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Tiirkiye’de ihrac edilen Bivalvia tiirlerinden Vibrio tiirlerinin izolasyon ve
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Yavuz DEMIR

Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, Gida Kontrol Boliimii, Izmir, Tiirkiye

Gelis Tarihi / Received: 23.11.2011, Kabul Tarihi / Accepted: 14.05.2012

Ozet: Bu calismada, Ege ve Marmara denizi kiyilarinda kiiltiirii yapilan Bivalvia tiirlerinden kontaminasyon sonucu in-
sanlarda enfeksiyona sebebiyet veren Vibrio tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonu yapilmistir. Marmara ve Ege bolge-
sinde bulunan iiretim istasyonlarindan alinan 6 farkli tiirdeki 958 Bivalvia bakteriyolojik yénden incelendi. Orneklerden
fenotipik testlerle izole edilen 35 Vibrio tiiriniin ¢cogunlugu V.paraheamolyticus ve V.alginolyticus olarak identifiye
edildi. Marmara ve Ege sahil seridinde bu bakterilerin yogun oldugu belirlendi.

Anahtar sozciikler: Bivalve spp., identifikasyon, Vibrio spp.

Isolation and identification of Vibrio spp. from Bivalvia spp. which are exported by Turkey

Summary: In this resarch, Vibrio spp., causing infections in humans as a result of contamination, were isolated and
identificated from the costs of Aegean and Marmara Seas in which Bivalvia species have been cultured. The material of
this research was a total of 958 Bivalvia spp., chosen from 6 Bivalvia species which have been produced in regions of
Aegean and Marmara Seas were investigated by bacteriologically. Totally 35 Vibrio spp. were identified by phenotypic
tests, with a majority, V.paraheamolyticus and V.alginolyticus were isolated from samples. These microorganisms, de-
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tected in this project, were densely determined in the costs of Aegean and Marmara Seas lines.

Keywords: Bivalve spp., identification, Vibrio spp.

Giris

Bivalvia tiirleri, deniz suyundaki partikiilleri sii-
zerek beslenirler. Gidalari, deniz suyunda yasayan
mikroorganizmalarin karigimi ve inorganik partikiil-
lerden olusmaktadir. V.parahaemolyticus gibi bazi
heterotropik mikroorganizmalarin, Bivalvia tiirleri-
nin sindirim siirecine girerek dokularina yerlestigi
bildirilmektedir (8). Cogu V.parahaemolyticus sero-
tipleri insanlar i¢in patojen oldugundan, su iiriinleri
ve insan gida tiiketimi saglhiginda daimi bir tehlike
olusturmaktadir. Bivalvia’lar genellikle diinya ca-
pinda yiiksek saglik riski tagiyan gida grubu olarak
kabul edilmektedir (8).

Wright ve ark., (32) ve Charles ve ark., (9) yap-
tiklar1 ¢alismalara gore, midyelerin 1-2 um boyu-
tundaki partikiilleri tutma 6zelliklerine sahip oldu-
gu bildirilmektedir. Fakat Bivalvia’larin sudan di-
rekt bakteri tutma kapasiteleri hala tartisilmaktadir.
Bivalvia’larin bakterileri direk kendileri mi yoksa
trofik linkleri ile mi siizdiikleri hala tartisma konu-
sudur (9, 12, 21, 25). Her ne sekilde olursa olsun,

deniz ortaminda yaygin olarak bulunan Vibrio spp.
tiiri bakterilerin Bivalvia’larda bulunabildikleri bil-
dirilmistir (6).

Cook (11)’un Bivalvia’lar lizerine yaptig1 ca-
lismalarda, bu canlilarin deniz suyunu filtre ederek
beslenen canlilar oldugu i¢in, solungag silialarindan
deniz suyunu transfer ederek partikiilleri solungag
filamentlerine gonderdiklerini ve mukus salgilayan
filamentleri ile bir¢ok organizmayi1 ve inorganik
partikiilii yakaladiklarini belirtmistir. Partikiiller
mideye ulastigi zaman kristalin tarzi enzimleriyle
sindirimlerinin basladig1 ifade edilmektedir. Paster
ve ark., (26) yaptiklar arastirmalarda bazi mikroor-
ganizmalarin digestiv asamaya direndikleri belirtil-
mistir. Capello ve ark., (8) V.parahaemolyticus gibi
baz1 heterotropik mikroorganizmalarin Bivalvia
sindirim siirecine girerek dokularma yerlestigini
soylemektedir. Cogu Vparahaemolyticus serotip-
leri insanlar i¢in patojen oldugundan, su iriinleri
ve insan gida tiikketim saghiginda daimi bir tehlike
olusturmaktadir. Bivalvia’lar genellikle diinya c¢a-
pinda yiiksek saglik riski tasiyan gida grubu olarak
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kabul edilmektedir. V.parahaemolyticus’ un, Sili’de
pismemis kabuklu tiiketimi ile ilgili ¢ikan gastroen-
teritis salginlarinin etiyolojik ajant oldugu raporlan-
mistir (11).

