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Arastirmada, deniz Urinlerinde halk sagligi bakimindan yiiksek riskli olarak tanimlanan Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus ve V.
cholerae’nin varliginin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla drneklerde etken tespiti icin hizli ve etkin bir ydntem olan ilmige Dayali izotermal
Amplifikasyon (Loop Mediated Isothermal Amplification, LAMP) metodu kullanildi.

Arastirma materyali olarak farkli satis noktalarindan temin edilen dondurulmus deniz triinleri kullanildi (n=212). Orneklerde klasik
kultir ydontemiyle etken izolasyonu igin I1SO / TS 21872-1:2007 ve ISO 21872-2:2007 yontemleri uygulandi. Elde edilen stipheli izolatlarda
gerceklestirilen DNA ekstraksiyonu sonrasinda genus spesifik PCR reaksiyonuyla gyrB1 gen bolgesi hedeflenerek Vibrio spp. varligi
dogrulandi. Pozitif 6rneklere V. parahaemolyticus, V. vulnificus ve V. cholerae igin sirasiyla toxR, vwhA ve ompW hedef gen bolgelerine
yonelik LAMP primer setleri kullanilarak turbidite bazli Real-Time LAMP uygulandi. Arastirma bulgulari degerlendirildiginde, klasik kiilttrel
ybntemle drneklerin %16.98’inde (36/212) Vibrio spp. kontaminasyonu oldugu belirlendi. Bununla birlikte Vibrio spp. pozitif izolatlarda
LAMP reaksiyonu bulgularina gore V. cholerae varligi tespit edilemezken V. parahaemolyticus ve V. vulnificus kontaminasyon dizeyleri ise
sirastyla %36.1 (13/36) ve %5.5 (2/36) olarak saptandi. Bu ¢alisma, dondurulmus muhafaza uygulanarak satisa sunulan deniz triinlerinde
V. parahaemolyticus ve V. vulnificus gibi patojenik suslarin varliginin tespiti ve bu gidalarin vibriosis bakimindan 6nemini ortaya
koymaktadir. Bu baglamda deniz Urtinlerinde dondurulmus muhafaza 6ncesi mikrobiyal kalitenin ve muhafaza esnasindaki kosullarin ve
hijyenik standartlarin olusturulmasinin 6nemli oldugu diistiiniimektedir.

Anahtar Kelimeler: Dondurulmus deniz trtnleri, LAMP, Vibrio spp.

Presence of Vibrio spp. in Frozen Seafoods by Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) Method
Abstract

In the study, it was aimed to determine the presence of Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus and V. cholerae, which are defined as high
risk for public health in seafood. For this purpose, Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) method, which is a fast and effective
method for agent detection in samples, was used. Frozen seafoods obtained from different sales points were used as research material
(n=212).1SO / TS 21872-1:2007 and ISO 21872-2:2007 methods were applied for the isolation from the samples using the classical cultural
method. After DNA extraction performed on the suspected isolates, presence of Vibrio spp. was confirmed by genus-specific PCR reaction
using the gyrB1 gene region. A turbidity-based Real-Time LAMP was applied to positive samples using LAMP primer sets for V.
parahaemolyticus, V. vulnificus and V. cholerae targeted gene regions of toxR, vwhA and ompW, respectively.

When the results were evaluated, it was determined that 16.98% (36/212) of the samples were contaminated with Vibrio spp. using
the classical cultural method. However, the presence of V. cholerae could not be detected in Vibrio spp. positive isolates according to the
LAMP reaction, while the contamination levels of V. parahaemolyticus and V. vulnificus were found to be 36.1% (13/36) and 5.5% (2/36),
respectively. This study reveals the presence of pathogenic strains such as V. parahaemolyticus and V. vulnificus in seafood products sold
in frozen storage and the importance of these foods in terms of vibriosis. In this context, it is thought that it is important to establish
microbial quality before frozen storage, conditions during storage and hygienic standards in frozen seafood.

Key Words: Frozen seafood, LAMP, Vibrio spp.

