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Hayvansal tirlinler arasinda yaygin bir sekilde tiiketilen si8ir eti kiymasi, hijyenik olmayan {iretim ve muha-
faza sartlarinda bakteri gelisimine uygun olabilmektedir. Aeromonas spp. ¢evrede yaygin bulunabilmekte ve
su ile iligkilendirilmektedir. Uretimde kullanilan kontamine suyla mikroorganizmalar iiriinlere gegmekte ve
halk saghg igin tehdit olusabilmektedir. Insanlar gogunlukla kontamine su ve et iiriinlerini tiiketmek sure-
tiyle enfekte olabilmektedir. Aeromonas spp. kusma, ishal ve gastroenterit gibi ¢esitli rahatsizliklara neden
olmaktadir. Ayrica, gocuklar ve yaslilar bu bakteriye daha duyarlidir. Yapilan bu ¢alismada, Afyonkarahisar
il merkezinde satiga sunulan 100 adet sigir eti kiymasinda Aeromonas spp. varligi klasik kiiltiir yontemi ile
aragtirilmustir. izole edilen bakteriler VITEK® 2 Compact ile tammlanmustir. Tespit edilen A. hydrophila
suslar1 PZR ile aerd ve hlyA gen varlig1 yoniinden arastirilmistir. Analiz sonucunda kiyma Orneklerinin
%3’linde 4. hydrophila identifiye edilmistir. Tanimlanan ii¢ bakterinin de aerd ve hlyA genlerinin her ikisine
de sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica identifiye edilen suglarin yalniz birer tanesinin amoksisiline ve nali-
diksik asite direngli oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, ¢iftlikten catala tiim kirmizi et liretim asamalarda
gerekli hijyen tedbirlerin alinmasi, muhafaza ve 1s1l isleme dikkat edilmesi ve tiiketicilerin bilgilendirilmesi
onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aeromonas hydrophila, Halk saghgi, Kiyma

ABSTRACT
Investigation of Aeromonas spp. in ground beef marketed in Afyonkarahisar

Ground beef as commonly consumed among animal products may be suitable for bacterial growth under
unhygienic production and storage conditions. 4eromonas spp. can be widely found in the environment and
it is associated with water. With contaminated water used in production, microorganisms pass into products
and may pose a threat to public health. People are often infected by consuming contaminated water and meat
products. Aeromonas spp. causes various disorders such as vomiting, diarrhoea and gastroenteritis. In addi-
tion, children and older people are more susceptible to these bacteria. In this study, the presence of Aeromonas
spp. was investigated by classical culture method in 100 ground beef samples which were sold in Afyonka-
rahisar city centre. The suspected Aeromonas spp. were confirmed with VITEK® 2 Compact. The detected
A. hydrophila strains were further investigated by PZR in terms ofaer4 and hlyA genes. At the end of the
analysis, A. hydrophila was identified in 3% of the ground beef samples. It was detected that all three bacteria
have both the aerd and AlyA genes. In addition, only one of the identified strains was found to be resistant to
amoxicillin and nalidixic acid. As a result, it is recommended to take necessary hygiene measures in all stages
of red meat production according to farm to fork, to give attention to storage, heat treatment and inform
consumers.

Keywords: Aeromonas hydrophila, Public health, Ground beef
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Giris

Aeromonas spp. ¢evrede bulunabilen ve dagilim agisindan
kozmopolit bir bakteridir (Praveen ve ark., 2016). Aeromo-
nas spp, insanlarda ishalin yani sira 6zellikle bagisiklik sis-
temi baskilanmig bireylerde septisemi, ciddi yara enfeksi-
yonlari, peritonit, menenjit ile goz, eklem ve kemiklerde en-
feksiyonlara neden olabilmektedir (Abbott et al., 1992). Ae-
romonas turleri iki farkli gruptan olusmaktadir. Bunlardan bi-
rincisi hareketsiz psikrofilik 4. salmonicida ve diger grup ise
iic mezofilik hareketli olan 4. hydrophila, A. caviae ve A. sob-
ria’dan olugsmaktadir (Praveen ve ark., 2014).

