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Sadrzaj: Aeromonas spp. redovno su prisutni u vodi, i u izvesnim slucajevima, uzrokuju oboljenje riba i vodozemaca. Covek
se inficira ingestijom ovih bakterija putem kontaminirane hrane ili vode. Cilj ovog rada bio je da se ispita prisustvo Aeromonas vrsta
u uzorcima pastrmke i ispitaju biohemijske karakteristike izolovanih sojeva. Mikrobioloskom analizom 120 uzoraka pastrmke, izolo-
vano je 12 sojeva bakterija iz roda Aeromonas, od kojih je sedam (58,3%) pripadalo sojevima A. hydrophila grupa 1, a pet (41,6%) je
pripadalo sojevima A. hydrophila grupa 2.

Biohemijskom karakterizacijom izolovanih sojeva utvrdeno je da su oksidaza pozitivni, katalaza pozitivni, arginin pozitivni, orni-
tin pozitivni, H,S negativni, ureaza negativni, triptofan dezaminaza negativni, Zelatin negativni, fermentuju manitol, inositol, rhamnosu
i saharozu, pokretni su, hemoliticni i hidrolizuju skrob. Od ostalih biohemijskih karatkeristika utvrdeno je da 11 (91,7%) od 12 ispitanih
sojeva A. hydrophila poseduje f-galaktosidazu, zatim citrat i indol su pozitivni, sorbitol negativni, arabinoza pozitivni, produkuju NO,
i vr$i njegovu redukciju do N>, zatim da je 10 (83,3%) od 12 ispitanih sojeva Voges-Proskauer pozitivno i negativno na melibiozu, dok
je osam (66,7%) od 12 sojeva dalo lizin-dekarboksilaza pozitivnu reakciju i bilo je amigdalin pozitivno. Kod 58,3% sojeva (sedam od

12 sojeva) utvrdeno je da fermentuju glukozu.

Kljuéne reci: Aeromonas spp., kalifornijska pastrmka (Oncorhynchus mykiss), biohemijska karakterizacija.

Uvod

Predstavnici roda Aeromonas su fakultativ-
no anaerobne, oksidaza pozitivne i gram-negativne
bakterije, ¢iji je glavni rezervoar u prirodi — voda
(4non., 2006). Samim tim, Aeromonas vrste ¢esto se
izoluju iz uzoraka riba, rakova i skoljki, ali se mogu
na¢i i u namirnicama kao $to su sveze meso, upa-
kovani proizvodi spremni za konzum, siru i mleku
(Karabasil i dr., 1999; Palumbo, 1996; Panin, 1993;
Tsai 1 Chen, 1996). Kao posledica alimentarnih tro-
vanja ovim bakterijama kod zdravih osoba dolazi do
gastroenteritisa, ali se najcesce radi o pojedina¢nim
sluc¢ajevima oboljenja bez vec¢ih epidemija. Simpto-
mi oboljenja su mucnina, povracanje, stomacni gr-
Cevi i diareja (Ashdown i Koehler, 1993; Janda i Ab-
bot, 1998).

Glavni faktori virulencije 4eromonas spp. su:
sekrecija egzotoksina, endotoksina (lipopolisaharid,

LPS), prisutnost S-layera i fimbrije ili adhezini (Me-
rino i dr., 1996). Prema rezultatima Karabasila i dr.
(2002), ispitivani filtrati sojeva 4. hydrophila (9)1 A.
sobria (3), dali su citotoksi¢ni efekat na kulturi tkiva
Vero ¢elija, s tim Sto se intenzitet promena razliko-
vao u zavisnosti od filtrata. Promene na Vero ¢elija-
ma u smislu citotoksi¢nog efekta bile su uzrokovane
termolabilnom komponentom toksina.

Prema podacima iz literature, kod pacijenata
sa dijarejom, Aeromanas vrste su izolovane po sto-
pi od 0,6 do 10% i to pretezno kod male dece (Jan-
da i Abot, 2010; Essers i dr., 2000). Prema epidemi-
oloskim podacima iz Spanije Aeromonas spp. nalaze
se na ¢etvrtom mestu medu mikrobioloskim uzroc-
nicima svih gastrointestinalnih oboljenja prijavlje-
nih svake godine tokom perioda 1997-2006 (4non.,
2007). Sve ovo ukazuje na znacaj Aeromonas spp.
kao izazivaCa gastrointestinalnih poremecaja i tro-
vanja kod ljudi, narocito kod dece i imunokompro-
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mitovanih osoba. U nau¢nim krugovima ne postoji
zajednicki stav o ¢iniocima koji dovode do trovanja.
Veza izmedu unosenja Aeromonas-a putem vode za
pic¢e 1 hrane i dijareje jo§ uvek nije identifikovana
(Anon., 20006).