GiRiS hastalik olarak tanimlanmaktadir (1, 2). Vibrio turlerinden V.
Vibriosis, genellikle yetersiz isil isleme maruz birakilan balk angui//(.J.rum've V. tapetis gibi ti']rl.er"yalnlzca akuatik hayvan-
ve kabuklu deniz iriinlerinin tiketilmesiyle meydana gelen larda gozlenirken V. cholerae gibi tirler de yalnizca insanlar
gida enfeksiyon ve intoksikasyon vakalarinda en sik rastlanan I¢in °|d“k§‘_"‘ patojen olarak kabul ed.llmektedlr. Bunun yani
etkenlerden olan Vibrio spp. tarafindan meydana getirilen sira genus icindeki V. parahaemolyticus ve V. vulnificus gibi
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cok az tlir de hem insan hem de akuatik hayvanlar igin pato-
jen olarak kabul edilmektedir (2-4).

Vibrinoceae familyasi; Gram negatif, virgiil seklinde, po-
lar flagellalari ile hareket 6zelligine sahip, fakiiltatif anaerob,
katalaz ve oksidaz pozitif basillerden olugmaktadir. Vibrio
tirleri; D-glikoz, dekstrin, glikojen, N-asetil-D-glikozamin, D-
fruktoz, maltoz, D-trehaloz, metil pirlvat, L-asparjin asoni-
tat, L-prolin veya inosini karbonhidrat kaynagi olarak kulla-
nirlar (3).

Deniz kaynakli Griinlerin halofilik Vibrio spp., V. paraha-
emolyticus, V. vulnificus gibi patojenleri bulundurabildigi ve
diskiyla kirlenmis su kaynaklarindan elde edilen balik ve ka-
buklu su Urtnlerinin V. chloreae gibi firsatgl patojenleri ice-
rebildigi belirtilmektedir (5). Bunun yani sira, soguk sularda
yasayan baliklarin derisinde hakim durumda olan bakteri
cinsleri arasinda Vibrio spp.’nin yer aldigi (6), tath su ve deniz
baliklarinin bagirsak mikroflorasinda Vibrio tiirlerine ait bak-
terilerin bulundugu bilinmektedir (4, 7). Ozellikle yiiksek risk
tasiyan Vibrio tirleri (V. cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus) diinya genelinde halk saghgini tehdit eden mikro-
organizmalar olarak kabul edilmektedir. Nitekim gida kay-
nakh mikrobiyal etkenler olarak yiksek risk tasiyan Vibrio
tirlerinin gida ve cevresel kaynaklarda varliginin tespiti yo-
nunde yapilmig birgok ¢calisma bulunmaktadir. Vibrio tirleri;
gastroenteritis, yumusak doku enfeksiyonlari ve bakteriye-
minin ilerlemesiyle sistemik enfeksiyonlara neden olabil-
mektedir. Bunun yani sira sistemik enfeksiyonlar, duyarl bi-
reylerde Vibrio spp. tarafindan olusturulan fatal septisemi
sonucu meydana gelebilmektedir (1, 8).

