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OZET

Aeromonas hydrophila VE Aeromonas sobria BAKTERILERININ TANIMLANMASINDA
FARKLI FENOTIPiK TANIMLAMA KiTLERININ KULLANILABILIRLiGININ
KARSILASTIRILMASI

Serafettin BALCI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmam: Prof. Dr. Sevki KAYIS

Gergeklestirilen bu tezde, molekiiler yontemler ile daha Once tamimlanan Aeromonas
hydrophila ve Aeromonas sobria bakterilerinin iki farkli fenotipik tamimlama kitleri ile
tanimlanmasi amaglanmistir. Bu amagla API 20NE ve Microgen GN-ID A+B Panel kitleri
kullanilmistir. Bu sayede her iki yontemin kiyaslamasi yapilmustir. Ticari olarak kullamilan iki
farkli tanimlama kitinin bakterilerde kullanimi belirlenmistir. Bu baglamda ¢alismada 9 adet A.
hydrophila ve 9 adet A. sobria susu ile her bakteriye ait ATCC sus bakteriler kullanmilmistr.
Fenotipik tamimlama sonrasinda A. hydrophila bakterileri i¢in API 20NE test kiti ile yapilan
tanimlamada %80 oranminda dogruluk oram elde edilirken, 4. sobria bakterisinde bu oran %10
olarak gozlemlenmistir. Bu oran Microgen GN-ID A+B test kitinde ise A. hydrophila ve A. sobria
icin sirastyla %60 ve %80 olarak kaydedilmistir. ATCC suslar1 i¢in fenotipik tanimlamada API
20NE test kiti A. sobria tanimlamasinda yanlis sonuglanirken, Microgen GN-ID A+B test kiti ise
her iki ATCC sus i¢in de dogru sonu¢lanmistir.

2020, 31 sayfa
Anahtar Kelimeler: API 20NE, Bakteri, Biyokimyasal Test, Tanimlama, Microgen ID
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ABSTRACT

COMPARING THE USABILITY OF DIFFERENT PHENOTYPIC IDENTIFICATION
KITS IN IDENTIFICATION OF Aeromonas hydrophila AND Aeromonas sobria

Serafettin BALCI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sevki KAYIS

In this thesis, it was aimed to identify the Aderomonas hydrophila and Aeromonas sobria
bacteria with two different phenotypic identification kits, which were previously defined by
molecular methods. For this purpose, API 20NE and Microgen GN-ID A + B Panel kits were
used. In this way, both methods were compared. The use of these identification kits used
commercially in bacteria has been determined. In this context, 9 A. hydrophila and 9 A. sobria
strains and ATCC strain bacteria belonging to each bacterium were used in this study. After
phenotypic identification, an accuracy rate of 80% was achieved in the identification made with
the API 20NE test kit for A. hydrophila bacteria, while this rate was observed as 10% in A. sobria
bacteria. This rate was 60% and 80% for A. hydrophila and A. sobria, respectively, in the
Microgen GN-ID A + B test kit. In phenotypic identification for ATCC strains, the API 20NE test
kit resulted incorrectly in identification of 4. sobria, while the Microgen GN-ID A + B test kit
was correct for both ATCC strains.

2020, 31 pages
Keywords: API 20NE, Bacteria, Biochemical Test, Identification, Microgen ID
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1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Giris

Sucul sistemler mikroorganizmalar, omurgasizlar, bocekler, bitkiler, baliklar,
kusglar ve memeliler gibi bir¢ok canli grubunun bir arada temsil edildigi alanlardir. Tim
bu canli gruplarnin, birlikte yasam bi¢imi tercihleri nedeniyle birbirleri ile degisik
iligkileri bulunmaktadir. Konak-konuk iliskisi, saprofitik dongii, birincil iiretim siireci
ve beslenme gibi temel ihtiyaglar karasal sistemlere gore sucul sistemlerde ¢ok daha
farklilik arz etmektedir (Irfan ve Alatawi, 2019).

Biyogesitliligin yogun oldugu sucul alanlarin 6nemli bir tiyesi de baliklardir.
Baliklar sucul sistemlerde gerek avci gerekse diger canlilar i¢in av olarak énemli bir
yere sahiptir. Bunun yani sira baliklar birgok patojen organizma i¢in ise konak olma
ozelligi tasimaktadir. Ozellikle genis parazitik gruplarin denizel ve tatlisu ortammda
baliklardan rapor edildigi bilinmektedir (Kayis vd., 2009). Bununla birlikte baliklardan
izole edilen bakterilerin de ¢ok genis bir tiir ¢esitliligi bulunmaktadir. Dogal olarak
sucul sistemlerde bulunan baliklardan izole edilen bakteriler oldugu gibi, ozellikle
kiiltiir sartlarinda yetistirilen baliklardan rapor edilen bakteriler bu ¢alismalar icerinde
genis yer tutmaktadir (Oztiirk ve Altinok, 2014).

Su tiriinleri yetistiriciliginin yayginlagsmasi sonucu yogun yetistiricilik sartlarinda
balik hastaliklarina bagh kayiplar irdelendiginde bakterilerden kaynakli hastaliklar
onemli bir yer tutmaktadir. Bu hastaliklara sebep olan baslica bakteri gruplarina
bakilacak olunursa, Yersinia ruckeri, Vibrio sp., Lactococcus garveae, Pseudomonas
sp., Edwardsiella sp., Renibacterium salmoninarum, Flavobacterium sp. ve Aeromonas
sp. gibi tiirlerin rapor edildigi goriilmektedir. Bu kaynak bakterilerin meydana getirdigi
hastaliklar nedeniyle baliklarda renkte kararma, deri ve i¢ organlarda kanama, gozlerde
tek tarafli ya da ¢ift tarafli sisme, i¢ organlarda sivi birikimi, ylizme bozukluklar1 ve
istahsizlik gibi semptomlar ile birlikte yiiksek oranda mortaliteler gézlemlenmektedir
(Oztiirk ve Altinok, 2014).

Bu bakteriyel balik patojenleri igcerisinde ¢ok sayida tiir ile temsil edilen 6nemli
bir grup Aeromonas cinsidir. Aeromonas cinsine ait balik patojeni bakteriler hareket

kabiliyetlerine gore hareketli (motil) ve hareketsiz (non-motil) olmak tizere iki ana grup
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ile ifade edilmektedirler. Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida baliklarda
frunkulosis hastaliginin etmeni olarak tanimlanan hareketsiz Aeromonas bakterisidir.
Hareketli Aeromonas bakterileri ise Motil Aeromonas Kompleks olarak ifade edilmekte
ve bu grupta baliklarda hastalik meydana getiren birgok bakteri degisik ¢alismalarda

rapor edilmistir.

1.2. Motil Aeromonas Bakteriler

Fakiiltatif —anaerobik gram negatif rod olarak tanimlanan grupta
Entetobacteriaceae familyasina dahil olan Aeromonas cinsine ait olan bakteriler, Gram
negatif ve genellikle tek polar flagella ile hareket kabiliyeti olan ve optimum iireme
sicaklhig1 olarak 22-28°C araligini tercih eden bakterilerdir. Oksidaz ve katalaz pozitif
ozellik gosteren bu bakteri grubu, tiim sucul sistemlerde bulunabilmektedir. Onemli
tiirler olarak A4.hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii, A. schubertii, A. media gibi
tiirler zikredilebilir (Holt vd., 1994). Bu bakteri grubunun sucul sistemler, toprak,
degisik canli gruplari, gidalar ve hatta insanlardan izole edildigi rapor edilmistir.
Bundan 100 y1l 6ncesinden giiniimiize kadar Aeromonas cinsine ait bakteriler balik ve
stiriingenlerin patojeni olarak biliniyorken, 1960'larda Aeromonas'n insanlarda da
ishale neden oldugu bildirilmistir. Giiniimiizde Aeromonas, insan sagligi ve balik¢ilik
endiistrisinde 6nemli bir konu olarak kabul edilmektedir. Bu gruba ait olan bakterilerin
baliklarda meydana getirdigi hastaliga Motil Aeromonas Septisemi (MAS)
denilmektedir.