Wright ve ark., (33), Daniels ve ark., (12),
Volety ve ark., (29) Bivalvia’larin ¢ok sayidaki su-
cul ortam bakteri tiirleri i¢in habitat teskil ettigini
ifade etmektedirler. Bunlarin bazilari, insan gidasi
olarak tiiketimi sonucu siddetli gastroenteritis va-
kalarina sebep olmaktadir (8). Bivalvia’larin bakte-
riyel ekolojisini daha iyi anlamak, ¢iftliklerin daha
yiiksek iiretimini saglamak ve insan gidasi tiikketimi
olarak kullanimlarinda giivenliklerini arttirmak agi-
sindan 6nemlidir. Bu vertabrasizlarin mikrofloralari
hakkinda ¢ok fazla veri bulunmamaktadir. Bivalvia’
lar ile yapilan ¢aligmalarda, Colwell ve Listin (10),
Kueh ve Tamplin (20), Prieur (27), Olafsen ve ark.,
(25) Vibrio spp.lerin koloni sayimlarmin 30’a varan
oranlarda izole edildiklerini agiklamiglardir. Walne
(31), Tubiash ve ark., (28), Dungan ve Elston (14),
Nicolas ve ark., (23) Bivalvia iiretim ciftliklerinde
iiretimi yapilan Bivalvia’larda goriilen bir ¢ok has-
talik problemlerini gram negatif mikroorganizmala-
ra atfetmektedir.

Vibrio tirleri dogal ortamda ve deniz suyunda
bol miktarda bulunurlar ve bu yiizden etiyolojik ajan
olarak Vibrio tiirlerinin eradikasyonunun imkansiz
oldugu bildirilmektedir (2). Vibrio enfeksiyonlari
pestisit, agir metal, toksik fitoplankton, petrol {irii-
nii toksikantlarmin etkiledigi su kalitesine ve kotii
iiretim kosullar1 ile dogrudan baglantili oldugu ileri
siriilmektedir. Austin ve ark., (3) Vibrio tiirlerinin,
iretimi yapilan Bivalvia alanlarindaki {iretim me-
tabolitlerinin ya da alg kiiltiirlerinden kaynaklanan
¢Oziinmiis organik subsratlarin iiretim sisteminde
artmastyla olusan uygun ortam sonucu tespit edile-
bilecegini belirtmislerdir.

Bu cinsin tiyeleri, dogal ortamda mevcut olan
deniz ve denize agilan akarsu agizlarinda, havuz ve
g0l sularinda, gastrointestinal kanalda, fekal kon-
tamine atiklarda ve kontamine gidalarda tim diin-
yada bulunurlar (1, 6, 15, 17, 19, 22). V.cholerae,
V.parahaemolyticus, Vvulnificus ve V.mimicus
ozellikle su ve gida kaynakli hastalik olugturabi-
len 6nemli insan patojenleridir (30). Vibrio genusu,
diiz yada kivrik comak formu ile, 0.5-0.8 mikro-
metre genislikte ve 1.4-2.6 mikrometre uzunlukta
gram negatif, bir ya da daha fazla polar flagellas1
ile hareketli, fakiiltatif anaerobik, fermantatif ya da

oksidatif metabolizmayla sekerleri parcalayabilen,
sitokrom oksidaz pozitif, 0/129 vibriostat ajanina
duyarli, deniz ve denize acilan sularin habitatini
olusturdugu mikroorganizmalardir (7). Vibrio tiirle-
rinin ¢gogu insanlar i¢in patojeniktir. Bu tiire ait bazi
iiyelerin, 1lik kiy1 sularina sahip Bivalvia ve diger
deniz {riinlerinin tiiketildigi iilkelerde insanlarin
sindirim sistemi enfeksiyonu etkeni oldugu belirtil-
mistir (1, 6, 7, 15, 17, 18, 19, 22).

Bu galismada, iilkemizin Ege ve Marmara sahil-
lerinde iiretimi yapilan Bivalvia tiirlerinden Ostrea
edulis (Istiridye), Tapes decussatus (Akivades),
Mytilus galloprovincialis (Kara midye), Modiolus
barbatus (Kill midye), Veniis verrucosa (Kidonya),
Donax trunculus (Kum sirlani) tiirleri kullanilarak,
halk sagliginda ve ihracatta ciddi risk olugturan
V.cholerae, V.parahaemolyticus ve risk olusturabi-
lecek diger Vibrio tiirlerinin tespiti amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Aragtirmada, Vibrio spp. izolasyonu amaciyla kul-
lanilan toplam 958 adet Bivalvia numunesinden
304’1 Balikesir ili Ayvalik yetistirme bolgelerinden,
113’ Izmir ili Merkez ve Cesme bdlgesi iiretim
bolgelerinden, 541’1 Canakkale ili merkez iiretim
bolgelerinden temin edildi. Ornekler tiirlerin aylara
gore hasat zamaninda Ocak aymdan Temmuz ayina
kadar diizenli sayida alindi. Alinan 6rnekler soguk
zincir kuralina uyularak 24 saat icinde Food and
Drug Administration (FDA) (15) metoduna gore,
V.cholerae, V.parahaemolyticus, V.vulnificus ve diger
Vibrio tiirlerinin izolasyonuna baslandi. Calismada
958 ornekten, 97 Kidonya (V.verrucosa), 570 Kum
sirlant (D.trunculus), 116 Akivades (7.decussatus),
67 Kara midye (M.galloprovincialis), 53 Killi mid-
ye (M.barbatus), 55 Istiridye (O.edulis) kullanildz.

Standart Vibrio cholerae susu: V.cholerae
ogawa non O1 susu, Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik
Bakanligt Refik Saydam Hifzisthha Merkez
Baskanligt SHAM/Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu
Laboratuvart Birimi’nden liyofilize olarak temin
edildi. Pandemik salginlara neden olan kolera va-
kasmin etiyolojik ajan1 olan V.cholerae O1 ve O
139 suslari ise, iilkemizde pandemik koleranin uzun
yillardir goriilmemis ve eradike edilmis olmasindan
dolay1 giivenlik gerekcesi nedeniyle sus talebi kabul
edilmedigi i¢in ¢alismada kullanilamadi.