Gida kaynakli bir patojen olma potansiyeline sahip olan Ae-
romanas hydrophila, ekotoksinler ve sitotoksinler dahil ol-
mak {izere farkli viriilans faktorlerini iiretmektedir. Ayni za-
manda psikotrof bir bakteri olan, A. hydrophila sogutma ve
soguk muhafaza sirasinda gidalarda gelismekte ve toksin
olusturabilmektedir. Bu nedenle, insan tiiketimi i¢in gida-
larda A. hydrophila varliginin kontrol edilmesi gerektigi tav-
siye edilmektedir (Daskalov, 2006).Yapilan ¢aligsmalarda et-
kenin 6zellikle igme, kullanma ve yiizey sularindan siklikla
izole edildigi, ayrica kanatl eti, kirmizi et, balik, siit ve siit
irlinleri gibi hayvansal gidalarda da yiiksek oranda bulun-
dugu bildirilmistir (Ibrahim ve Mac Rae, 1991; Gobat ve
Jemni, 1993; Sachan ve Agarwal 2000; Kiipiillii ve ark. 2000;
Isleyici ve ark., 2006). Yapilan ¢alismalarda da goriildiigii
gibi insan saglig1 i¢in son derecede 6nemli bir patojen bakteri
olan Aeromonas tiirlerinin et ve et iiriinlerinden siklikla izole
edilmektedir. Bu nedenle yapilan bu calismada halk saglig
acisindan 6nemli tehlike arz eden Aeromonas spp.’nin Af-
yonkarahisar ilinde tiilketime sunulan sigir kirymalarinda var-
lig1 ile identifiye edilen suslarin antibakteriyel ilag direngli-
likleri aragtirilmugtir.

Materyal ve Metot
Materyal

Afyonkarahisar ilinden tiiketime sunulan 100 adet sigir
kiyma 6rnegi, hijyenik kurallara uygun olarak 200 g'dan az
olmamak {izere steril posetlere alarak, soguk zincir altinda
laboratuvara taginarak analize alinmstir.

Research Article

Metot
Aeromonas spp. izolasyon ve identifikasyonu

Laboratuara getirilen sigir kiyma ornekleri ayni giin iginde
homojen bir sekilde 25’er g alinarak {izerine 225 mL alkali
peptonlu su ilave edilmis ve 2 dk stomacherde homojenize
edildikten sonra 30 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon sonunda bu zenginlestirme sivisindan bir 6ze do-
lusu alinarak 6nceden hazirlanmis Aderomonas agara (Conda-
lab Cat:1370, 5mg/l Ampicilin igeren) ¢izme yoOntemi ile
ekim yapilmistir. Ekimi yapilan petriler 30°C de 24 saat in-
kiibasyona brrakilmustir. Inkiibasyon sonunda siipheli koloni-
lerden; gram boyama, oksidaz test, katalaz test, hareketlilik
testi, Vibriostatik ajan O/129’ a direnglilik, NaCl igermeyen
ve % 5 NaCl i¢eren Nutrient Broth’da lireme sonucu Aero-
monas spp. oldugu tespit edilen kiiltlirlerden tiir tayini yapil-
mustir (Palumbo ve ark. 1992; Anonim 2000). Identifiye edil-
len A hydrophila suglar1t VITEK® 2 Compact (Biomerieux)
ile gram negatif identifikasyon kartlart kullanilarak tespit
edilmistir.

DNA izolasyonu ve PZR iglemi

Genetik analizler i¢in hazirlanmis bakteri orneklerinden
DNA izolasyonu ve PZR analizi yapilmstir. Izolasyon igin,
DNA izolasyon kiti (Qiagen DNeasy® DNA izolasyon Kiti,
Almanya) kullanilmstir.

Primer tasariminda NCBI web sitesinden A. hydrophila’ya
0zgii aerAd ve hlyA genine ait tasarlanan primerler, FastPCR
6.0 (Kalendar ve ark., 2009) bilgisayar paket programindan
faydalanilarak kontrol edilmistir (Tablo 1).