MAS epizootiyolojisi karmasik bir yapiya sahiptir. Hareketli Aeromonas
bakterilerinin ¢evresel dagilimlar1 ¢ok genistir. Baliklarda meydana gelen akut
Aeromonas vakalarinda hemorajik septisemi, kronik vakalarda apse ve biiyiik iilserlere
rastlamak miimkiindiir. Siddetli MAS salgmlarinda ise genellikle hastaligin
ilerlemesinde farklilasmay1 gosteren bir dizi lezyon gozlemlenmektedir. Tipik
septisemili baliklarda goriilen dig belirtiler arasinda yilizgeclerde kizariklik, iltihap,
aniis ve ciltte yaygin kanamalar, gozler ve karin sismesi (ascites)’dir. Baliklarda i¢
belirtiler ise bagirsaklarda, yag dokusunda kanamalar ve dalak ve bobrek gibi

dokularda sismelerdir (Austin ve Austin, 2010).



1.2.1. Aeromonas hydrophila

Motil Aeromonas grubu bakteriler igerisinde 6zellikle baliklardan siklikla rapor
edilen tiir 4.hydrophila’dir. A. hydrophila disik tuzluluk degerinde olan sularda,
flagella vesilesiyle aktif harekete sahip, Gram negatif, rod seklinde, sitokrom oksidaz
pozitif 6zelligi olan bir bakteridir. Sadece baliklardan degil, siit ve siit {irtinleri gibi
maddeler, su ve toprak gibi ortamlardan de izole edilmistir (Enany vd., 2013). Su
drtinleri yetistiriciligi yapilan isletmelerde farkli balik tiirlerinde hastalik olusturdugu
ve mortaliteye neden oldugu bir¢ok ¢aligmada rapor edilmistir. A. hydrophila ilk olarak
yilan baliklarindan (Anguilla anguilla), daha sonralar1 sazan baliklarindan (Cyprinus
carpio) izole edilmistir (Austin ve Austin 2010). Daha sonralar1 yetistiricilik
faaliyetlerinin yayginlagsmasi sonucunda 6zellikle gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) (Kayis vd., 2009) iilkemizde bu bakterinin en ¢ok rapor edildigi tiir olmustur.
Bununla birlikte levrek (Dicentrarchus labrax) ve gipura (Sparus aurata) istavrit gibi
baliklarda rapor edilen tiirler icerisindedirler. (Tiirk, 2002) Ulkemizde yetistiriciligi
yaygin olmayan mersin baliklar1 tiirlerinde de (Acipenser baeri), (Acipencer
gueldenstaedtii) bu bakterinin varlig1 ve patojenik etkileri ortaya konulmustur. (Boran
vd.,2013) (Kayis vd., 2017) (Timur vd., 2010)

Dogal yasam alanlarindan 6rneklenen sazan tiirlerinde yapilan bakteriyolojik
caligmalarda A. hydrophila bir¢ok sazan tiiriinden rapor edilmistir. Artvin ili Deriner
Baraj Goliinde yasayan Squalius orientalis, Capoeta banarescui ve Capoeta ekmekciae
tiirleri bu kayitlara 6rnek olarak verilebilir (Kayis vd., 2018).

Baliklarda yiizgec gibi dokularda nekrozlar, mantar enfestasyonlarina eslik eden
iilserler, gozde sisme hastaligin dis semptomlar: arasinda yer almaktadir. Dalakta
biiyiime ve renk kaybi, karinda sivi birikimi ve bobrekte nekrozlar ve biiyiime i¢
semptomlar olarak rapor edilmistir (Lasee, 1995). Bu bakteri ayrica alabalik kulucka
sistemlerinde mavi kese sendromu olarak ifade edilen alevin bireylerde gézlemlenen
hastalik ile iligkilendirilmistir. Yapilan saha O6rneklemeleri ve deneysel ¢aligmalar
A.hydrophila’nin mavi kese hastaligina sebep oldugunu ortaya koymustur (Kayis vd.,
2017).

A.hydrophila ile ilgili yapilan ¢alismalarm 6nemli bir kismmi da bakterinin

antibiyotiklere kars1 direncliliklerinin belirlenmesine yoneliktir. Zira sucul
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sistemlerden yaygin olarak izole edilen ve baliklarda hastalik olusturabilen bu
bakterinin antibiyotiklere kars1 direnclilik profili ve direng genlerinin varligi 6nem arz
etmektedir Capkin vd., 2015). Bu baglamda iilkemizde bu konu ile ilgili, alabalik
kokenli Aeromonas hydrophila suslarmin antibiyotik direng profilleri ile ilgili
calismada enroflaksasin antibiyotigi kullanilan tim izolatlarda duyarli olarak
belirlenmistir. Oksitetrasiklin ise %90,5 lik oranla en fazla direng gdsterilen antibiyotik
olarak rapor edilmistir (Durmaz ve Tiirk, 2009). Yine diren¢ genleri dikkate alinarak
yapilan caligmada mersin baligi tiirlerinden izole edilen Aeromonas hydrophila

suslarinin 4 farkli antibiyotige kars1 direng geni tagidigi bildirilmistir (Terzi, 2018).

1.2.2. Aeromonas sobria

Aeromonas tiirlerinin tanimlanmasinda bazi zorluk ve karisikliklar oldugu bilinen
bir gercekliktir. Buna karsin cins i¢erisinde balik patojeni olarak tanimlanan tiirler baz1
baskin tiirler olarak ortaya konulmaktadir. Ancak ¢evresel izolatlar (su ve toprak gibi)
ile patojenik izolatlarm benzerlikleri ve birbirinden ayirt edilmesi olduk¢a zor ve
karmagik olarak ifade edilmektedir (Kirov vd., 2002). Aeromonas sobria bu tanim
icerisinde irdelenmesi gereken bir tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Birgok ¢alismada
Aeromonas sobria olarak tanimlanan tiir daha sonralar1 Aeromonas veronii bakterisinin
biovari olarak ifade edilmistir (4Aeromonas veronii biovar sobria). Ancak son yillarda
yapilan genom analiz c¢alismalar1 sonrasinda bakteri yine A. sobria olarak
tanimlanmistir (Yang vd., 2017).

Aeromonas sobria genel olarak insan patojeni olarak da rapor edilen ve bazi
kaynaklarda Aeromonas hidrophila’ya gbre ¢ok daha potojenik oldugu bildirilen bir
tiirdiir (Janda vd., 1984). Bununla birlikte 4. sobria Diinya genelinde Avrupa, Asya,
Amerika gibi bir¢cok farkli cografyada farkli balik tiirlerinden balik patojeni olarak
rapor edilmistir (Rahman vd., 2002; Wahli vd., 2005). Bakterinin iilkemiz sucul
sistemlerinde yer alan baliklarda ise oncelikli izole edildigi tiir gokkusagi alabaligi olsa
da, Atlantik somonu (Salmo salar) levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura (Sparus
aurata) gibi diger tiirlerden de izole edildigi bildirilmistir (Karatas, 1996; Avsever vd.,
2002). Bu tiirler disinda yine yetistiriciligi yapilan kaynak alabaliginda (Salvelinus



fontinalis) deri lezyonlar1 ile seyreden enfeksiyonlara neden oldugu rapor edilmistir

(Kayis ve Er, 2014).