Demir Y. Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 23, 1-8, 2012 3

Tablo 1. Uretim tesislerinden alinan Bivalvia tiirlerinin aylara gére dagilimi ve sayilart

Analize Alian Tiir Sayist

Aylar Istiridy.e Kum sirlan Akivades Kara Mi(liye. . Killi Midye Kidonya
(O.edulis) (D.trunculus) (T.decussatus) (M.galloprovincialis) (M.barbatus)  (V.verrucosa)

Ocak 3 30 10 4 - 3

Subat 6 90 35 4 8 6

Mart 6 90 45 4 - 6

Nisan 12 150 55 - 4 12

May1s 6 - 25 - - 3

Haziran 3 60 35 16 12 3

Temmuz - 150 35 16 8 3

Toplam 36 570 240 44 32 36

Genel Toplam 958

Standart  Vibrio  parahaemolyticus  susu: Ureyen Vibrio spp. siipheli sar1 veya yesil ko-

V.parahaemolyticus 0O:3 K:6 serogrubu (Kod: lonilerden 6ze ile alinarak %1,5 NaCl Tryptic Soy

M1623B), Ingiltere Weymouth Cefas Commonity
Reference  Laboratory  http://www.crlcefas.org
(Ulusal Referans Laboratuvari)’dan canli olarak te-
min edildi.

Deney hayvanlari: Standart V.cholerae ve
V.parahaemolyticus suslarindan antiserum hazirla-
mak amaciyla, 17.11.2009 tarih ve 8447 sayili Etik
Kurulu Karari ile her bir sus i¢in 1’er adet olmak
tizere 1.5-2 kg agirligindaki Yeni Zelanda tavsan-
larindan (Oryctolagus cuniculus) 3 adet kullanildi.

izolasyon prosediirii: Calismada kullanilacak 6r-
nekler, 2009 yili ocak ile temmuz aylar1 arasinda,
soguk zincir kuralmma uygun sekilde alinarak la-
boratuvara getirildi (Tablo 1). Diger giin analize
almacak ornekler +4°C’de muhafaza altina alindu.
Ornekler steril eldiven, bicak, havan ve steril pens,
makas yardimi ile agilarak, 6rneklerden 25 gr tartil-
di. Ornekler steril kum vasitast ile ezilerek homojen
hale getirildi. Yeterince homojenize edilemeyen du-
rumlarda, homojenizatorden yararlanildi.

Tartilan ve homojenize edilen 6rnekler, 225 ml.
Alkali Peptonlu Su (APS)’ ye 1/10 oraninda inokiile
edildi (25 gr) ve bir gece 37°C’de inkiibasyona bi-
rakildi (donmus 6rnek kullanilirsa 2 kat kuvvetinde
APS’ ye inokiile edildi).

Inkiibasyon sonunda APS’ den bir dze dolusu
alimarak Thiosulpahate Citrate Bile Salt Sucrose
agara (TCBS) tek koloni diisiirme metodu ile ekim
yapildi. Besiyeri 37°C’ de bir gece inkiibe edildi.

buyyona gecildi, 37°C’de bir gece inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonu Tryptic Soy buyyonundan tekrar
TCBS agara gegilerek saf koloni elde edildi. Ureyen
saf kolonilerden Tryptic Soy agara (TSA) alt kiiltii-
rii yapilarak, identifikasyon i¢in biyokimyasal test
caligmalarina gegildi (15).

Temel ozellikler ve biyokimyasal testler: TSA’da
ireyen saf koloniden; hareket muayenesi, Gram
boyama, sitokrom oksidaz testi, katalaz testi, O/F,
jelatin hidroliz testi, O/129 vibriostat ajana duyarli-
lik testleri yapildi. Belirtilen 6zelliklere bakilan saf
koloniden, biyokimyasal testlerle identifikasyona
devam edildi. Biitiin biyokimyasal testler tamamla-
narak tiir tespiti, Arda M. (1997), Austin B. (2002),
Bekar M. (2003), FDA (2004), ISO/TS (2007)’ de
belirtilen arastirmacilara gore yapildi ( 1, 4, 6, 15,
18).

Vitec 1l cihaz ile identifikasyon: Tiim testlerin
uygulanmasindan sonra, TSA’da tireyen saf kiil-
tirden Gram boyama yapilarak, Vitec II Compact
cihazinin (Biomerioux) gram negatif bakteri iden-
tifikasyonunda kullanilan identifikasyon kartlar ile
cihaza verildi, yaklasik 12-24 saat cihazdaki inkii-
basyon periyodundan sonra sonuglar okundu.

Standart suslardan hiperimmun antiserum ha-
zirlanmasi: Antiserum tiiretiminde kullanilan stan-
dart suglarin, bildirilen bakteri olup olmadiklarinin
tespiti ve dogrulama i¢in API 20E identifikasyon
sistemi ID 32 (Bio Merieux) kullanildi. TSA’da tire-
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yen saf kiiltiirden daha 6nceden fizyolojik tuzlu su
(FTS) ile hazirlanan %0,3’liikk formalin i¢ine alind1.
Bu siispansiyon 6nce 56°C’lik su banyosunda 30
dakika bekletildi. Su banyosundan sonra +4°C’de
15 dakika 3000 rpm’ de santrifiije edildi. Santrifijj
sonunda tiipteki siipernatant alinarak FTS ile Mc
Farland tiip: 4 degeri ile 1,2x 10® cfu/ml hiicreye
esdeger olacak sekilde ayarlandi. Her iki standart
kiiltlir i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan bu siispansiyondan
tavsanlara 4’er giin ara ile kulak venasindan IV yol-
la sirasi ile 0,2- 0,5- 1,0- 1,5 ve son olarak da 2 ml
miktarinda enjekte edildi. Son asama olarak 1 hafta
sonra formalin kullanilmadan ayni sekilde hazirla-
nan canli kiiltiir stispansiyonundan 0,5 ml SC yolla
enjekte edildi. Enjeksiyon periyodu bitiminden 10
giin sonra tiim tavsanlarin kanlar1 alinarak, kan se-
rumlar1 -20°C’de saklandi (16, 24).