Herrera i dr. (2006) ukazuju da postoje geo-
grafske razlike u distribuciji Aeromonas vrsta i so-
jeva koji pripadaju 4. hydrophila (A. hidrophila, A.
bestiarum, A. salmonicida) i A.caviae (A. caviae, A.
mediji, A. eucrenophila) koji se nalaze u morskim i
slatkovodnim ribama kao i u slatkovodnom okruze-
nju.

Zbog svoje hranjive vrednosti i dostupnosti,
pastrmka iz akvakulture u Srbiji veoma je cenjena
riba i predstavlja vredan i opste prihvaéen izvor pro-
teina zivotinjskog porekla u ishrani ljudi (7rbovic i
dr., 2011; Vrani¢ i dr., 2011). Neki podaci iz litera-
ture ukazuju da ishrana mesom ribe (20 g/dan) sma-
njuje rizik od nastanka kardiovaskularnih bolesti sa
fatalnim ishodom za 7% (He i dr., 2004). Prema po-
dacima Americke asocijacije za srce (American He-
art Association) utvrdeno je da kardiovaskularni bo-
lesnici ribu treba da jedu viSe od dva puta nedeljno.
Dnevno treba da unose 1 g EPA (eicosapentaenoic
acid, pentane-eikozonska kiselina C20:5 n-3) i DHA
(docasahexaenoic acid, heksaendokozonska kiseli-
na, C22:6 n-3), (Lichtenstein i dr., 2006) jer dugo-
lancane n-3 PNMK uti¢u na smanjenje pomenutog
rizika (Dewailly i dr., 2007) kao i rizika od autoimu-
nih oboljenja zatim malignih oboljenja i dijabetesa
(Nettleton i Katz, 2005).

S obzirom na veliku zastupljenost Aeromonas
spp. u prirodi, na njegovu psihotrofnu prirodu i sve
vedi znacaj kao potencijalnog alimentarnog patoge-
na, kao cilj nasih istrazivanja postavljeno je da se is-
pita rasprostranjenost Aderomonas spp. kod pastrmke
kao 1 biohemijske osobine izolovanih sojeva Aero-
monas.

Materijal i metode rada

Za izolaciju Aeromonas vrsta uzorkovano je
120 uzoraka kalifornijske pastrmke iz prometa (ri-
barnice). Uzorci su upakovani u sterilne Stomaher
kese 1 u poledenom stanju transportovane do labora-
torije. Uzorci su, u roku od dva do Cetiri ¢asa od mo-
menta uzorkovanja, obradeni u Laboratoriji za bio-
tehnoloska istrazivanja i kontrolu bezbednosti i kva-
liteta hrane Instituta za higijenu i tehnologiju mesa
u Beogradu. Izolacija vrsta Aeromonas radena je
iz uzoraka misSi¢nog tkiva i koze kalifornijske pa-
strmke.

Izolacija je radena prema ,,Mikrobioloskim
metodama za industriju mesa“ (Microbiological

Methods for the Meat Industry, 1991), Istrazivackog
instituta industrije mesa sa Novog Zelanda. Prema
preporuci prethodno navedene edicije, izolati su do-
bijeni na slede¢i nacin: uzorak je prebacen u 9 puta
vecu koli¢inu Alkalne peptonske vode (APW, Alka-
line peptone water) i inkubisan 24 h pri 28°C. Kul-
tura izrasla u APW, povrsinski je zasejana na selek-
tivno-diferencijalnu podlogu Skrobni agar sa dodat-
kom ampicilina (SAA, Starch ampicillin agar) koji
je inkubisan 24 h pri 28°C. Posle inkubacije podlo-
ga SAA je prelivena sa Lugolovim rastvorom i kolo-
nije Zute boje (amilaza pozitivne) sa zonom prosvet-
ljenja, dalje su presejane na Aeromonas hydrophi-
la medium (AHM), inkubisan 24 h pri 28°C, a zatim
su uradeni oksidaza test (+), katalaza test (+), boje-
nje po Gramu (—) i vibriostatski test agar (0/129, vi-
briostatik, kao i biohemijski testovi API 20E i API
20NE.

Rezultati i diskusija

1z ispitanih 120 uzoraka kalifornijske pastrmke
izolovano je 12 sojeva Aeromonas spp. oznacenih
brojevima (10, 13, 17, 44, 46, 52, 58, 61, 70, 74, 99,
120).