1.2. Bakterilerin Tanimlanmasi

Bakterilerin tiir bazinda tanimlanmasi-siniflandirilmast amaciyla cesitli
yontemler ve kriterler ortaya konulmustur. Oncelikle bakterilerin hiicre duvari yapisi
(Gram boyama) ve hiicre sekilleri (kok, basil, spiral) siniflandirma ilk 6nem arz eden
kriterler olmustur. Bunun yani sira bakterilerin siniflandirilmasinda flagella, kapsiil,
spor, pillus ve plazmid gibi ihtiva ettikleri bazi yapilar da kullanilmaktadir. Tiim bu
tanimlama kriterlerini takip eden bakterilerin ¢evresel tercihleri de tanimlamada 6nemli
admmlar1 olusturmaktadir. Ornegin bakterilerin sicaklik, oksijen, tuzluluk ve pH gibi
tercihleri bakterilerin tanimlanmasinda c¢ok ©Onemli detaylara ulagsmada yardimci
olmaktadir. Bakterilerin siniflandirilmasinda kullanilan tiim bu kriterleri, giinlimiizde
ileri tanimlama teknikleri ile kombine olarak etkin bir sekilde gecerliligini
korumaktadir. Bu ileri teknikler histolojik, serolojik, biyokimyasal ve molekiiler olarak
ana basliklar halinde zikredebiliriz.

Gilintimiizde farkli mikroorganizmalarm (viral, bakteriyel, fungal, parazit) tanisi
amaciyla serolojk yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler ile bakterilerin
smiflandirilmasinda kalitatif ve kantitatif yontemler olmak {izere baslica iki sekilde
yapilmaktadir. Kalitatif yOntemler; presipitasyon, flokiilasyon, agliitinasyon ve
komplemanfiksasyon testleridir. Kantitatif yontemler ise; tiirbidimetriknefelometrik

dlciimler ve isaretlenmis immiinokimyasal 6l¢iimlerdir (Onalan vd., 2016).

1.3.1. Biyokimyasal Yontemler (Fenotipik Tanimlama)

Biyokimyasal testler hizli uygulanabilir olmasi, maliyeti diisiik ve kisa zamanda
sonug¢lanmas1 gibi avantajlara sahip tanimlama testleridir. Baz1 6zel patojenlerde tiir
tespiti sadece biyokimyasal testlere gore dahi yapilabilmektedir. Bakteriler
biyokimyasal aktivite yoniinden birbirlerinden oldukca farkliklar gosterirler. Ayni cinse
ait tlirler ya da ayn tiirlin farkli bireyleri arasinda dahi farkliliklar bulunabilmektedir.

Bazi durumlarda ise, ayni tiir bile her zaman benzer karakter de olmayabilir.
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Biyokimyasal test yontemleri bakterilerin saf ve taze kiiltlirleri lizerinde
uygulandiginda dogru sonuglar veren ve bazi standartlar ¢ercevesinde uygulandiginda
tanimlamada referans olarak kullanilabilen testlerdir. Bu testler igerisinde indol, jelatin,
eskulin, tire, seker testleri, metil kirmizis1 ve voges-proskauer gibi testler siklikla
kullanilan bazi testlerdir.

Bakterilerin fakli karbon kaynaklarini (sekerler, aminoasitler, alkoller vb.)
enerji kaynagi olarak kullanmaktadir. Tanimlama esast1 bu noktadan hareketle
kurgulanmistir. Bu amagla bir¢ok biyokimyasal testi bir arada bulunduran test kitleri
pratik olarak kullanilmaya baslanmistir. Analytical Profile Index/Analytab Production
Incorporation (API), Microgen ID test kitleri gibi {iriinler bu sistemlere 6rnek olarak
gosterilebilir (Amandi vd., 1982).

Genellikle insan patojenlerine yonelik olarak tasarlansa da bu test kitleri ile
balik patojeni olan birgok mikroorganizma tanimlanabilmektedir. Ozellikle API test
kitleri kullanilarak tanimlanan balik patojenleri ile ilgili yayinlar ¢cok yaygindir. Bu
baglamda bakildiginda API panel testlerinin balik patojeni bakterilerin
tanimlanmasinda basar1 oram ile ilgili bir ¢alismalar da mevcuttur. Bahsi gecen bu
calismada baz1 bakterilerin 6zellikle iirlin sisteminde yer almamasi nedeniyle yanlis
tanimlanabildigi bildirilmistir. Ayrica, balik patojeni bakterilerin inkiibasyon sicaklik
degerleri ile panel sistemlerinin optimum sicaklik degerinin farkli olmasi, tuzlu su
kokenli patojenlerin tanimlamasma yonelik eksiklikler gibi sorunlar bu kitlerin
kullaniminin klasik testler ile dogrulanmasi gerekliligini ortaya koymaktadir (Popovic
vd., 2004). Hareketli Aeromonas komplek, A. salmonicida, Vibrio anguillarum,
Pasteurella piscicida ve Yersinia ruckeri tirlerini igerin 223 farkli izolat API-20E
sistemi ile tanimlanmis ve sonuglar klasik biyokimyasal testleri ile kiyaslanan bir
calismada, tiir bazinda farkli sekerlerin, lizin dekarboksilaz (LDC), Voges Proskauer
(VP), sitrat ve jelatinaz reaksiyonlarmin fermantasyonu icin yanlhs negatif ve pozitif
reaksiyonlarm API 20E test kitlerinde varligi belirlenmistir (Santos vd., 1999).

Yukarida bahsedilen bazi eksik kalan yonlerine ragmen balik patojenlerinin
hizli test kitleri ile tamimlanmasi oldukga yaygmndir. Ornegin Dogu Karadeniz
Bolgesinde kiiltiirii yapilan gokkusag1 alabaliginda Yersinia ruckeri etmeninin API 20E
test kiti kullanilarak tanimlamasi yapilmistir (Balta vd., 2005). Yine Vibrio anguillarum
ve V. ordalii (Grisez vd., 1999) API 20E kiti ile tanimlamasi1 yapilmistir. Buna benzer
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calismalar yaninda farkli ticari tanimlama kitlerinin kiyaslanmasi seklinde olan
calismalar da mevcuttur. API 20E ve BBL Crystal E/NF farkl test kitlerinin levrek
(Dicentrarchus labrax) baliklarinin i¢ organlarindan izole edilen bakterilerin
tanimlanmasinda kullanildigi ve farkli sonuglar elde edildigi bildirilmistir. API 20E test
kiti bir susu %37 dogruluk derecesi ile Pseudomonas spp. olarak tanimlarken, ayni
bakteriyi BBL Crystal E/NF kiti %99 dogruluk derecesi ile Flovabacterium odoratum
olarak tanimladig: bildirilmektedir (Popovic vd., 2004).

Yukarida test kitlerinin tanimlama i¢in olduk¢a iy1 sonuglar verdigini, ancak
baz1 yanlis tanimlamalarin olabilecegi ile 6rnekler ise, bu alanda daha fazla ¢alisma
yapilmasinin ve Kkitlerin  kullanilabilirligine  katki  saglanmasi  gerektigini

gostermektedir.