Hiperimmun serumlarin titrasyonlarimin be-
lirlenmesi: Steril 10 adet tiipiin birincisine 0,8 ml
FTS, 0,2 ml titrasyonu belirlenecek serum konuldu.
Diger 9 tiipe 0,5 ml FTS konuldu. 1. tiipte serumun
V4 sulandirmasi yapildiktan sonra 2 katli sulandirma
yapilarak, 1. tlipten sirasi ile 0,5 ml steril pipet yar-
dimi ile 2.- 3.- 4. ve en son tiipe kadar aktarildi. Son
tiipten 0,5 ml disar1 atildi. Bdylece tliplerdeki diliis-
yon degerleri sirasi ile 1. tlipte 1/8, 2. tiipte 1/16, 3.
tiipte 1/32 ve sirasi ile 1/64, 1/128, 1/256 ve en son

tiipte 1/2048 oldu (24). Eldeki hiperimmun serum
ile McFarland:4 degeri ile 1,2x 10® cfu/ml hiicre-
ye esdeger olacak sekilde standardizasyonu yapilan
ayni tiirdeki antijen soliisyonundan 0,5 ml sirast ile
1. tlipten son tiipe kadar ayr1 pipet ucu kullanilarak
eklendi. 1. tiipten 6. tiipe kadar aglutinasyon reaksi-
yonlar1 gozlendi, 7. tlipte bu reaksiyon gézlenmedi.
Boylece hiperimmun antiserumun titrasyonu; aglu-
tinasyon gdzlenen en son tiipten bir sonraki tiip olan
7. tiipte 1/512 olarak tespit edildi.

Agliitinasyon teknigi ile saha suslarinin serotip-
lendirilmesi: Lam {izerine 1 damla FTS damlatild:.
Uzerine serotiplendirilmesi amaclanan tek bir kolo-
ni alind1 ve bir damla titrasyonu belirlenmis anti-
serum ilave edilerek igne uglu 6ze ile karigtirildi.
30 sn. sonunda verdigi agliitinasyon sonucu lam
izerinde olugan presipitasyona gore degerlendirildi
(24).

Bulgular

Mikrobiyolojik muayene: Ayvalik bdlgesinden
aliman 113 6rnegin 20 (%]17.6)’ sinden, Canakkale
bolgesi yetistirme istasyonlarindan alinan 541 6rne-
gin 14 (%2.5)” iinden, Izmir merkez ve Cesme ilgesi
iretim yerlerinden alman 113 6rnegin 1 (%0.8)’ in-
den Vibrio spp. izole edildi.

Tablo 2. Arastirmada kullanilan Bivalvia spp. érneklerinden izole edilen Vibrio tiirlerinin aylara ve Bivalvia tiirlerine

gore dagilimi

Analiz Edilen Tiirler
Avl Istiridye Kum sirlant Akivades Kara Midye Killi Midye Kidonya
ylar (O.edulis) (D.trunculus) (T.decussatus) (M.galloprovincialis) (M.barbatus) (V.verrucosa)
Ocak - - V.alginolyticus - V.alginolyticus
Subat . - - - -
L A V.mimicus V.hollisae
Mart Vfurnissii Vfurnissii V.parahaemolyticus ) ) V.furnissii
Nisan - V.metschnikovii V.alginolyticus - - -
M V.parahaemolyticus Valginolyticus V.parahaemoyticus
ay1s P 4 V.parahaemolyticus P et
. . . V.parahaemolyticus . . Lo
Haziran - V.parahaemolyticus V.parahaemolyticus Valginolyticus V.parahaemolyticus  V.alginolyticus
Temmuz V.parahaemolyticus Vovulnificus V.parahaemolyticus - V.alginolyticus
: V.alginolyticus : '

Otomatize sistemle Vibrio spp. identifikasyo-
nu: Klasik yontemler ile izole ve identifiye edilen
18 Vparahaemolyticus, 11 V.alginolyticus ve 1

Vovulnificus, otomatize identifikasyon sistemiyle de
ayn1 sonucu verdi. Ancak klasik yontemlerle tespit
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edilen 3 Vfurnissii, 1 V.mimicus, 1 V.metschnicovii
otomatize sistemle tespit edilemedi.

izole edilen Vibrio parahaemolyticus suslari-
nin serolojik muayenesi: Standart V.cholerae ve
V.parahaemolyticus suglarindan belirtilen metotla
hiperimmun serumlari elde edildi. Elde edilen hipe-
rimmun serumlarin titrasyonlarimin tespitinde kul-
lanilan metot ile yapilan analiz sonucunda 1. tiipten
6. tiipe kadar aglutinasyon reaksiyonlart gézlendi,
7. tiipte bu reaksiyon gozlenmedi. Bdylece hiperim-
mun antiserumun titrasyonu; aglutinasyon gozlenen
en son tlipten bir sonraki tiip olan 7. tiipte 1/512 ola-
rak tespit edildi.