ilmige dayali izotermal cogaltma yéntemi (Loop Media-
ted Isothermal Amplification, LAMP) DNA’yi izotermal kosul-
larda, yuksek segcicilik, etkinlik ve hizda ¢ogaltmayi saglayan
bir molekiler yontemdir. Bu yontem, DNA polimeraz enzimi
ve bakteriye 6zel gen bolgelerini iceren iki ya da Ug cift pri-
merden olusan primer setini icermektedir (9). inner olarak
adlandirilan primer, hedef DNA’ya baglanarak reaksiyonu
baslatici etki gosterir. Bir sonraki asama ise, dis primer vasi-
tasiyla tek iplikcikli DNA'nin agiga cikmasidir. Daha sonra
ikincil i¢c ve dis primerlerin gergeklestirdigi DNA sentezi igin
sablon olusturulmaktadir. S6z konusu primerler, kopyalana-
cak DNA’nin diger ug bolgesine baglanarak kék DNA ilmik
pargasini Uretir. Bir sonraki asama ise, i¢ primerin Uretilen il-
mige hibridize olarak DNA’nin ayrilmasinin baglamasi ile ori-
jinal kok ilmik DNA ve ayni uzunluktaki yeni kok ilmik DNA
elde edilmesidir (10). Reaksiyon dénguslyle, yaklasik bir saat
gibi kisa bir siirede baslangigc DNA miktari 10° kopyaya erise-
bilmektedir. PCR bazl molekiiler yéntemler, ek donanimlar
gerektirdiginden genis kapsamli laboratuvar sartlarina ihti-
yag duyulmaktadir (9). LAMP metodunun PCR metodundan
en 6nemli farki, izotermal sicakliklarda gerceklesmesidir. Bu-
nun yani sira LAMP metodunda, pozitif olarak tespit edilen
ornekler herhangi ileri bir isleme gerek duyulmaksizin gozle
gorilebilir beyaz bir ¢okelti olusumuyla karakterizedir. Bu
¢Okelti, amplifikasyon sonucu olusan uriinlerin magnezyum
silfat ile birlesmesi sonucu olusan magnezyum pirofosfattir.
Magnezyum pirofosfatin olusturdugu bulaniklik, ¢iplak gozle
kolaylikla ayirt edilebilmektedir (11). Bunun yani sira turbi-
dite tespiti saglayan basit dlizenekli cihazlarla kantitatif 6l-
¢lim de gergeklestirilebilmektedir. Son yillarda gelistirilen ve
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pahali bir aygit gerektirmeyen, hizl ve yiiksek 6zglinlige sa-
hip olan LAMP, bu 6zelligi sayesinde teshisin hizli yapilmasi
gerekliligi olan gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarin
tanisinda 6numuzdeki yillarda daha yaygin olarak kullanila-
bilecek bir yontem olarak gorilmektedir. LAMP metodu ¢ok
sayida patojen mikroorganizmada oldugu gibi Vibrio tiirleri-
nin tespitinde de uygulanmistir (12-16).

Dislik sicakliklarda 6zellikle de dondurulmus muhafa-
zada mikrobiyal ve enzimatik reaksiyonlar kontrol altina
alinsa da patojenler tam olarak yikimlanmamakta ve 6nemli
bir kismi uygun muhafaza sicakliklarinda yeniden metabolik
olarak aktif hale gelebilmektedir. Bu nedenle 6zellikle son yil-
larda Turkiye’de ve Dilinya’da tiiketimi giderek artan dondu-
rulmus muhafaza edilen deniz Grinlerinin mikrobiyolojik ka-
litesi halk saghgi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu ¢alis-
mada, dondurulmus olarak satisa sunulan deniz Uriinlerinde
yuksek riskli Vibrio tirleri olan V. parahaemolyticus, V. vulni-
ficus ve V. cholerae’nin LAMP yontemi ile tespit edilmesi
amaclanmistir.

MATERYAL VE METOT

Numunelerin Temini

Arastirma materyali olarak Konya ilinde bulunan slipermar-
ket ve balik hallerinden 2018 yili Mart ve Temmuz aylari ara-
sinda toplanan ornekler kullanildi. Toplam 212 adet dondu-
rulmus deniz Urinl; hamsi fileto (Engraulis encrasicolus,
n=20), hamsi butiin, (E. encrasicolus, n=25), mezgit balk
kofte (Merlangius merlangus, n=10), ahtapot (Octopus vul-
garis, n=6), karides (Parapenaeus longirostris, n=20), kala-
mar halka (Loligo vulgaris, n=20), kalamar ¢itir halka (L. vul-
garis, n=15), kabuklu Akivades midyesi (Tapes decussatus,
n=15), i¢ Akdeniz midye (Mytilus galloprovincialis, n=15), ka-
buklu Akdeniz midye (Mytilus galloprovincialis, n=15), ka-
buklu Vongole midye (Donax trunculus, n=5), uskumru fileto
(Scomber scombrus, n=10), sardalya (Sardina pilchardus,
n=20), surimi ¢ubuk (n=10), kaya levregi (Argyrosomus re-
gius, n=6) toplanarak érnekler laboratuvar ortamina parga-
lanmis buz igeren numune toplama kaplarinda getirilip en
fazla 2 saat igerisinde analize alindi.