1.3.2. Molekiiler Yontemler

Canlilarin molekiiler tanimlamasi son yillarda tiim diinyada oldukca
yaygmlagmig hatta gecerli olan 6nemli bir yontem olarak kabul gérmeye baslanmistir.
Ozellikle molekiiler tan1 teknikleri, geleneksel tan1 tekniklerinden, patojenlerden daha
hizl1 ve daha hassastir. Hastalik belirtisi gostermeyen baliklardan da tespit edilebilir
olmas1 nedeniyle hastaliklar1 6nlemeye yardimci olma oOzelligi gosterdigi ifade
edilmektedir. Boylece antibiyotik ile tedavi engellenebilecegi ve direng olusumuna
sebebiyet verilmeyecegi bildirilmistir (Altinok ve Kurt, 2003).

Bu yontemde Oncelikle bakterilerin DNA’s1 uygun yontemler ile elde
edilmektedir. Bunun i¢in bakterinin canli olmasi ya da izole edilmis olmasi
gerekmemektedir. Baliklarin farkli dokularimdan da izole edilmeden bakterilerin
DNA’s1 elde edilebilmektedir (Altmok vd., 2008). Bu 6zellik molekiiler yontemlerin
onemli avantajlarindan birisidir.

Molekiiler tan1 yontemleri igerisinde en yaygin olani siiphesiz polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR). Bu yontemde bakteriye 6zgii ya da {iniversal diye tanimlanan kisa
DNA pargaciklari (primer) kullanilmaktadir. Ozel bir jel igerisinde elektrik yiikii ile
yiriitiilen DNA parcaliklarinin uzunluklarina gore ya da baz dizilim analizlerine gore
bakteriler tanimlanmaktadir. Bu metot ile birden fazla bakterinin ayni anda

tanimlanmasina yonelik ¢coklu PCR (Multiplex PCR) yontemi de gelistirilmistir. Bu
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temel tanimlama yOontemi disinda Restriksiyon Parcacik Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP), Cogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP), Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPD) gibi degisik yontemler de kullanilmaktadir (Altinok vd.,
2008).

Molekiiler yontem ile geleneksel fenotipik tanimlama yOntemlerinin
kiyaslandigr balik patojeni bakteriler {izerinde yapilmis caligmalar mevcuttur.
Ulkemizde Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yetistiriciligi yapilan balik tiirlerinden izole
edilen bakteriler hem biyokimyasal hem de molekiiler yontemler ile tanimlanmistir
(Kayis, 2009). Bu ¢alismada Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, Yersinia
ruckeri, Flavobacterium columnare ve Renibacterium salmoninarum bakterileri her iki
yontem ile tanimlamaya calisilmis ve farkli sonuglar elde edilmistir. Caligmada
molekiiler yontemler ile Aeromonas salmonicida 28 farkli 6rnekten izole edilirken
biyokimyasal yontem ile 4 Ornekten izole edilebilmistir Bu baglamda
degerlendirildiginde Aeromonas hydrophila 43 ve 11, Yersinia ruckeri 55 ve 20
sirastyla molekiiler ve fenotipik yontem ile ifade edilmistir. Bahsi gecen ¢alismada
Flavobacterium columnare 8 Ornekte molekiiler olarak tanimlanirken fenotipik
yontemde hig izole edilememistir (Kayis, 2009).

Son yillarda balik patojeni bakterilerin tanimlanmasinda miimkiin olan tiim
tanimlama yontemlerinin bir arada sunulmasi ve dogrulama yapilmasi istenmektedir.
Bu nedenle arastrmacilar caligmalarinda molekiiler ve fenotipik tanimlama
yontemlerini bir arada sunmaktadir. Bu baglamda sunulan bu tez caligmasinda,
molekiiler yontemler ile daha 6nce tanimlanan Aeromonas hydrophila ve Aeromonas
sobria bakterilerinin farkli tanimlama kitleri olan API 20NE ve Microgen GN-ID A+B
Panel kiti ile tanimlamasmin yapilmasi amaclanmistir. Bu sayede her iki yontemin
kiyaslamasi yapilmis ve ticari olarak kullanimda olan iki farkli tanimlama kitinin bahsi
gecen balik patojeni bakterilerde kullanimi belirlenmistir. Kitlerin kendi aralarinda

kiyaslamasi1 da yapilmis ve tanimlamada dogruluk dereceleri belirlenmistir.



YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan Bakteriler

Calisgmada oOrnek olarak kullanilan bakteriler Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvari’nda stoklananmis
daha once farkli baliklardan, su iiriinleri isletmelerinin su giris sistemlerinden izole
edilen ve molekiiler yontemler ile tanimlanan Aeromonas hydrophila ve Aeromonas
sobria bakterileridir. Bu bakterilere ait bilgiler Tablo 1 ve Tablo 2’de verilmistir. Bu
bakteriler diginda testlerde kullanilmak iizere ayni bakterilere ait American Type
Culture Collection (ATCC) susu bakteriler de ¢alismada dogrulama amaglh olarak
kullanilmistir. Kullanilan ATCC suslar1 ATCC7966 (Aeromonas hydrophila), ve
ATCC43979 (Aeromonas sobria) drr.

Tablo 1. Calismada kullanilan Aeromonas hydrophila bakterileri ve izole edildikleri
balik/su 6rnekleri

Kod Konak/Ornek Doku Bolge Kabul No
K31 Alburnus derjugini Bobrek Gilimiishane MK548537

D7 Capoeta banarescui Dalak Artvin MT730008
D13 Capoeta ekmekciae Dalak Artvin MT730009
D17 Squalius orientalis Dalak Artvin MT730010
D22 Squalius orientalis Dalak Artvin MT730011

Y1 Salmo sp. Yumurta Rize MT730013
Y21 Kuluckahane Su Rize MT730014
Y28 Kuluckahane Su Rize MT730015
Y33  Onchorhyncus mykiss Bobrek Rize MT730016

Aeromonas hydrophila bakterilerinin izole edildigi 6rnekler igerisinde 6 farkli
balik tiirii ve su numunesi bulunmaktadir. Bunun disinda Giimiishane, Artvin ve Rize

olmak tiizere 3 farkli ilden 6rneklemeler yapilmistir.



Tablo 2. Calismada kullanilan Aeromonas sobria bakterileri ve izole edildikleri
balik/su ornekleri

Kod Konak/Ornek Doku Bolge Kabul No
KY1 Salmo sp. Dalak  Gumiishane pNK548497
K18 Alburnus derjugini Karaciger ~Glimiishane px548526
Y3 Salvelinus fontinalis Yumurta Rize MT730021
Y4 Onchorhyncus mykiss Yumurta Rize MT730019
Y8 Salmo sp. Yumurta Rize MT730020
Y18  Onchorhyncus mykiss Bobrek Rize MT730017
Y19 Salmo sp. Bobrek Rize MT730018
Y25 Kuluckahane Su Rize MT730022

109  Onchorhyncus mykiss Bobrek Giircistan ~ MT730012

Aeromonas sobria bakterilerinin izole edildigi 6rnekler igerisinde ise 4 farkl
balik tiirii ve su numunesi bulunmaktadir. Bunun disinda Giimiishane ve Rize olmak

iizere 2 fakli ilden ve Giircistan olmak tizere farkl bir iilkeden de 6rnek kullanilmistir.