Yapilan serolojik muayene sonucu, kati agarda
saf olarak tiretilen standart V.cholerae ogawa non-
Ol ve standart V.parahaemolyticus O:3 K:6 kolo-
nisi ile yapilan test kontrolii sonunda, lam iizerinde
aglutinasyon sonucu olusan presipitasyon goriildii-
gl halde, izole edilen higbir saha susu V.cholerae
ogawa non-O1’ den hazirlanan hiperimmun serum-
la aglutinasyon vermedi. V.parahaemolyticus O:3
K:6’dan hazirlanan hiperimmun serumla yapilan
incelemede 18 Vparahaemolyticus’un hicbirinde
aglutinasyon saptanmadi.

Identifiye edilen saha suslari: Bu calisma-
da yapilan identifikasyon sunucu, ocak ve tem-
muz aylart arasinda diizenli olarak alinan 6rnek-
lerden, V.alginolyticus, V. furnissii, V.mimicus,
V.parahaemolyticus, V.hollisae, V.metschnikovii,
Vvulnificus tirleri izole ve identifiye edimistir
(Tablo 2).

Sahadan identifiye edilen Vibrio tiirleri ve sayi-
lar::

Tablo 3. Arastirmada kullanilan Bivalvia 6rneklerinden
izole edilen Vibrio izolatlarinin dagilimi ve sayist

izole edilen tiirler Say1
Vibrio parahaemolyticus 18
Vibrio alginolyticus 11
Vibrio vulnificus 1
Vibrio furnissii 3
Vibrio mimicus 1
Vibrio metschnicovii 1
Vibrio spp. (identifikasyon yapilamad) 1

Toplam 36

Tablo 4. Sahadan izole edilen Vibrio tirlerinin identifi-
kasyon 6zellikleri

Vibrio spp.(identifikasyon yapilamadi)

Fenotipik Ozellikler % I F ¢ HEE

TCBS AgardaKoloniRengi S Y Y S Y S S
Gram Boyama - - - - - - -
Katalaz + + + o+ o+ o+ 4+
Sitokrom oksidaz + + + + + - +
Hareket + + + o+ o+ o+ 4+
TSA’ da yayilma + o+ o+ - - + -
Jelatin Hidroliz + + + 4+ o+ o+ -
22°C de iireme - + + + + + +
37°C de iireme + + + + + + +
42°C de tireme + o+ o+ - + 4+ o+
Glikoz + + + o+ o+ o+ 4+
Laktoz - - + - - - -
Mannitol + o+ o+ o+ 4+ o+ o+

Oksidasyon/Fermentasyon — +/+ +/+ +/+ ++ +/+ ++ ++

ONPG - - - - + 4 .
Urease - - - oo
Indol + - -+ o+ o+ o+
Hemoliz (KA) da + 4+ 4+ -+ -
H,S/Gaz - - - + - - -
MR/VP +H+ - A - - -+ -
%0 NaCl ireme - - - - + - +
%3 NaCl iireme + + + + o+ o+ o+
%38 NaCl lireme + + + + - UA +
%10 NaCl tireme + - - - - - -
LDC + - + - + + -
ADH - + - + - + -
OoDC + o+ o+ - + - -
10pg 0/129 D D d D d d D
150 pg O/129 d d d d d d d

S= Sari, Y= Yesil, UA=Ureme yok/ az, D= Direngli, d= Duyarli
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Tartisma ve Sonug¢

Calismada kullanilan 6rnekler kis, ilkbahar ve yaz
baslangicinda alinarak analizleri tamamlanmistir.
Sonbahar aylari, Bivalvia iiretim istasyonlarinda-
ki iiretimi yapilan tiirlerin ¢ogunun ihracata ka-
pali olmasindan dolay1 bu calismaya dahil edile-
memistir. Analize alinan bdlgelerden Canakkale
ili, Balikesir ili Ayvalik ilgesi, Izmir ili Merkez ve
Cesme ilcesinden toplanan Orneklerin aylara gore
dagilimi ve sayilari tablo 1’de verildi. Toplam
958 Bivalve spp. orneginden Vparahaemolyticus,
V.alginolyticus, V.vulnificus, V. furnissii, V.mimicus
ve V.metschnicovii identifiye edildi. 1 Vibrio susu
da yapilan biyokimyasal testlerle tanimlanamadi.
Identifiye edilen Vibrio tiirlerinin fenotipik 6zellik-
leri tablo 4’ de verildi.

Biyokimyasal testlerle identifiye  edi-
len 18 Vparahaemolyticus susunun standart
V.parahaemolyticus O:3 K:6 serogrubuna ait olup
olmadigimin tespiti amaci ile, Yeni Zelanda tavsa-
nt (O.cuniculus) kullanilarak bu serogrup icin elde
edilen hiperimmun serumun titrasyonlart belirle-
nerek serotiplendirmede lam agliitinasyon teknigi
kullanildi. Ancak incelenen 18 V.parahaemolyticus
susunun higbirisinde lam aglutinasyon sonu pre-
sipitasyon gozlenmedi ve sahadan elde edilen
V.parahaemolyticus suslarimin V.parahaemolyticus
0:3 K:6 serogrubuna ait olmadig tespit edildi. Bu
durum, Marmara ve Ege sahillerimizde iiretimi
yapilan Bivalvia’larin, gastroenteritislerin 6nemli
etkenlerinden birisi sayilan bu serogrubla kontami-
ne olmadig1 anlagildi. Tablo 2 ve 3’ de izole edilen
Vibrio tiirlerinin aylara gore dagilimlari ve sayilari
verildi.