Klasik Kultiirel Metot

Klasik kaltirel metot, 1SO/TS 21872-1:2007 (17) ve 1SO
21872-2:2007 (18) proseddrlerine gére uygulandi. Buna gore
25 g numune ve 225 mL alkali tuzlu peptonlu su (ASPW, Lio-
filchem, 610377), stomacher (Interscience, Fransa) kullanila-
rak steril bir stomacher poseti (VWR, 432-3119) icerisinde 2
dk boyunca homojenize edildi. Homojenat, 37°C’de 6 saat 6n
inklibasyona alindi. Daha sonra, homojenatin st kismindan
1’er mL alinarak 9’ar mL taze ASPW broth iceren tiiplere ak-
tarildi. V. parahaemolyticus ve V. cholerae i¢cin 41+1°C, V. vul-
nificus icin de 37+1°C’de 24 saat inkibasyon gerceklestirildi.
inkiibasyon sonrasinda &n zenginlestirme kiiltiiriinden tiyo-
sulfat sitrat bile sikroz besiyeri (TCBS, Merck, 110263, Al-
manya) lzerine yayma plak yontemi uygulanarak 37°C'de
24-48 saat inkube edildi. TCBS Agarda gozlenen sipheli Vib-
rio kolonilerinden 5’er adet segcildi ve %3 NaCl (w/v) ilaveli
Nutrient Agar (Merck 105450, Almanya) lzerine yayma plak
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yontemiyle ekildi. Daha sonra stipheli izolatlar oksidaz, kata-
laz, Gram boyama, mikroskop altinda motilite testi, %0 ve %6
NaCl'de Gireme agisindan test edildi. Vibrio spp. stipheli kolo-
nilerin klasik PCR reaksiyonu ile dogrulanmasi amaciyla 493
bp blylikligindeki gyrB gen bolgesinin tespitine yonelik
olan ve Teh ve ark. (19) tarafindan dizayn edilen primer cifti
kullanildi (Tablo 1).

Tablo 1. Vibrio tirlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler

Primer Sekans Kaynak

toxR —FIP TGAGATTCCGCAGGGTTTGTAA-TTATTTTT-
GGCACTATTACTACCG

toxR BIP GTTCCGTCAGATTGGTGAGTATC-
TAGAAGGCAACCAGTTGTT 20

toxR -F3 TTGGATTCCACGCGTTAT

toxR -B3 CGTTCAATGCACTGCTCA

toxR —Loop AGAACGTACCAGTGATGACACC

WhA-FIP TGCCACTCGGCTACGATAACGTTTTT-
GAGCTGTCACGGCAGTTG

VhA -BIP ACGCAGACAAAACGCTCACAGTTTTT- 12
GAGCTTATCGCCTTCCCAAT

VhA -F3 TGGTTCGGTTAACGGCTG

vhA -B3 GCCATCAACATAGCGGCTAA

ompW -FIP CAAGCGTTAACCCTAAGTGGGTATTTTTT-
TAAAGTGTTAAACACTCAAAGTGAG

ompW BIP ACATCAGTTTTGAAGTCCTCGCTTTTTAT-
CACCAAGGCTACCTAAC 21

ompW -F3 CGGTAGTACCTAATGACAGTAG

ompW -B3 GCAAATGTTTTGTTTCACCAAT

ompW —Loop ACATAAGATTTCTACCTCTGGTGGT

gyrBl AGCCAAACNAAAGAYAARYT 19

gyrB2 CGYARYTTRTCYGGRTTRTRYTC

Referans Suslar

Genus dizeyi ve tlr dizeyinde pozitif kontrol amagli V. pa-
rahaemolyticus ATCC 17802, V. vulnificus ATCC 29307 ve V.
cholerae ATCC 14035 suslari referans olarak kullanildi.

DNA Ekstraksiyonu

Saf kiltiir ve toplanan numunelerden DNA ekstraksiyonu
amaciyla kaynatma yéntemi kullanildi. Bu amagla Vibrio spp.
sUpheli oldugu tespit edilen kolonilerden 3-4 adet segilerek
200 pL Tris-EDTA (TE, pH:8.0) sollsyonu igerisinde vorteks-
lendi. Elde edilen bu bakteri stspansiyonu 95°C’lik 1isitici
blokta 8 dk bekletildikten sonra 2-3 dk siire ile -20°C’deki
buzdolabinda bekletildi. Son olarak 10.000 g’de santrifij is-
lemi (NUve NF 1200 R, Tiirkiye) gerceklestirildikten sonra su-
pernatant yeni bir eppendorf tiipe aktarilarak LAMP reaksi-
yonu uygulanacak zamana kadar -20°C’deki buzdolabinda
muhafaza edildi.