2.1.2. Kullamilan Fenotipik Tanimlama Testleri

2.1.2.1. API 20E Test Kiti

Bu kitlerden ilki, Biomerieux firmasma ait olan API 20NE test Kkitidir.
Biomerieux firmasmin ilk kurucusu olan Marcel Mérieux, Louis Pasteur den biyoloji
egitimi almis bir bilim insanidir. Lyon'da (Fransa) 1897'de Institut Mérieux isminde bir
analiz laboratuvar1 kurmustur ve ilk antitetanus serumunu gelistirmistir. Sirket
biinyesinde ilk in vitro diagnostik test i¢in reaktiflerin {iretimine yol acan bir teknik
gelistirmig. Daha sonralar1 1963'te Institut Mérieux ve Becton-Dickinson arasindaki
50/50 ortaklig1 olan B-D Meérieux'un yonetimini devralmis ve analiz laboratuvarlari
icin genis bir {irlin yelpazesi sunmustur. Son olarak 1974'te sirket ismi bioMérieux
olmustur. Son 45 yil icinde, bioMérieux in vitro teshis alaninda ciddi gelismelere sahip
olmustur. Ozellikle bakteri, viriis ve maya gibi organizmalarin tanimlanmasima yonelik

genis iiriin yelpazesine sahiptir.
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Bu caligmada kullanilan API 20NE test kiti (Analytical Profile Index) Gram
negatif, non-Enterobacteriaceae grubuna ait bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan

test kitidir. Kit icerisinde 20 ayr1 test bulunmaktadir (Sekil 1).

REF.: I (

/i), BIOMERIEUX

07224 B

Origine / Source / Herkunft /

API® 20 NE Origen /Origem/ MpoéAeyon

Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

NOJTRPQLUAQU!BE ESC GEL PNGlﬁLUlAMlMJlMMlNMlMAHlQ] EM(AMM.II LCT_TILAQ OX‘

UN2018

Imprimé en France / Printed In France  toand 201

L _7goe b rm BRI

Autres tests / Other tests / Andere Tests / Ident./ Tauromoinan
Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AMeg e€erdoeigdra tester /

Andre tests / Inne testy :

Sekil 1. API 20 NE test kiti sonu¢ formu

Sekil 2. API 20 NE test kiti

Bu test kitinde stokrom oksidaz pozitif bakterilerin tanimlamasi yapilmaktadir.
Kit igerisinde sitrat, eskulin, iire, jelatin, gibi testlerin yam sira, glikoz, arabinoz,
mannitol, maltoz gibi seker testleri de bulunmaktadir. Bu test kiti ¢alisma i¢in Recep
Tayyip Erdogan Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi nin destekledigi FYL-2019-
1023 kodlu proje imkanlari ile temin edilmis ve her bir test kiti i¢in 29.11.2019 tarihi
itibartyla 80 TL maliyet belirlenmistir.

2.1.2.2. Microgen GN-ID A+B Panel Test Kiti

Microgen Bioproducts, Biomerieux firmasina gore ¢ok yeni olan, 1994 yilinda
kurulmus bir firmadwr. Uriin yelpazesi, mikrobiyoloji, seroloji, hematoloji,

bakteriyoloji ve viroloji alanlarinda kapsamaktadir. Ingiltere merkezli olan firma,
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100'den fazla 6zel distribiitor agiyla 80'den fazla iilkeye ihracat yapan onemli bir
uluslararasi igletmedir. Microgen GN-ID A+B Panel Test Kiti, 12 subsrattan olusan
Microgen GN-A ve 12 subsrattan olusmus 24 testlik bir test kitidir (Sekil 2).

UR |VP]| cIT | DAl
C|ARA ADO RAF| SAL ,Aﬁﬁl

HeS |GLUIMAN| XYL |onpG| IND)
I GELIMAL INO |SOR|RHA suc, T

Sekil 3. Microgen GN-ID A+B panel test kiti

[ —
GN-ID A+B PANEL MLESDG =N
REPORT FORM _ BICP3ICDUCTS

- = = R

R Specimen Type: N

"I Date:
GN A wells GN B wells
Wk N -%z]‘;: als5e 7%UT‘9 NEINEEY EEREDNEDS ED éTm 19 zé 21 é]m 24
; =) | oo 3 P = -

Reaction § Sg = 8 B} §§O§ eg._g _=:§

EHE PR T
Result
Ml! 4|2|1||4|2(|1]4|2|1]4|2(1]4(2(1J4(2|1]4|2(1]44|2]|1]a|2]1
Sum of Positive
Octal Code: Final Identification:

WF6125/2017 Rev 02

Sekil 4. Microgen GN-ID A+B panel test kiti sonug rapor formu

Bu kitte de API 20 NE den farkli olarak H»S iiretimini gdsteren test iki kit
arasindaki onemli bir farktir. Her iki test kitinin igerdigi testler ve farkliliklar Tablo

3’de verilmistir.
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Tablo 3. Calismada kullanilan kitlerin igerdigi testler.

Test API 20 NE Microgen GN-ID A+B
NO; Nitrat Lisin
TRP L-triptofan Ornitin
GLU D-Glikoz (fermentasyon) H»S
ADH L-Arjinin Glikoz
URE Ure Mannitol
ESC Eskiilin Ksiloz
Gt oA
PG commmonide 10l
GLU D-Glikoz Ure
ARA L-Arabinoz V.P
MNE D-Mannoz Sitrat
MAN D-Mannitol TDA (triptofan)
NAC N-Asetil glikosamin Jelatin
MAL D-Maltoz Malonat
GNT Potasyum glukonat Inositol
CAP Kaprik asit Sorbitol
AD Adpik asit Ramnoz
MLT Malik asit Sukroz
GN-B
CIT Trisodyum sitrat Laktoz
PAC Fenil asesik asit Arabinoz
Adanitol
Rafinoz
Salisin
Arjinin
Microgen kitinde nitrat testi diger testlerin sonucuna gore ayrica

belirlenebilmektedir. Bu test kiti ¢alisma icin Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Birimi’nin destekledigi FYL-2019-1023 kodlu proje imkanlar
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ile temin edilmis ve her bir test kiti i¢in (Microgen ID A+B) 17.12.2019 tarihi itibariyla
60 TL maliyet belirlenmistir.

2.2. Yontem

2.2.1. Bakterilerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan tiim bakteriler, -80°C ¢ den c¢ikarilmig ve Tryptic Soy
Agar (TSA) (Merck 1.05458) besiyerine aseptik olarak inokiile edilmislerdir. Etiivde
22 £2°C’ta, 24 saat inkiibe edilmisler ve saf olarak elde edilmislerdir.

2.2.2. Testlerin Uygulanmasi ve Tanimlama

Saf olarak besiyerinde elde edilen bakteriler test kitlerinin yonergesinde
belirtilen sekilde kitlere inokiile edilmistir. API 20NE kitleri 29+2°C’de 24-48 saat,
Microgen kitleri ise 35-37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Bahsi gecen siirelerin
sonunda her iki kit i¢in belirlenmis degisik reaktif maddeler testlere ilave edilmis ve
yonergede bahsedilen renk degisimlerine gore bakterilere ait kodlar olugmustur.
Testlere eklenen madde ve reaktifler, Microgen i¢in; mineral yag, Kovac’s reaktifi,
VPI-VPII, Nitrat A ve Nitrat B, TDA reaktifi, API 20 NE i¢in Mineral yag, Nitl ve
Nit2, Zn ve James soliisyonudur.

Uygulanan reaktifler sonucunda renk degisimlerine gore elde edilen kodlar
(Sekil 5), (Sekil 6) lisansli olan ApiWeb ve Microgen ID sofware sistemlerine

yiiklenerek bakterilerin tanimlamasi yapilmistir.