Zbirka pokretnih Aeromonas vrsta, formirana
je od izolata 12 sojeva, od Cega su sedam sojeva
(58,3%) A. hydrophila grupa 1, dok je pet sojeva
(41,6%) A. hydrophila grupa 2. Sojevi 10, 44, 46,
61, 74, 99 1 120 su identifikovani kao A. hydrophi-
la grupa 1, dok su sojevi 13, 17, 52, 58 1 120 iden-
tifikovani kao 4. hydrophila grupa 2. Biohemijske
karakteristike izolovanih sojeva prikazane su u ta-
beli 1, za A. hydrophila grupa 1 1 za A. hydrophi-
la grupa 2.

Jedan od vecih problema u povezivanju Aero-
monas-a sa gastrointestinalnim oboljenima jeste i
tacna identifikacija aeromonada na nivou vrsta. Tre-
nutno, ima 29 klasifikovanih vrsta, ukljuc¢ujuci i 12
podvrsta i dva biovara na nivou vrsta, kao $to su Ae-
romonas diversa i Aeromonas rivuli (Euzeby, 2010;
Figueras i dr, 2010;. Mifiana-Galbis i dr., 2010).
Zbog nedostatka jasne fenotipske Seme, biohemijska
karakterizacija opisanih vrsta je realtivno kompliko-
vana. Trenutno se koristi fenotipska identifikacijska
Sema Abotta i dr. (2003). koji su predlozili korisce-
nje Moeller-dekarboksilaza i dihidrolaza reakcija za
identifikaciju i grupisanje vrsta Aeromonas. Na taj
nacin je dobijeno pet grupa sa skupom biohemijskih
testova koje definiSu osobine svake vrste Aeromo-
nas-a unutar grupe.

Biohemijskom karakterizacijom izolovanih so-
jeva utvrdeno je da su oksidaza pozitivni, katalaza
pozitivni, arginin pozitivni, ornitin pozitivni, H,S
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negativni, ureaza negativni, triptofan dezamina- ni, arabinoza pozitivni, produkuje NO, 1 vr$i njego-
za negativni, zelatin negativni, fermentuju manitol, vu redukciju do N, zatim da je 10 (83,3%) od 12 is-
inositol, rhamnosu i saharozu, pokretni su, hemoli- pitanih sojeva Voges-Proskauer pozitivno i negativ-
ti¢ni 1 hidrolizuju skrob. Od ostalih biohemijskih ka- no na melibiozu, dok je osam (66,7%) od 12 sojeva
ratkeristika utvrdeno je da 11 (91,7%) od 12 ispita- dalo lizin-dekarboksilaza pozitivnu reakciju i bilo je
nih sojeva 4. hydrophila poseduju B-galaktosidazu, amigdalin pozitivno. Kod 58,3% sojeva (sedam od
zatim da su citrat i indol pozitivni, sorbitol negativ- 12 sojeva) utvrdeno je da fermentuju glukozu.

Tabela 1. Biohemijske karakteristike Aeromonas hidrophila grupa 1. i Aeromonas hidrophila grupa 2.
Table 1. Biochemical characteristics of Aeromonas hidrophila group 1. and Aeromonas hidrophila group 2.

Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila grupa 1/group 1 grupa 2/group 2

Biohemijski niz/
Biochemical series Izolovani soj broj/Isolated strain number:

10 44 46 61 74 929 120 13 17 52 58 70

1. | Citrat/Citrate* + + + + - + + + + + + +
> Stvaranje H,S/ B 3 B B B B B B - B - -
Forming of H,S

3. | Ureasa/Urease — — - - - - — _ _ _ _ _

4. | Indol/Indole + + + + + + + — + + + +

5. | VP* + — — + + + + + + + + +
Rastapanje

6. | Zelatina/ + + + + + + + + + + + +
Dissolving of
gelatine
Pokretljivost/

7. Mobility + + + + + + + + + + + +
Rast na McConkey

8. | agru/Growth on + + + + + + + + + + + +
McConkey agar

Hemoliza na
krvnom agru*/
Hemolysis on
blood agar*

m-Aeromonas
10. | hydrophila
medium

wt/ | oz | ot/ | zut/ | ozt | ozt | ot/ | zut/ | zut/ | zt/ | zut/ | Zut/
yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow

Prisustvo 3
galaktosidase/
Presence of
galactosidase **

I1.

Prisustvo arginin
hydrolase/
Presence of
arginine hydrolase

12.