PCR karigimi1 Taq DNA Polimeraz (Ampliqon, Danimarka)
kullanilarak her bir 6rnek i¢in 25 pl’lik final hacimde olacak
sekilde hazirlanarak, PZR cihazinda analiz gerceklestirilmis-
tir (T100™ Thermal Cycler, Bio-Rad, ABD).Daha sona PZR
tirlinleri 1XTAE (Tris-Asetat-EDTA) soliisyo-
nunda %]1,5’luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten
sonra Safe DNA jel boyasi (Invitrogen, ABD) ile boyanarak
UV altinda jel goriintiileme ve analiz sistemi ile goriintiilen-
mistir (Vilber Lourmat, Fusion FX, Marine la Vale¢, France).

Tablo 1.4. hydrophila aerA ve hlyA’ya ait genlerin primer dizilimleri

Table 1.Primer sequences of the gene from A. hydrophila aerA and hilyA

Gen Oligoniikleotid Dizisi (5’-3°) Uriin Boyutu (b¢) Gen Bankasi No.
A ydrophita () £ OGCCGGTGGCCCGAA- 592 F7350%2.1
A. hydrophila (aerA) Ili %i%g%%%i%égié?g g 416 AF485772.1
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Antibakteriyel direncliligin belirlenmesi

[zole edilen biitiin Aeromonas hydrophila (3) suslarinin sekiz
adet antibiyotige karsi direnglilikleri Mueller-Hinton agar
kullanilarak disk difflizyon metoduna gore arastirilmustir.
Antimikrobiyel ajan emdirilerek hazirlanmis diskler (Oxoid,
Australia) kullanilmigtir. Bu amagla Amoksisilin (25 pg),
Erythromycin (5 pg) , Oksitetrasiklin (30 pg), Gentamicin
(10 pg), Nalidixic Acid (30 pg), Trimetoprim Sulfametaksa-
zol (1.25/23.75 ng), Neomisin (10 pg), Chloramphenicol (30
pg) kullanilmigtir. Sonuglar inkiibasyon sonunda tespit edi-
len son Ol¢iimleri yapilarak CLSI (2014)’nin 6nerdigi sekilde
degerlendirilmistir.

Marker R 1 2

1000bp

500bp

100bp

R: A. hydrophila (ATTC), 1-2-3 Pozitif Ornek
Resim 1. aerA Geni Pozitif Aeromanas hydrophila

Figure 1. aerdA Gene Positive Aeromonas hydrophila

Marker R 1 2

100bp

R: A. hydrophila (ATTC), 1-2-3 Pozitif Ornek
Resim 2. //yA Geni Pozitif Aeromanas hydrophila
Figure 2. hlyA Gene Positive Aeromonas hydrophila

Bulgular ve Tartisma

Yapilan ¢aligmada analize alinan 100 sigir kiyma 6rneginde
tespit edilen 3 Aeromonas tiirliiniin tamami 4. hydrophila ola-
rak identifiye edilmis ve VITEK® 2 Compact ile de tanilan-
mustir. Ayrica suslarin PZR ile aerd ve hly4 gen varligt yo-
niinden yapilan analizde izole ve identifiye edilen ii¢ bakteri-
nin de aerd (Resim 1) ve hly4 (Resim 2) genlerinin her iki-
sine de sahip oldugu tespit edilmistir.
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Yapilan ¢alismada izole edilen A. hydrophila suslarinin akti-
mikrobiyel ila¢ direnglilik ve duyarliliklart Tablo 2’de goste-
rilmistir. Analizlere gore A. hydrophila suslarinin yalniz birer
tanesinin Amoksisiline ve Nalidiksik asit’e direngli oldugu
tespit edilmistir.