14



™MGNAID
‘mfﬂiﬂm 1 2 3 4 : 6 1 8 9 10 1 1 7
Reacson Lyme |Omtme| HS | Ccow | Mosmiml | Xeloe | ONPG | fadode | trew | ve | ctoe | TDA Niae
= 0|3 ®(3)*e |00 ®| O

(0] ® ® 0]

e | @S .® %0 @
i o @ ® ol @
__Microgen™ GN B ID
i u 15 16 17 18 19 Iy 1 n 3 Y} H

oo 0|0 & oooo O
® o0 o/ & o 0 |0 &)

B O <
- o ©

Sekil 6. API 20NE kiti i¢in pozitif ve negatif renkler gosteren skala. Ust kisim negatif,
alt kisim pozitif sonuclardir (URL-2).
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3. BULGULAR

Calismada Aeromonas sobria olarak daha 6nce molekiiler tanimlama yapilmis
suslar tizerinde yapilan API 20NE test sonuglari irdelendiginde biitiin bakteriler
iizerinde denenen 20 testin 14’ii ATCC sus ile ayni sonucu vermistir. Buna karsin 6 test
(GLU, ADH, ESC, ARA, CAP, CIT) ise tiim bakteriler i¢cin ATCC sustan farkli olarak
belirlenmistir (Tablo 4). Ancak sonucta elde edilen kodlarin Apiweb dogrulamasinda
ATCC sus dahil 10 bakteriden sadece Y 8 kodlu bakteri 4. sobria olarak belirlenebilmis,
ATCC sus bakteri dahil 8 bakteri Aeromonas hydrophila olarak belirlenmistir (Tablo
8). Bu kapsamda Y3 susu Burkholderia capecia, K18 susu ise Vibrio alginolyticus

olarak tanimlanmustir.

Tablo 4. Molekiiler olarak Aeromonas sobria olarak tanimlanmis olan suslarin API
20NE test sonuglari

KY1 Y18 Y19 Y4 Y8 Y3 Y25 K18 109 ATCC

NOs + + + + + + + + + +
TRP + + + + + + + - + +
GLU + + + + + - + - - +
ADH + + + + + - + - + +
URE - - - - - - - - - -
ESC + + + + - - + - + +
GEL + + + + + + + + + +
PNG + + + + + + + + + +
GLU + + + + + + + + + +
ARA + - + + - - - - + -
MNE + + + + + + + + + +
MAN + + + + + + + + + +
NAG + + + + + + + + + +
MAL + + + + + - + + + +
GNT + + + + + + + + + +
CAP + + + + + + + - + +
ADI - - - - - - - - - -
MLT + + + + + + + + + +
CIT + - + + + + + - + +
PAC - - - - - + - - - -
(0),4 + + + + + + + + + +
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Calismada Aeromonas hydrophila olarak daha dnce molekiiler tanimlama yapilmis
suslar iizerinde yapilan API 20NE test sonuglar1 irdelendiginde ise 20 testin 17’si tiim
bakterilerde ATCC sus ile ayn1 karakterde, 3 test ise (GLU, MAN, CIT) farkh 6zellik
gostermistir (Tablo 5). Ancak kodlarin Apiweb dogrulamasinda ATCC sus dahil 10
bakteriden 8’1 A. hydrophila olarak dogrulanmis, sadece 2 sus tanimlanamamistir
(Tablo 8). API 20NE testlerinde bakterilerin tanimlanmasinda yer alan testler i¢erisinde

sitrat (CIT) testi her iki bakteri grubunda da farkliligin oldugu ortak test olmustur.

Tablo 5. Molekiiler olarak Aeromonas hydrophila olarak tanimlanan suslarin API
20NE test sonuglart.

Test K31 D7 D13 D17 D22 Y1 Y28 Y33 Y21 ATCC

NOs + + + + + + + + + +
TRP + + - + + + + + +
GLU + + + - + + + + +
ADH + + + + + + + + +
URE - - - - - - - - - -
ESC + + + + + + + + + +
GEL + + + + + + + + + +
PNG + + + + + + + + + +
GLU + + + + + + + + + +
ARA - + + + + + + + + +
MNE + + + + + + + + + +
MAN + + - + + + + + + +
NAG + + + + + + + + + +
MAL + + + + + + + + + +
GNT + + + + + + + + + +
CAP + + + + + + + + + +
ADI - - - - - - - - - -
MLT + + + + + + +

CIT + + - - + - -

PAC - - - - - - - - - -
0X + + + + + + + + + +

Microgen ID test kitinde ise toplam 24 test igerisinde tiim bakterilerde 18 test
ATCC Aeromonas sobria ile farkhilik arz etmistir (Tablo 6). Referans sus olan

ATCC(43979) ile ayn1 6zellik gdsteren sus sayis1 2 (KY1, Y18) olmustur.
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Tablo 6. Molekiiler olarak Aeromonas sobria olarak tanimlanmis suslarin Microgen ID
test sonuglar1.

Test KY1 Y18 Y19 Y4 Y8 Y3 Y25 K18 109 ATCC

(0).¢ + + + + + + + + + +
MOT + + + + + + + + + +
NIT + + + + + + + + + +
LYS + + + + + - + + + +
ORN - - - + - - + + - -
H,S - - - - - - - - - -
GLU + + + + + + + + + +
MAN + + + - + - + + + +
XYL - - - - - - + - - -
ONPG + + + + + - + + + +
IND + + + + + - + - + +
URE - - - - - + - - - -
VP + - + + + - + + - +
CIT + + + + + + + - + +
TDA - - - - - - - - - -
GEL - - - - - + . - + )
MAL - - - - - - + - - -
INO - - - - - - - + - -
SOR - - - - - - + - - -
RHAM - - - - - - + - - -
SuC + + + + + - + - - +
LAC - - - - - - - - - -
ARA - - - - - + + - - -
ADO - - - - - - - - - -
SAL - - - + - - + - - -
ARG + + + + + + + + + +
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Buna karsin dogruluk yiizdeleri farklilik arz etse de ATCC sus dahil olmak
iizere, 10 susun 8’1 A. sobria olarak tanimlanmistir. Aeromonas hydrophila suslarinin
Microgen ID test kitinde verdigi sonuclara bakildiginda ise 12 test biitlin suslarda
referans ATCC susu ile ayni1 6zelligi gosterirken (Tablo 7), higbir sus ayni1 dogrulama
koduna sahip olmamistir. Ancak, 9 farkli bakteriden 5’1 Aeromonas hydrophila olarak

tanimlanabilmistir (Tablo 8).
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Tablo 7. Molekiiler olarak Aeromonas hydrophila olarak tanimlanmig suslarin
Microgen ID test sonuglar.

Test K31 D7 D13 D17 D22 Y1 Y28 Y33 Y21 ATCC
0).4 + + + + + + + + + +
MOT + + + + + + + + + +
NIT + - + + + + + + + +
LYS + + - + + - - - - +
ORN - - - + - - - - - -
H>S - - - + - - + + - +
GLU + + + + + + + + + +
MAN + - + + - + + " n }
XYL - - - + - - + - + -
ONPG + + + + + + + + + +
IND + - - + + - + + . +
URE - - - - - - - - - -
VP - - - + - - - - + +
CIT + + + + + + + + + +
TDA - - - - + - - - - -
GEL - + + + - ¥ + + + )
MAL + - - - - - - - - -
INO - - - - - - - - - -
SOR - - - - + - - - - -
RHAM - - - - - - - - - -
SucC - - + + + - - - - +
LAC - - - - - - - - - -
ARA - - + + + - - + + -
ADO - - - - - - - - - -
SAL - - + + + - + + + -
ARG + - + + + + + + + +
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Tablo 8. Her iki test kitinin sonu¢larmin degerlendirilmesi.