Prisustvo lysin
decarboxylase/
13. . — + + — + - — + + + + +
Presence of lysine

decarboxylase *
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Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila grupa 1/group 1 grupa 2/group 2

Biohemijski niz/
Biochemical series Izolovani soj broj/Isolated strain number:

10 44 46 61 74 929 120 13 17 52 58 70

Prisustvo ornitin
decarboxylase/

14. . — _ _ — — _ _ _ _ . _ -
Presence of ornitin

decarboxylase

Prisustvo triptofan
desaminase/

15. | Presence of — - - - — — _ _ _ _ _ _
tryptophan
desaminase

Prisustvo citohrom
oksidase/ Presence
of cytochrome
oxidase

Zut/ zut/ zut/ zut/ zut/ zut/ zut/ zut/ zut/ zut/ zut/ zut/

17.1 T8I yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow | yellow

Produkcija NOy**/

18. Production of NO,

Redukcija u gas
19. | No**/ Reduction - - - - - - - _ + _ _ _
to gas N,

20. | Katalaza/ Catalase | + + + + + + + + + + + +

21. | OF/F + + + + + + + + + + + +

22. | OF/O - - - _ _ _ _ + n N N R

Fermentacija
23 glukoze™® **/ B " _ _ 4 + _ + + _ + _
Glucose

fermentation

Fermentacija
24, | manitola/ - - - - - + + + + - - -
Mannitole

fermentation

Fermentacija
25. | inositola/Inositol — - - - - — — _ _ _ _ _
fermentation

Fermentacija
sorbitola*/
26. Sorbitole B * a a a B B a B a a a

fermentation

Fermentacija
27 rhamanose/ B _ _ _ . _ _ _ _ _ _ —
" | Rhamnose

fermentation

Fermentacija
7g, | Saharose/ + + + + + + + + + + + +
Saccharose

fermentation
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Aeromonas hydrophila grupa 1/group 1 Aeromonas hydrophila
. e .. grupa 2/group 2
Biohemijski niz/
Biochemical series Izolovani soj broj/Isolated strain number:
10 44 46 61 74 929 120 13 17 52 58 70

Fermentacija
melibiose**/

29| Melibiosis a - B B B B B " " - - -
fermentation
Fermentacija

30, | amigdalina®/ + + + - + - + + + . - +
Amygdalin
fermentation
Fermentacija

31. arablpose*/ + + + + + + - + + + + +
Arabinose
fermentation

Legenda/Legend: *nespecifi¢ne reakcije za grupu 1; ** nespecificne reakcije za grupu 2/ Note: * non-specific reaction for group 1;

** non-specific reaction for group 2

Zakljucak

Dobijeni rezultati, kada se radi o biohemij-
skim karakteristikama sojeva Aeromonas izolo-
vanih iz tkiva pastrmke, pokazuju da je potreb-
no dopuniti fenotipske Seme za identifikaciju so-
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Biochemical characteristics of Aeromonas genus isolated
in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)

Dordevi¢ Vesna, Baltic Milan, Karabasil Nedeljko, Cirkovi¢ Miroslav, Jankovié¢ Vesna, Mitrovié Radmila,
Duri¢ Jelena

Summary: Aeromonas spp. are regularly present in water, and in some cases, they cause diseases in fish and amphibians.
Humans are infected by ingestion of the bacteria through contaminated food or water. Objective of this paper was to examine the pres-
ence of Aeromonas species in trout samples and to investigate the biochemical characteristics of isolated strains. In microbiological
analysis of 120 trout samples, 12 bacteria strains of Aeromonas genus were isolated, of which seven (58.3%) belonged to strains of A.
hydrophila group 1, and five (41.6%) to strains of A. hydrophila group 2.

By biochemical characterization of isolated strains it was established that they were oxidase positive, catalase positive, arginine
positive, ornitin positive, H,S negative, urease negative, tryptophan desaminase negative, gelatine negative, fermenting mannitol, ino-
sitol, rhamnose and saccharose, the are mobile, hemolytic and hydrolyze starch. In regard to other biochemical characteristics, it was
established that 11 (91.7%) of 12 studied strains of A.hydrophila had f-galactosidase, they were citrate and indole positive, sorbitole
negative, arabinose positive, produce NO; and reduce it to N>. Also 10 (83.3%) of 12 studied strains were Voges-Proskauer positive
and melibiosis negative, whereas eight (66.7%) of 12 studied strains had lysine-decarboxylase positive reaction and were amygdalin
positive. In 58.3 % of strains (seven of 12 strains) were established to ferment glucose.

Key words: Aeromonas spp., rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), biochemical characterization.
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