LAMP

Klasik kiiltlirel yontemde Vibrio spp. siipheli olarak degerlen-
dirilen ve sonrasinda gyrB bazl PCR ile pozitif olarak dogru-
lanan o6rneklere LAMP yontemi uygulandi. LAMP yonte-
minde hedef gen bolgeleri icin, dnceki calismalarda (12, 20,
21) dizayn edilen primerler kullaniimistir.

LAMP reaksiyonu ile V. parahaemolyticus (toxR), V. vul-
nificus (vwhA) ve V. cholerae (ompW)'nin tiir diizeyinde belir-
lenebilmesi ve Klasik PCR yontemi ile Vibrio spp. (gyrB) stip-
heli izolatlarinin genus diizeyinde dogrulanmasi icin kullani-
lan gen bolgelerine ait primer setleri Tablo 1'de gosterilmis-
tir.
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Farkli konsantrasyonlardaki V. parahaemolyticus, V.
cholerae ve V. vulnificus saf kllturlerinden elde edilen DNA
dilisyonlar ile hazirlanan LAMP reaksiyon karisiminin Real
Time Turbidimeter (MVL300 Loopamp Realtime Turbidime-
ter LA-500, Eiken, Japonya)'de sicaklik, reaksiyon siiresi,
MgSO4 konsantrasyonu, primer oranlari yoniinden optimi-
zasyonu saglandi. Buna gére, LAMP reaksiyon karisimi, F3 ve
B3 primerleri (0.5 uM), FIP ve BIP primerleri (0.8 uM), Loop
Primerleri (0.4 uM), Reaksiyon Tampon ¢o6zeltisi (10X) (2.5
pL), MgS04 (6 mM), 1 mL Bst DNA polimeraz (8U/uL, New
England Biolab) ve 2 pL hedef DNA icerecek sekilde hazir-
landi. Optimize edilen kosullarda analiz edilen 6rneklerdeki
hedef bakteri varligi, elde edilen time threshold (tt) degerine
gore belirlendi.

BULGULAR

Arastirma sonuglarina gore, analiz edilen 212 adet dondurul-
mus deniz Griininin 36 (%16.98)’sI Vibrio spp. olarak dogru-
landi. Vibrio spp. pozitif 6rneklerde LAMP metodu ile tespit
edilen patojen tlrlerin sayisi ise 15/36 (%41.7) olarak belir-
lendi (Tablo 2).

=
Numune tiirleri L . Ve V.p Vv é
2§ o
S o -
Hamsi (fileto n=20) 1 - -
(Engraulis encrasicolus)
Hamsi (batin, n=25) 4 - -
(E. encrasicolus)
Balik k6fte (mezgit, n=10) - - - - -
(Merlangius merlangus)
Ahtapot (n=6) 1 - 1 - 1
Octopus vulgaris
Karides (n=20) 3 - 1 1
Parapenaeus longirostris
Kalamar (halka, n=20) 4 - 3 - 3
Loligo vulgaris
Kalamar (¢itir halka, n=15) 10 - 6 2 8
Loligo vulgaris
Kabuklu Akivades midyesi (n=15) 2 - - - -
Tapes decussatus
ic Akdeniz midye (n=15) 2 - 2 - 2
Mytilus galloprovincialis
Kabuklu Akdeniz midye (n=15) 1 - - - -
Mytilus galloprovincialis
Kabuklu Vongole midye (n=5) 2 - - - -
Donax trunculus
Uskumru fileto (n=10) 1 - - - -
Scomber scombrus
Sardalya (n=20) 5 - - - -

Sardina pilchardus
Surimi gubuk* (n=10) - - - - -
Kaya levregi (n=6) - - - - -
Argyrosomus regius
TOPLAM 36 - 13 2 15
V.c.: V. cholerae; V.p.: V. parahaemolyticus; V.v.: V. vulnificus
*: icerik bilgisinde cesitli beyaz etli balik tiirlerinden tretildigi belirtiimek-
tedir.