Mevcut calismada Valginolyticus suslari iden-
tifiye edilerek, suslar arasinda Indol testi, ornithin
dekarboksilaz (ODC) testi ve 22°C iireme testle-
rinde farklilik gosterdikleri anlagildi. Austin (2),
V.alginolyticus igin indol testi degerini pozitif ola-
rak verdigi halde Bekar (6) ¢aligmalarinda bu de-
geri negatif olarak belirtmistir. Ayni sekilde bu tiir
icin ODC ve 22°C’ de iireme testlerinin sirasiyla
bu calismada pozitif ve negatif olduklar1 goriildii.
FDA (15), V.alginolyticus igin ODC degerini pozi-
tif olarak belirtmistir. Austin (2) Vibrio tiirleri igin
bu degeri belirtmemistir. Bekar (6) bu tiir icin ODC
testinin ¢alismalarinda pozitif oldugunu belirtmis-
tir. 22°C iireme testi, bu tiir icin Austin (2) ve FDA

(15)’ da belirtilmedigi halde Bekar (6) caligmalarin-
da negatif olarak belirtmistir.

Vovulnificus bu galigsmada, belirtilen identifikas-
yon tablolarinda verilen degerlerden 2 biyokimyasal
degeri ile farklilik gosterdi. Bunlardan ONPG testi
ve %8 NaCl sivi buyyonda iireme testinde Austin
(2) ve FDA (15)’ nin bu tiir igin ¢alismalarinda bu
degerler verilmemistir, Bekar (6) yaptig1 ¢alisma-
larda bu degerleri sirasi ile pozitif ve negatif verdigi
halde, bu ¢aligmada sirasi ile negatif ve pozitif ola-
rak tespit edildi. Caligmada tespit edilen Vfurnissii,
identifikasyon tablolar ile sadece ONPG testinde
farklilik gosterdi. FDA (15) ve Bekar (6)’ da verilen
tanimlama tablolarinda bu test Vfurnissii i¢in po-
zitif oldugu halde, yapilan ¢alismada negatif oldu-
gu goriildii. Yapilan identifikasyonda biyokimyasal
testler sonucu 1 V.metschnicovii izole edildi, fakat
bu Vibrio turi bakteri, verilen tanimlama tablolarin-
dan, Voges-Proskauer (VP) testi, 42°C’de ve ODC
testi ile farklilik gosterdi. Yapilan bu g¢aligmada,
V.metschnicovii i¢in bu degerler sirasi ile negatif,
pozitif ve negatif oldugu tespit edildi. FDA (15)’da
bu degerler sirast ile pozitif, degisken ve negatif ve-
rilmistir. Bekar (6) yaptigi ¢calismalarda, bu tiir i¢in
sirast ile bu degerleri pozitif, degisken ve pozitif
olarak belirtmistir. Farklilik gdsteren testler, Vibrio
tiirlerinin temel ozellikleri digindaki biyokimyasal
degerlerinin %100 oraninda ayni olmadigini ve ta-
nimlama tablolarinda verilen biyokimyasal degerle-
rin bazilarmin %10-20 oraninda farkli deger verebi-
lecegini gosterdi.

Dileep ve ark., (13), Bivalve spp. ornekleriyle
yaptiklar1 ¢alismada, 86 Ornekten konvansiyonel
analizler ve V.parahaemolyticus‘un toxR geninin
tespitini amaglayan molekiiler ¢alismalar yapmis-
lardir. Konvansiyonel yontemle 28 adet, molekiiler
yontemle 53 adet Vparahaemolyticus tespit edil-
mis ve 1 drnekte tdh ve trh genleri pozitif sonug
vermistir. Molekiiler yontemle bu mikroorganiz-
manin tespitindeki say1 farkliliklarinin, bakterinin
Bacterological Analitical Manual of US (FDA)’da
aciklanan biyokimyasal oOzelliklerinin, izolatlarin
biyokimyasal testlerinde goriilen bir ya da iki adet
farkliliktan kaynaklandigi belirtilmistir. Bu calig-
mada 18 adet V.parahaemolyticus izole ve identifi-
ye edilip, biyokimyasal testlerin bu tiir i¢in verilen
tanimlama tablolaria uydugu tespit edildi.

Aydin ve Soytemiz (5), calismalarinda iire-
tim sahalarindan alinan toplam 70 kum midyesi
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(V.gallina) ile ¢alismis ve bu orneklerin 10’ unda
(%14,3) V.parahaemolyticus izolasyonu yapildi-
&1 bildirilmistir. Aydin ve Soytemiz (5)’in yapti-
&1 calismada Bivalvia orneklerinin bu calismada
ornek alman bolgeleri kapsadigi diisiiniilmekte-
dir. Bahsedilen calismada yaklasik %15°¢ varan
V.parahaemolyticus izole ve identifiye edilmis-
tir. Orneklerin Kasim- Ocak- Subat ve Eyliil do-
nemlerinde alindig1 belirtilmistir. Bu calisma-
da Ocak ve Subat aymnda alinan higbir Bivalvia
orneginde  Vparahaemolyticus’a  rastlanmadi.
Ancak Mart ve diger aylarda alinan 6rneklerden
V.parahaemolyticus izole edilmeye baslandi. Bu ¢a-
lismada kullanilan 958 6rnekten sadece 18 (yaklasik
%1,9) V.parahaemolyticus izole edildi. Bulunan bu
oran, bu ¢aligmada tespit edilen V.parahaemolyticus
oranindan diisiik oldugu goriildii.