Kiyma 6rneklerinde Aeromonas spp. varligina yonelik yapi-
lan farkli ¢aligmalar mevcuttur. Singh, (1996) Dogu Ka-
nada’da yaptig1 ¢calismada 19 sigir kiymasinin 15’inde, 4 do-
muz kiymasinin 4’{inde, 4 tavuk etinin 4’iinde, 4 hindi etinin
4’tinde ve 4 sosis drneginin de 4 {inde olmak iizere toplam 35
ornegin 31’inden Aeromonas spp. saptamislardir. Tespit edi-
len izolatlarin domuz kiymasinin %97’sinden ve s1gir kryma-
sinin %87’sinden A. hydrophila izole etmistir. Neyts ve ark.,
(2000)Belgika Flanders’te yaptiklar1 ¢alismada 14 tane kir-
miz1 et 6rneginin 9’unda, 3 et iirliniiniin ise 2’sinde 4eromo-
nas spp elde edilmistir. Et ve et lirlinlerinden tespit edilen Ae-
romonas tiirlerinin %37’°si A. hydrophila, %12’si A. caviae
olarak identifiye etmislerdir. Dallal ve ark., (2012) Iran’da
yapilan bir calismada rastgele perakende satis yerlerinden
alinmis 158 kiyma 6rneginin 27’sinden (%17) ve 92 tavuk
orneginin 53’iinden (%57.6) olmak iizere toplam 250 6rnegin
80’inden (%32) Aeromonas spp.bulmuslardir. Aeromonas
tiirlerinin identifikasyonunda ise 4. hydrophila %41, A. ca-
viae%41, Aeromonas sobria %15.3, Aeromonas jandaei
%1.8 ve Aeromonas veronii %0.9 oraninda izole edildigi bil-
dirilmistir.Gowda ve ark., (2015)’nin Hindistan’da yaptiklari
caligmada, 200 adet ¢ig etten (Sigir-Kegi-Domuz) 44 (%22)
Aeromonas spp. tespit etmislerdir. Tespit ettikleri Aeromoans
tirlerinin %81 A. hydrophila, %9u A. sobria; %6’s1 A. ca-
viae olarak identifiye etmislerdir. Enany ve ark., (2013) M-
sir’da yaptiklar1 ¢aligmada 50 kiyma 6rneginin 8’inde (%16),
50 ¢ig et drneginin 25’inde (%50) Aeromonas izole etmisler-
dir. Cig etten izole edilen 25 izolatin 12’si (%48) A. hydrop-
hila, 6’s1 (%24) A.caviae, 1’1 (%16.7) A. sobira, 6’s1 (%24)
A. schubertii olarak; 8 kiyma 6rneginden izole edilenlerin ise
3’1 (%37.5) A.hydrophila, 4i (%50) A.caviae, 1’1 (%12.5)
A. schubertii olarak identifiye edildigi bildirilmistir. Benzer
sekilde Misir’da yapilan bagka bir ¢alismada ise Abdel-Latef,
(2015) 25 kiyma orneginin 5 tanesinde (%20) A. hydrophila
tespit etmistir.

Ankara’da yapilan bir baska galigmada ise Kiipliili ve ark.,
(2000)100 adet kiymadan 73’tinde (73%) Aeromonas izole
etmisler; izole edilen tiirlerin %63’ Unli A.hydrophila,
%13.6’s1m1 A.sobria; %10.9’unu A.caviae tespit etmislerdir.
Alisarli ve Gokmen (2002)yaptiklart ¢alismada 100’er adet
s1g1r krymasi ve koyun kiymasi 6rneklerinden sigir kiyma 6r-
neklerinin 55’inde (55%), Aeromonas spp. izole bunlarmn 18’1
A.hydrophila, 6 (18.75%)’s1 A. caviae ve 8 (25%)’1 A. sobria
olarak tespit edilmistir. Koyun kiyma o6rneklerinin 48’inde
(48%) Aeromonas spp. izole edilmis ve bunlarin 13 (50%)’i

A. hydrophila, 6 (23.07%)’s1 A. caviae ve 7 (26.92%)’si
A.sobria olarak identifiye edilmistir.

Yiicel ve Citak (2003) Ankara’da yaptiklar1 ¢aligmada 59 kiy-
madan 40 tanesinde (67.7%) Aeromonas spp.’a saptamslar
ve bunlarin %80’ini A.hydrophila, %20’sini A.sobria olarak
identifiye etmislerdir. Arslan ve Kiigliksari, (2015) Bolu’da
yaptiklari ¢alismada 37 kiyma drneginin 4 tanesinde (10,8%)
Aeromonas spp. tespit etmisler ve izolatlarin tiimiini 4. ca-
viae olarak identifiye ettiklerini bildirmislerdir. Turgay ve
Ucgkardes (2011) Kahramanmaras’in degisik semtlerindeki
kasap ve marketlerden alinan 11 koyun ve 39 sigir kiymasi
ornegini Aeromonas spp. varligi yoniinden incelemislerdir.
Calismada, 11 koyun kiyma 6rneginin 1’inden (%9.1), 39 si-
gir kiyma Orneginin 10’undan (%25.6) Aeromonasspp. izole
etmislerdir. Sigir kiyma 6rnekerinden tespir edilen Aeromo-
nas tiirlerinin 6’smin (%60) A. hydrophila, 4’liniin (%40) A.
caviaeoldugunu; koyun kiyma drneginden tespit edilen bir tii-
rin ise A. hydrophila oldugunu identifiye etmisleridir.