V. parahaemolyticus ve V. vulnificus pozitif érneklerin
bazilarinin Real Time Turbidimetredeki tt degerlerine ait gra-
fikler Grafik 1 ve Grafik 2’de gosterilmektedir.
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Grafik 1. V. parahaemolyticus pozitif 6rneklerinin bazilarinda time
threshold (tt) grafigi
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Al: Pozitif kontrol (V. parahaemolyticus ATCC 17802); A2-A4: Pozitif 6rnek-
ler; A5,A6: Negatif kontrol
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Grafik 2. V. vulnificus érneklerinin tt grafigi
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Al: Pozitif kontrol (V. vulnificus ATCC 29307); A2,A3: pozitif 6rnekler; A3,
A4: Negatif kontrol

TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada dondurulmus deniz Uriinlerinde 6nemli pa-
tojen etkenlerden olan Vibrio spp.’nin analize alinan 6rnek-
lerdeki tespit orani 36/212 (%16.98) olarak bulunmustur.
Taze ve dondurulmus deniz {riinlerinde Vibrio spp. varligini
belirlemeye yonelik olarak gerceklestirilen ulusal ve uluslara-
rasi dizeydeki arastirmalarda ¢calismamizdan yliksek (22-25)
ve distk (26) kontaminasyon oranlarinin tespit edildigi goz-
lenmistir.

Noorlis ve ark. (22), Malezya’da hipermarketlerde sa-
tisa sunulan tath su baliklarindan Asya kedi baligi (Pangasius
hypophthalmus) ve kirmizi tilapia (Oreochromis sp.) tlrlerine
ait 150 numunede MPN-PCR metoduyla Vibrio spp. ve V. pa-
rahaemolyticus varligini arastirmislardir. Arastirmacilar, or-
neklerde Vibrio spp. kontaminasyon oranlarini %98.67 olarak
bulmuslardir. Benzer bir arastirmada Raissy ve ark. (23), 100
adet i1stakoz ve 32 adet yenge¢ 6rneginde Vibrio spp. konta-
minasyon oranini %25 olarak tespit etmislerdir. Son yillarda
yapilan ulusal bir ¢calismada ise Avsar ve ark. (24), Sinop ilin-
deki balikgilardan temin edilen 44 adet hamsi ve zargana ba-
lik 6rneklerinden klasik kiilttrel yontemle 12 adet (%27.27)
Vibrio spp. izole etmislerdir. Dondurulmus 6rneklerde ben-
zer diizeyde kontaminasyon oranlari, Vu ve ark. (25) tarafin-
dan Berlin’de Vibrio spp. varhginin arastirildigi ¢alismada
6/29 (%34.6) olarak bulunmustur. Mevcut calismamizdan
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daha dislk Vibrio spp. kontaminasyon dizeyi (%11) Ri-
pabelli ve ark. (26) tarafindan italya ve bazi Avrupa ilkelerin-
den toplanan dondurulmus deniz Grinlerinde belirlenmistir.

Bu ¢alismada kontaminasyon oraninin taze Griinlerdeki
oranlara gore dislik bulunmasi, disik sicaklikta muhafaza
Ozellikle de dondurulmus muhafazanin patojen kontroliinde
etkili oldugu gorisiini destekler niteliktedir. Dondurulmus
muhafazanin etken tespit oranini azaltmasi yoninde sagla-
mis oldugu etkinin yani sira, deniz Griinlerinde mikrobiyal ka-
liteyi etkileyen birgok faktorin (6rn., suyun mikrobiyal kali-
tesi, sicakhigi, tuzluluk orani, kirliligin oldugu yerlesim bolge-
lerine olan mesafe, sudaki dogal bakteriyel flora, baliklar ta-
rafindan tiiketilen besinler, avlama yontemleri ve sogutma
kosullar1) kontaminasyon oranlarinda farkliliklar olusturabi-
lecegi ifade edilmektedir (27, 28).