Molekiiler tammmlamada Aeromonas hydrophila olarak isimlendirilmis bakteriler

API 20NE Microgen

Sus Kod (%) Bakteri ID Kod (%) Bakteri

K31 7576455 91,2 Aeromonas hydrophila 746622001 99,5 Aeromonas sobria
D7 7577755 99,3 Aeromonas hydrophila 644424000 95,9 Burkholderia cepacia
D13 5573754 99,8 Aeromonas hydrophila 706424123 99,7 Vibrio fluvialis

D17 7577754 99,9 Aeromonas hydrophila 777664123 98,2  Aeromonas hydrophila

D22 3577755 98,2 Aeromonas hydrophila 744660523 96,8 Aeromonas hydrophila
Y1 7544454 - Tammlanamadi 706424001 82,6 Aeromonas sobria

Y28 7577754 99,9 Aeromonas hydrophila 717624003 99,9 Aeromonas hydrophila
Y21 7577755 99,3 Aeromonas hydrophila 707624023 98,2 Aeromonas hydrophila
Y33 7544455 - Tanimlanamadi 716624023 99,7 Aeromonas hydrophila

ATCC 7577755 99,3 Aeromonas hydrophila 754660101 98,7  Aeromonas hydrophila

Molekiiler tammmlamada Aeromonas sobria olarak isimlendirilmis bakteriler

APl 20NE Microgen

Kod (%) Bakeeri ID Kod

(%) Bakteri

KY1 7577755 99,3 Aeromonas hydrophila 746660101 98,68 Aeromonas sobria
Y18 7576751 91,2 Aeromonas hydrophila 746620101 97,73  Aeromonas sobria

Y19 7577755 99,3 Aeromonas hydrophila 746660101 98,68 Aeromonas sobria

Y4 7577755 99,3 Aeromonas hydrophila 764660103 87,86  Aeromonas sobria
Y8 7176755 99,2 Aeromonas sobria 746660101 98,68 Aeromonas sobria
Y3 3076557 90,0 Burkholderia capecia 704124021 62,32 Pseudomonas aeruginosa

Y25 7576755 83,9 Aeromonas hydrophila 767662723 98,56  Aeromonas hydrophila
K18 1072744 62,4 Vibrio alginolyticus 766461001 56,36  Aeromonas sobria
109 3577755 98,2 Aeromonas hydrophila 746624001 97,07  Aeromonas sobria

ATCC 7576755 83,9 Aeromonas hydrophila 746660101 98,68 Aeromonas sobria

Caliyma sonucunda elde edilen verilere gore Aeromonas hydrophila
(ATCC7966) referans susu ile D17, D22, Y21 ve Y28 suslar1 her {i¢ tanimlama
yonteminde (molekiiler, API 20NE ve Microgen ID A+B) Aeromonas hydrophila

olarak tanimlanmistir. Yine sadece Y8 susu her 3 yontemde de Aeromonas sobria

21



olarak tespit edilebilmistir. Dikkat ¢eken bir diger konu ise ATCC43979 (Aeromonas
sobria) referans susunun API 20NE testinde Aeromonas hydrophila olarak hatal
tanimlanmis olmasidir. Her iki fenotipik test kitinde Aeromonas cinsi olarak

tanimlanamayan tek sus ise Y3 susu olmustur.

Tablo 9. Suslar ile ATCC referans suslarin benzerlik oranlar1

MICROGEN ID A+B API 20NE
Aeromonas sobria  Aeromonas hydrophila Aeromonas sobria Aeromonas hydrophila

Test ATCC Suslar (9) ATCC Suslar (9) Test ATCC Suslar (9) ATCC Suslar (9)
OoX + 9 + 9 NO3 + 9 + 9
MOT + 9 + 9 TRP + 8 + 8
NIT + 9 + 8 GLU + 6 + 8
LYS + 8 + 4 ADH + 7 + 9
ORN - 6 - 8 URE - 9 - 9
H.S - 9 + 3 ESC + 7 + 9
GLU + 9 + 9 GEL + 9 + 9
MAN + 7 - 7 PNG + 9 + 9
XYL - 7 - 6 GLU + 9 + 9
ONPG + 8 + 8 ARA - 4 + 9
IND + 6 + 5 MNE + 9 + 8
URE - 8 - 9 MAN + 9 + 9
VP + 5 + 2 NAG + 9 + 8
CIT + 8 + 9 MAL + 8 + 9
TDA - 9 - 8 GNT + 9 + 9
GEL - 6 - 2 CAP + 8 + 9
MAL - 8 - 7 ADI - 9 - 9
INO - 7 - 9 MLT + 9 + 9
SOR - 8 - 7 CIT + 7 + 5
RHAM - 8 - 9 PAC - 8 - 9
SuC + 5 + 3 OoX + 9 + 9
LAC - 9 - 9

ARA - 6 - 4

ADO - 9 - 9

RAF - 8 - 9

SAL - 5 - 3

ARG + 8 + 7
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Giliniimiizde biyokimyasal tan1 yOntemleri bakterilerin tanimlanmasinda
oldukca yaygin kullanimi olan ticari iiriinlerdir. Bu kitlerin balik patojeni olan
bakterileri tanimlamada kullanilabilirligi ile ilgili yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Bu
calismalarda bazi bakterilerin inkiibasyon sicaklik degerleri, sucul sistem farkliliklar1
gibi sebepler ile hatal tanimlanabildigi bildirilmektedir (Popovic vd., 2004). Ornegin,
yaygin ve bilinen balik patojeni olan Yersinia ruckeri bakterileri ile yapilan bir
calismada API 20E test kitinin tanimlamada kullanilabilirligi arastirilms, referans sus
ile kullanilan 9 farkli izolat arasinda sadece arjinin dehidrolaz testinin farkli sonug
verdigi belirlenmistir. Bunun disinda diger tiim testlerin referans sus ile ayn1 6zellikte
oldugu rapor edilmistir (Balta vd., 2005). Farkli balik patojeni bakterilerin API Kitleri
ile tamimlamasi yaygin olmakla birlikte, APl 20NE test kiti ile balik patojeni
Aeromonas tiirlerinin tanimlamasma odakli yapilan bir ¢alismada bu testin dogru
tanimlamada tek basina yeterli olmadigi ifade edilmistir. Ancak farkli test kitleri
(Aerokey II) ile desteklenmesi sonucunda daha dogru tanimlama yapilabilecegi
belirtilmistir. Yanlis tanimlamanin nedenleri arasinda bu test kitlerinin tanimlama
yazilimlarinda Aeromonas tiirlerine ait bazi tiirlerin yer almamasi gosterilmistir (Awan
vd., 2005). API 20NE 6zelinde irdelendiginde ayni ¢alismada Aeromonas hydrophila,
A. sobria, A. scuberti, A. caviae, bakterilerini i¢erin 55 bakterinin tanimlamasi
yapilmistir.  Biitiin  suslarda nitrat, jelatin, mannitol, p-Nitropyhenyl-BD
galactopyranoside (PNG), glukoz, N-Asetil glikosamin (NAG), maltoz, kaprik asit
(CAP) gibi testlerin pozitif, iire, adpik asit (ADI) ve fenil asetik asit (PAC) testlerinin
ise negatif sonu¢ verdigi rapor edilmistir. Bahsi gecen calismada referans sus
kullanilmamis ve bir dogrulama yapilmamistir (Hassan vd., 2017). Sunulan bu tez
calismasinda referans sus olarak ATCC suslar1 kullanilmig ve diger izolatlar ile kiyas
yapma imkani olmustur. Buna gore yukarida bahsi gecen ¢alismada oldugu gibi bu
calismada da nitrat, jelatin, PNG, glikoz, mannitol, maltoz testleri tiim izolatlarda ve
referans susta pozitif, iire ve ADI testleri ise negatif olarak belirlenmistir. Ayrica GNT
testi de bu ¢alismada her iki bakteri i¢in biitiin suslarda pozitif sonu¢ vermistir.
Yanultict sonuglar ile ilgili bir degerlendirme yapilacak olunursa, 6zellikle sitrat (CIT)