Yilmaz ve ark., (34), Marmara denizinden
(Gelibolu bolgesi) kum midyesi (V.gallina) ve kara
midyelerin (M.galloprovincialis) mikrobiyolojik
kalitesinin belirlenmesi i¢in yaptiklari ¢alismalarda
60 ornekten 35 kara midye (M.galloprovincialis) ve
25 kum midyesi (V.gallina) kullanmislardir. Izole
edilen suslar, konvansiyonel yontemler ve API 20E
identifikasyon sistemi ID 32 (Bio Merieux) kullani-
larak identifikasyon yapilmistir. Marmara, Gelibolu
bolgesinden alinan oOrneklerden V.cholerae ve
V.parahaemolyticus suslari izole ve identifiye edi-
lememistir. Bu sonug, calismamizdaki V.cholerae
analizleri ile Ortismektedir. Calismamizda 958
adet Bivalvia Orneginin higbirisinden V.cholerae
izole edilememis bununla birlikte, 18 adet
V.parahaemolyticus izole edilmistir.

Mevcut ¢alisma ile Yilmaz ve ark., (34)’nin ¢a-
lismasinda da alinan 6rneklerden V.cholerae izole
edilmemesinin, Marmara ve Ege sahil bolgelerimi-
ze kanalizasyon ve atik sularinin karismadigindan
dolay1 oldugunu diistindiirmektedir.

Sahadan alinan Ornekler klasik yontemlerle
analize alinip, elde edilen izolatlarin biyokimya-
sal testler ve Vitec II Compact (Biomerioux) ci-
hazi kullanilarak tanimlanmasi yapilmistir. Ayrica
V.cholerae ve V.parahaemolyticus standart suslari
ile serum elde edilip, izole edilen suslarin serolojik
yonden analizleri gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda, Ege ve Marmara sahillerimizde kole-
ra tehdidinin bulunmadigi sonucuna varilmistir.
Calismada V.parahaemolyticus izolasyonlari yapil-
sa da, bu izolatlarin O:3 K:6 serotipi olmadig1 se-

rolojik analizlerle tespit edilmistir. Bu sayede bah-
sedilen sahil kiyilarimizda ve bu bolgelerde tiretilip
tilketime sunulan Bivalvia tiirlerinde O:3 K:6 sero-
tipi yontinden ciddi gida riski olusturacak bir durum
olmamasina ragmen, hijyen kurallarina uyulmasi ve
gida olarak tiiketime sunulan Bivalvia iirlinlerinin
mutlaka pastorizasyona tabii tutulmasi gerektigi so-
nucuna varilmistir.

Tesekkiir

Bu calisma siiresince gerekli orneklerin sag-
lanmasinda kolaylik gosteren Izmir il Kontrol
Laboratuvar1 calisanlarina, kurumumda tez c¢a-
lismam i¢in gerekli imkani ve destegi saglayan
Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Miidiirti
Necdet AKKOCA ve Miidiir Yardimcisi Hasan
AKTAR’ave 6zellikle gérev yaptigim Gida Kontrol
Boliimiindeki c¢alisma arkadasglarim Dr.Vet.Hekim
Ozhan TURKYILMAZ, Uzm.Vet. Hekim Biilent
KAFA, Laborant Sahin SAVA ve goriislerinden ya-
rarlandigim Prof.Dr. Hasmet CAGIRGAN ve Prof.
Dr. Halil ibrahim ATABAY ’a siikranlarimi sunarim.

Kaynaklar

1. Arda M, (1997). Temel Mikrobiyoloji. Dordiincii baski.
Ankara: Medisan yaynlari, p. 294-315.

2. Austin B, Austin DA, (1987). Bacteral Fish Patogens. First
edition. England: Ellis Harwood Limited, p. 263- 324.

3. Austin B, Bucke D, Feist SW, Helm M, (1988). Disease
problems among cultured bivalve larva. Internal report.
Ministry of Agriculture, Fisheries and Food Directorate of
Fisheries Research. Lowestoft. 16, 1-22.

4. Austin B, Austin DA, (2002). Bacteral Fish Patogens. Third
edition. England: Ellis Harwood Limited, p. 282.

5. Aydin A, Soytemiz E, (2002). Balik tiirlerinden ve kum
midyelerinden (Venus gallina) Vibrio parahaemolyticus
izolasyonu ve identifikasyonu. Turk J Vet Anim Sci. 26,
1249-1253.

6. Bekar M, (2003). Gram negatif mikroorganizmalar, genel
karakterleri ve tam yontemleri. Etlik Vet Mikrobiol Derg.
14, 31-429.

7. Bergey DH, John GH, (1984). Bergey s manual of determi-
native bacteriology. First edition. Baltimore: Willams and
Wilkins, p. 4320.

8. Capello AE, Romilio T, Romero EJ, (2003). Tracing Vibrio
parahaemolyticus in oysters (Tiostrea chilensis) using a
green fluorescent protein tag. J Exp Mar Biol Ecol. 327,
157-166.

9. Charles F, Amouroux JM, Gremare A, Cahet G, (1992).
Filtration of the enteric bacteria Escherichia coli by two

filter-feeding bivalves, Venus verrucosa and Mytilus gallo-
provincialis. Mar Biol. 113, 125-131.



Demir Y. Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 23, 1-8, 2012

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Colwell R, Listin J, (1960). Bacteriological study of
natural flora of pacific oyster (Crassostrea gigas). Appl
Microbiol. 8, 104-109.

Cook DV, (1991). Microbiology of bivalve molluscan shell-

fish. Ward DR, Hackney CR. eds. Microbiology of Marine

Food Products. The Microbiological Safety and Quality of
Food. Aspen Publishers Inc, New York. p. 19-40.