Calismada Vibrio spp. olarak tespit edilen izolatlarda
toxR gen bolgesinin tespitine yonelik gerceklestirilen LAMP
reaksiyonunda 13 (13/36, %36.1) 6rnegin V. parahaemolyti-
cus pozitif oldugu tespit edilmistir. Tum 6rnekler dikkate
alindiginda ise V. parahaemolyticus pozitif 6rnekler 13/212
(%6.13) olarak tespit edilmistir. Arastirma bulgularindan
daha yiksek (29, 30, 31) ve daha disuk (23, 32, 33, 34) kon-
taminasyon oranlari elde edilen galismalar bulunmaktadir.
Nitekim, Elhadi ve ark. (32) tarafindan Malezya’da satisa su-
nulan 768 adet deniz Urlinlinde V. parahaemolyticus konta-
minasyon orani %6.7 olarak bulunmustur. Benzer sekilde
Yang ve ark. (29) Cin’de marketler, balik ciftlikleri, restoran-
lar ve pisirme yerlerinden topladiklar 1293 adet deniz Uri-
niiniin 251 (%19.4) tanesinin V. parahaemolyticus ile konta-
mine bulundugunu bildirmislerdir. Daha yiiksek kontaminas-
yon oranina sahip bir baska calismada ise Tang ve ark. (31)
Malezya’da V. parahaemolyticus varligi ve antibiyotik direng
ozelliklerini belirlemeye yonelik yapmis olduklar ¢alismada
toplam 80 adet midye, istiridye ve deniz taragi 6rneginde or-
nek gruplarina gore %40 ile %80 arasinda bir kontaminasyon
orani tespit etmislerdir. Bunun yani sira, Popovic ve ark. (33)
tarafindan 2010 yilinda Hirvatistan’da yapilan bir calismada
balik, midye, kabuklu ve yumusakca tlrlerinden olusan taze
ve dondurulmus deniz Grinlerinde V. parahaemolyticus tes-
pit edilen érneklerin %5, iran’da Raissy ve ark. (23) tarafin-
dan yengec ve istakozlarda yapilan ¢alismada %3.03 ve daha
yakin zamanda COVID pandemisi 6ncesi Diinya’nin deniz
asiri alti farkh bolgesinden Cin’e ihrag edilen deniz Uriinle-
rinde incelenen 140 6rnegin 8'inde (%5.7) pozitif olarak goz-
lemlenen kontaminasyon orani ile calismamizdan daha di-
sik dizeye sahip oldugu gozlemlenmistir (34). Taze ve don-
durulmus Uriinlerde daha 6nce yapmis oldugumuz galisma-
mizda ise dondurulmus balik ve karideslerde V. parahae-
molyticus kontaminasyon orani LAMP ydntemiyle sirasiyla
%2 ve %4 olarak tespit edilmistir (16). Mevcut ¢alismamizda
gozlemlenen nispeten daha yiksek kontaminasyon oraninin
ise 6n zenginlestirme ve klasik kiltiirel yontemin dondurul-
mus muhafaza esnasinda hasara ugramis olan bakteri hiicre-
lerinin yeniden kultiire edilebilir forma gecebilmeleri ile ilis-
kili oldugu diisiinilmektedir. Benzer sekilde Sadeghi ve ark.
(35), dondurulmus karideslerde 6n zenginlestirme isleminin
direkt kalttr yontemiyle karsilastirildiginda TCBS agarda lre-
yen V. parahaemolyticus’un selektivitesini arttirdigini ortaya
koymustur.
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izolatlarda V. vulnificus varhginin tespiti amaciyla ger-
ceklestirilen LAMP reaksiyonunda iki izolatin (2/36, %5.5) tir
spesifik vwvhA gen bolgesine sahip oldugu bulunmustur. V.
vulnificus kontaminasyon oraninin daha yiksek (23, 36) ve
daha diisiik bulundugu galismalar (25) bulunmaktadir. Nite-
kim, Raissy ve ark. (23) yengec ve istakozlarda Vibrio spp. tir-
lerini belirledikleri ¢alismada V. vulnificus tespit dizeyini
%13.6 olarak bulmuslardir. Benzer bir ¢alismada Turner ve
ark. (36), toplam 210 adet su ve plankton 6rneginden V. pa-
rahaemolyticus, V. vulnificus ve V. cholerae izole etmislerdir.
Orneklerden en cok identifiye edilen Vibrio tiirleri, calisma-
mizla benzer sekilde sirasiyla V. parahaemolyticus, V. vulnifi-
cus ve V. cholerae seklinde olmustur. Daha disiik kontami-
nasyon orani, Vu ve ark. (25) tarafindan Berlin’de satisa su-
nulan deniz Urtinlerinde toplam 160 adet 6rnekte gercekles-
tirilen calhismada %0.6 olarak tespit edilmistir.