testi referans sustan her iki bakteri i¢in de farkli sonuglar vermistir. Bunun disinda
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Aeromonas sobria i¢in arabinoz (ARA) testi olduk¢a yaniltict sonu¢ vermistir.
Aeromonas hydrophila i¢in ise sitrat disinda diger tiim testler referans sus ve izolatlar
arasinda ¢ok az bir degisiklik gostermistir. Bu anlamda bakildiginda API 20NE test
Kitinin Aeromonas hydrophila tanimlamasinda oldukga basarili oldugu sdylenebilir.
Ancak calismada API 20 NE test kitinin Aeromonas sobria tanimlamasinda referans
sus dahil tanimlamada yaniltict sonug verdigi agik¢a ortaya konulmustur.

Microgen ID test Kitlerinin patojen bakterileri tanimlama konusunda API
testleri kadar yaygin bir kullanimi yoktur. Ancak yine de bazi ¢alismalarda kullanildigi
rapor edilmistir. Ozellikle deniz kaplumbagas1 yumurtalarindan izole edilen bakteriler
ile yapilan bir ¢alismada API ve Microgen ID testleri ile molekiiler tanimlama
yontemlerinin kiyaslandigi bir ¢alisma oldukca detayli bir bilgi icermektedir. Bu
calismada Gram negatif rod seklinde olan bakterilerin tanimlanmasinda en iyi sonucu
Microgen ID testlerinin verdigi ifade edilmektedir (Awong-Taylor vd., 2007). Yine
inci  kefali (Chalcalburnus tarichi) o6rneklerinden elde edilen bakterilerin
tanimlanmasinda Microgen ID kitleri kullanilmis ve bahsi gecen calismada Aeromonas
hydrophila, A. caviae tanimlamasi yapilmistir. Ancak ¢alismada Aeromonas sobria
izole edilemedigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada spesifik primerler yardimiyla
tamimlamaya gidildiginde yine Aeromonas sobria izolasyonunun yapilamadigi
Aeromonas hydrophila ve A. caviae izolasyonunun yapildig1 bildirilmistir (Giilaydin
vd., 2018). Bu sonuglar molekiiler ¢alismalar ile Microgen ID sisteminin uyumlu
oldugu anlasilmaktadir. Sunulan bu c¢alismada da ozellikle Aeromonas sobria
izolatlarinin tanimlanmasinda Microgen ID testinin olduk¢a basarili oldugu
gozlemlenmistir. Ozellikle her iki bakteri icin referans suslarm bu tanimlama
sisteminde dogru tanimlanmasi olduk¢ca Onem arz eden bir konudur. Molekiiler
tanimlamada verilen bilgilerin, Microgen ID sisteminde de dogrulanmasi bir avantaj
olarak kabul edilebilir.

Microgen ID testlerinde bu caliyma kapsaminda ozellikle Aeromonas
hydrophila izolatlar1 i¢in V.P., mannitol (MAN), jelatin (GEL) ve lisin (LYS) testleri
referans suslardan oldukga farklilik arz etmistir. Buna karsin glikoz (GLU), iire (URE)
ve sitrat (CIT) gibi testler referans suslar ile uyumlu sonuglar arz etmistir. Bu baglamda
irdelendiginde API 20NE ile kiyaslandiginda CIT testinin Microgen ID testinde daha

basarili sonug verdigi soylenebilir.
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Bilimsel ¢aligmalarda g¢alismanm dogru sonug¢ vermesinin 6nemi kadar
calismanin maliyeti de 6nem arz etmektedir. Bu calismada bakterilerin molekiiler
tanimlanmasina ve referans suslar ile benzerlik gostermesine yonelik incelemede
Aeromonas hydrophila igin API 20NE daha dogru sonug verse de Microgen ID A+B
test kitininde kullanilabilecegi gozlemlenmistir. Ancak Aeromonas sobria igin bu
calismaya gore API 20NE testinin glivenli kullanilamayacagi buna karsin Microgen ID
A+B test kitinin oldukc¢a basarili oldugu sdylenebilir. Bu baglamda maliyet agisindan
bakildiginda da Microgen ID A+B test kitinin ¢alismanin yapildig1 yil icin API 20NE
test kitinden %25 daha ucuz oldugu belirlenmistir.

Sunulan bu ¢alismada kullanilan Y3 susu diger izolatlardan farkli olarak hi¢bir
test sisteminde dogru tanimlanamamustir. API 20NE sisteminde %90,0 oraninda
Burkholderia capecia, Microgen ID siteminde ise %62,32 oraninda Pseudomonas
aeruginosa olarak tanimlanmustir. Diger izolatlar ile kiyaslandiginda API testinde PAC
ve MAL, Microgen ID testinde ise URE testleri farkli sonu¢ vermistir.
Burkholderia cinsi 50'nin tizerinde tanimlanmis bakteri tiirlerini ihtiva etmektedir.
Ozellikle B.cepacia, Pseudomonas cinsi ile de yakin iliskili bir tiirdiir. Hatta B. cepacia
biyokimyasal 06zellikleri, antibiyotik hassasiyeti, hiicresel farkliliklar1 ve yapilan
molekiiler caligmalar Oncesinde Pseudomonas cepacia olarak smiflandirilmistir
(Baylan, 2012). Bu bilgiler degerlendirildiginde API 20NE test sistemininde
Burkholderia capecia olarak tanmmlanan bakterinin, Microgen ID testinde de

Pseudomonas aeruginosa olarak tanimlanmasi bu benzerlik ile ifade edilebilir.
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5. ONERILER

Gergeklestirilen bu tez calismasimnin sonuglari 1s1¢1inda konu ile ilgili arastiricilara
sunulabilecek Oneriler asagida siralanmustir.

1. Bahsi gegen tanimama kitleri genellikle insan patojeni olan bakterilere
yonelik olarak tasarlanmig kitlerdir. Bu nedenle balik patojeni bakterilerin
tanimlanmasinda yaniltici sonuglar verebilir. Ancak yapilacak ¢alismalar ile miimkiin
olan en dogru sonugclara ulasilabilir. Bu ¢alisma ile siklikla kullanilan API 20 NE test
kitinin 6zellikle Aeromonas hydrophila ig¢in olduk¢a dogru sonuglar verdigi ancak
Aeromonas sobria i¢in kullannommnm uygun olmadigi anlasilmaktadir. Buna karsin
yayginligi cok olmasa da Aeromonas sobria bakterisinin tanimlanmasinda Microgen
GN-ID A+B panel test kitinin kullanim1 daha dogru sonuglar verecektir.

2. Molekiiler yontemlere ile tanimlama da ATCC suslar ile uygun olan test kiti
Microgen GN-ID A+B olarak bulunmustur. Bu 6nemli bir detaydir. Bu nedenle bahsi
gecen bakterilerde bu test kitinin kullanimi tavsiye edilebilir.

3. Maliyet acgisindan bakildigin da yine Microgen GN-ID A+B test kitinin API
20NE kitine gore daha ucuz oldugu belirlemistir.

4. Bu konuda gelecekte yanlis sonug veren test iceriklerinin hangi sartlarda

dogru sonug verdigi arastiricilar tarafindan arastirilabilir.
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