Daniels NA, MacKinnon L, Bishop R, Altekruse S, Ray
B, Hammond RM, Thompson S, Wilson S, Bean NH,
Griffin PM, Slutsker L, (2000). Vibrio parahaemolyticus
infections in the United States. J Infect Dis. 181, 1661-1666.

Dileep V, Kumar HS, Kumar Y, Nishibuchi M,
Karunasagar I, (2003). Application of polymerase chain
reaction for detection of Vibrio parahaemolyticus associ-
ated with tropical seafoods and coastal environment. Lett
Appl Microbiol. 36, 423- 427.

Dungan CF, Elston RA, (1988). Histopathological

and ultrastructural characteristics of bacterial destruc-
tion of hinge ligaments of cultured juvenile pacific oyster
Crassostrea gigas. Aquaculture. 72, 1-14.
FDA BAM, (2004). U.S. Food and Drug Administration,
Bacteriological Analytical Manual Online chapter: 9.
Erisim adresi: www.cfsan.fda.gov/-ebam/bam-9html,
Erisim tarihi: 23.11.2007.

Giirgiin V, Halkman K, (1990). Mikrobiyolojide sayim
yontemleri. Tkinci bask1. Ankara: Gida Teknolojisi Dernegi,
p. 1-6.

Hayashi S, Okura M, Osawa R, (2006). Soft agar coated

filter metod for early detection of viable and thermostable

direct hemolysin (TDH)- or TDH- related hemolysin pro-
ducing Vibrio parahaemolyticus in seafood. Appl Environ
Microbiol. 72, 4576- 4582.

ISO/TS 21872-1:2007(E), (2007). First edition,
Interpretation of biochemical tests, Microbiology of food
and animal feeding stuffs , Horizontal method for the de-
tection of potentially enteropathogenic Vibrio spp. Part
1:Detection of Vibrio parahaemolyticus and Vibrio chol-
erae. Erisim adresi: www.iso.org/iso/catalogue detail.
htm?csnumber=38279-11, Erisim tarihi: 23.11.2007.

Janda JM, Powers C, Bryant RG, Abbott SL, (1988).
Current perspectives on the epidemiology and pathogenesis
of clinically significant Vibrio spp. Clin Microbiol Rev. 1,
245-267.

Kueh CW, Tamplin M, (1985). Bacteria in bivalve shell-

fish with special reference to oysters. Appl Bacteriol. 59,

41-47.
Le Gall S, Hassen MB, Le Gall P, (1997). Ingestion of
a bacterivorous ciliate by the oyster Crassostrea gigas:

protozoa as a trophic link between picoplankton and bentic
suspension- feeders. Mar Ecol Prog Ser. 152, 301- 306.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Marano NN, Daniels NA,Easton AN, McShan A, Ray
B, Wells JG, Griffin PM, Angulo FJ, (2000). 4 survey
of stool culturing practices for Vibrio species at clinical
laboratories in gulf coast states. J Clin Microbiology. 38,
2267-2270.

Nicholas JL, Ansquer D, Cochard DS, (1992). Isolation
and characterization of a pathgenic bacterium specific
to Manila clam Tapes philippinarum larvae. Dis Aqua
Organisms. 14, 153-159.

OIE, (2004). Manual of Diagnostic Tests and Vacines
for Terrestrial Animals. Erisim adresi: www.oie.int/eng/
normes/mmanal/a_00063.htm, Erisim tarihi: 13.11.2009.

Olafsen JA, Mikkelsen HV, Giaever H, Hanse GH,
(1993). Indigenous bacteria in hemolymp and tissues of ma-
rine bivalves at low temperatures. Appl Environ Microbiol.
59, 1848- 1854.

Paster B, Pelletier DA, Dewhirst FE, Weistburg WG,
Fussing V, Poulsen LK, Dannenberg S, Schroeder
I, (1996). Phylogenetic position of spirochetal genus
Cristispira. Appl Environ Mic. 62, 942-946.

Prieur D, (1987). A review of the relationships between
bivalve molluscs and bacteria in the marine environment.
Symbiosis. 4, 37-50.

Tubiash HS, Chanley PE, Leifson E, (1965). Bacillary
necrosis, a disease of larval and juvenile mollusks. ]
Bacteriology. 90, 1036-1044.

Volety A, McCharty SA, Tall BD, Curtis SK, Fsiher WS,
Genthner FJ, (2001). Responses of oyster Crassostrea vir-
ginica hemocytes to environmental and clinical isolates of
Vibrio parahaemolyticus. Aquat Microb Ecol. 25, 11-20.

Vora GJ, Meador CE, Bird MM, Bopp CA, Andreadis
JD, Stenger DA, (2005). Microarray- based detection of
genetic heterogeneity antimicrobial resistance and the vi-
able but nonculturable state in human pathogenic Vibrio
spp. Proc Natl Acad Sci. 102, 19109- 19114.

Walne PR, (1958). The importance of bacteria in labora-
tory experiments on raring the larvae of Ostrea edulis. ]
Marine Biol Ass. 37, 415-425.

Wright RT, Coffin RB, Persing C, Pearson D, (1982).
Field and lab. measurements of bivalve filtration of natural
marine bacteriplankton. Limnol Oceanogr. 27, 91-98.

Wright AC, Hill RT, Johnson JA, Roghman MC, Colwell
RR, Morris JR, (1996). Distribution of Vibrio vulnificus
in the Chesapeake Bay. Appl Environ Microbiol. 62, 717-
724.

Yilmaz i, Bilgin, Oktem B, (2003). Occurrence of Vibrio
and other pathojenic bacteria in Mytilus galloprovincialis

and Venus gallina harvested from the Marmara sea. Turk J
Vet. Anim Sci. 29, 409-415.



