun
erkek

Deniz /—K

Denizde Denizde
1+ yl 2-5 vl

"GRILSE SA _\LMleN

Tath su | Yumurtlar |

Deniz

[KELT

Tablo-l. Atlantik saimonunui yagsam evreleri  ( Laird ve ark. 1988 )



@ ) @ ) o

9 Q © 9 e @ @ Q

< < < < =T < < <

1 2 3 4 5 6 7 8
Gram - - - - - - - -
Hareket + + + + + + + +
QOksidaz + + + + + + + +
OF F F F F F F F F
0/129 R R R R R R R R
370C de Ureme + + + + + + + +
indol + + + + + + - +
Voges Proscauer | + - - + - - - +
Metil Red - + - - = = - -
Mannitol + + + + + - - +
Sukroz + + 3 + + + - +
Glukoz_gaz + - - + - - - +
Glukoz asit + + + - - +
% 1 NaCl de areme| + + + + + + +
% 7 NaCl de Greme| + + + + + + + +
Lizin - - - - - - - -
Arjinin + + + + + - - +
Omitin - - + - - - - -
Eskiiin + + + + + - - +
Lakioz - - - - - - - -

Tabile. il

STANDART TUP METODU SONUCLARI
7ve 8 denizden alinan Omekier.
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8BJARD'Y

BuUgos'y

euqos'y

oBIABD'Y

azIARIY

aeInRDY

aBIARI'Y

8BIARI Y

<

Gram

Hareket
Oksidaz

OF

0129

ONPG
ADH
LDC

oDC
CiT

H2S

URE

INDOL

Voges Proscauer
GEL

ARA
INO

MAN
SOR
SUC
GLU
TDA

RHA
MEL
AMY

NO2

APi 20E SONUCLARI

Tabio {il.
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Sekil 2. 0/129'a hassas bir sus ( 150 ul)



Sekil 3.0/ 129 a direnghi bir sus ( Aeromonas )

Sekil 4. 0/129"a direnghi bir sus ( 150pul)

a0



Sekil 5.0/ 129 a direngli ve hassas iki sug

Sekil 6. Indol olusumu, pozitif ve negatif sonuglar

A1



Sekil 7. Voges - proskauer, negatif ve pozitif sonuglar

Sekil 8. Voges - proskauer deneyi, pozitif sonug



a) Amino asit igeren b) Amino asit igermeyen besiyeri

onu, pozitif sonug.

Y 5

Sekil 9. Aginin dihidrolasy

a) Amino asit igeren b) Amino asit igermeyen
Sekil 10. Ornitin dekarboksilaz, pozitif sonug.



a) Amino asit igeren b) Amino t iermeyen
Sekil 11. Omitin dekarboksilaz, negatif sonug.

a)Pozitif b) Negatif
Sekil 12. Glukoz’dan asit olusumu, pozitif ve negatif sonuglar.



Sekil 14. Oksidasyon fermentasyon deneyi, fermentatif bir sus.



Sekil 15. Glukozdan gaz olusumu, pozitif bir sus.

Sekil 16. Glukozdan gaz olusumu, negatif sonug.

S



Sekil 17. API 20E Metodu

Sekil 18. TSA besiyerinde Aeromonas’ larin koloni yapisi
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1970 Yiinda Izmir' de dogdum. flkokulu Mugla Sabri Acarsoy Ilkokulun' da
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