V. cholerae’nin belirlenmesi amaciyla yapilan ompwA
gen bolgesinin tespitine yonelik LAMP reaksiyonunda ise izo-
latlarin higbirinde V. cholerae bulunamamistir. Benzer se-
kilde V. choleare’nin tespit edilmedigi calismalar (23, 37) ol-
dugu gibi mikroorganizmanin farkli diizeylerde kontaminas-
yon varhgini bildiren ¢ok sayida arastirma da (32, 38, 39) bu-
lunmaktadir.

Ulusal diizeydeki bir ¢alismada irkin ve ark. (37), Mar-
mara ve Ege Denizi'nden avlanan ve islenerek ihrag¢ edilen
karides numunelerinde klasik kiiltiirel ydontemle V. cholerae
varliginin saptanmadigini bildirmislerdir. Benzer sekilde, Ra-
issy ve ark. (23) yengeg ve istakoz 6rneklerinde Vibrio spp.
olarak tespit ettikleri izolatlarda V. cholerae varligina rastla-
madiklarini ifade etmislerdir. Mevcut ¢alismamizdan farkli
sekilde Wong ve ark. (38), dondurulmus deniz Grlnlerinde
Vibrio spp. tirlerini identifiye ettikleri calismada V. cholerae
kontaminasyon oranini %14.9; Elhadi ve ark. (32) ise Ma-
lezya’da karides, kalamar, yengeg, istiridye ve midyelerde V.
cholerae kontaminasyon oranini %4.7 olarak tespit etmisler-
dir. Benzer sekilde, Ottaviani ve ark. (39) tarafindan lokal ve
ithal deniz Urlinlerinde O1 ve non-0139 V. cholerae tespiti
amaciyla yapilan ¢alismada toplam V. cholerae kontaminas-
yon orani %5.6 olarak tespit edilmistir.

Arastirma sonuglarina gore Vibrio spp. pozitif 6rnek-
lerde en c¢ok identifiye edilen tiir V. parahaemolyticus ve
daha sonra V. vulnificus seklinde olmustur. Bu agidan deger-
lendirildiginde benzer kontaminasyon oranlarina sahip ¢alis-
malar (36) bulunmakla birlikte 6rneklerin toplanma yeri, su
sicakligl, avlanma dénemi ve suyun tuzluluk orani gibi pek
cok faktore bagh olarak daha farkli kontaminasyon dagili-
mina sahip ¢alismalar da (38, 40) bulunmaktadir.

Wong ve ark. (38) tarafindan satisa sunulan dondurul-
mus deniz Urinlerinde Vibrio tiirlerini belirlemeye yonelik
gerceklestirilen ¢alismada V. alginolyticus, V. parahaemoly-
ticus, V. cholerae ve V. fluvialis'in tespit oranlarinin sirasiyla
%36.0, %15.8, %14.9 ve %13.2 oldugu belirlenmistir. Calis-
mamizdan farkli tir dagilimlarina sahip bir baska ¢alismada
Yano ve ark. (40), Tayland’da yetistirme karideslerde patoje-
nik Vibrio tirlerinin prevalansini arastirdiklari ¢calismada 16
karides 6rneginin 15 tanesinde V. cholerae, 6 tanesinde V.
parahaemolyticus ve 2 tanesinde V. vulnificus tespit etmis-
lerdir.
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Arastirma kapsaminda deniz Urlnleri kaynakli gida en-
feksiyon ve intoksikasyon vakalarinda en sik rastlanan etken-
lerden olan Vibrio spp. tespiti halk sagligi agisindan 6nem arz
etmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde 6zellikle dondu-
rulmus deniz Grinlerinde uygun ¢oziindliirme ve yetersiz isil
islem uygulanmasinin enfeksiyon ve intoksikasyon riskini art-
tirabilecegi gbz 6nlne alinmalidir. Bununla birlikte, gida kay-
nakli hastaliklarin 6nemli bir kaynagini olusturan deniz Grlin-
lerinde 6nem arz eden mikrobiyal etkenlerin LAMP gibi pa-
hali alt yapi gerektirmeyen, ylksek 6zginliige sahip, kisa si-
rede tespit saglayan molekiler yontemlerle arastiriimasinin
yayginlastirilmasi gerektigi diisiintilmektedir.
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