Yapilan bu ¢alismadaidentifiye edilen Aeromanas spp. sevi-
yesi genel olarak diger aragtirmacilarin bulgularindan diisii-
korana sahiptir. Ayn1 zamanda bizim ¢aligmamizda sadece 4.
hydrophila identifiye edilirken diger ¢alismalarda farkli tiir-
lerde identifiye edilmistir. Yapilan c¢aligmalar arasindaki
oransal farkliliklar, analize alinan 6rnek sayilarina baglh ol-
makta birlikte tirtinlerin {iretim hijyenine, ham madde kalite-
sine, kontaminasyon durumuna, analizlerde ve onaylama-
larda kullanilan metot farkliliklarina bagli olarak sekillenmis
olabilmektedir. Ayrica Aeromonas tiirleri denizler ve tatl su-
larin yani sira lagim, nehir, kuyu, termal sular, klorlanmis ve
klorlanmamis igme sulari ile kaynak sularinda bulunabilmek-
tedir (Isleyici ve Sancak, 2009). Bu nedenle kiyma 6rnekle-
rinde A. hydrophila tespit edilemesin de isletmelerde karkas
yikama veya alet, ekipman ve ¢evre temizliginde kullanilan
sulardan karkas kontaminasyonu sekillenmis olabilmektedir.
Son yillarda, tiim diinyada antibakteriyel ila¢ direnginin yay-
ginlagmasina bagli olarak enfeksiyonlarin tedavisinde prob-
lemler yagsanmaktadir (Onuk ve ark., 2015). Nitekim yapilan
bu ¢alismada A. hydrophila suslarinin birer tanesinin Amok-
sisiline ve Nalidiksik asit’e direngli oldugu tespit edilmistir.
Identifiye edilen suslarin antibiyotik direngliligi diizensiz an-
tibiyotik kullanimina bagl olabilir.

Sonuc¢

Sonug olarak, analize alian sigir kiyma orneklerinde 3 adet
(%3) Aeromonas spp. izole edilmistir. izole edilen Aeroma-
nas spp’nin tamami (%3) A. hydrophila olarak identifiye edil-
mistir. Izole edilmis ve tamlanmus A. hydrophila suslarinda
aerAd ve hlyA genleri tespit edilmistir. Bundan dolay1 ¢iftlik-
ten g¢atala tiim kirmizi et tiretim asamalarda gerekli hijyen
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tedbirlerin alinmasi, kesim, par¢alama, kiyma, muhafaza is-
lemlerine dikkat edilmesi; iiretimde ve temizlikte kullanilan
su kalitesine 6nem verilmesi, tirlinlerin yeterli 1s1l islem uy-
gulanarak tiiketilmesi, antibiyotik uygulamalarinin kontrollii
olarak yapilmasi, yasal arinma siirelerine dikkat edilmesi, son
olarak tiiketicilerin bilgilendirilmesi ile periyodik kontrolle-
rin yapilmasi dnerilmektedir.

Etik Standart ile Uyumluluk

Cikar ¢atismasi: Yazarlar bu yazi igin gergek, potansiyel veya al-
gilanan ¢ikar ¢atigsmasi olmadigini beyan etmisglerdir.

Etik izin: Bu ¢aligma “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Ca-
lisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik” Madde 8 (k) geregi
HADYEK iznine tabi degildir.

Finansal destek: Bu calisma, Afyon Kocatepe Universitesi Bilim-
sel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 18.KARI-
YER.236 proje numarasi ile desteklenmistir.

TesekKkiir: -

Agciklama: VIII. Ulusal/Il. Uluslararas1 Veteriner Gida Hijyeni
Kongresinde (2019) 6zet bildiri olarak sunulmustur.
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