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OZET

TURKIYE’DE IHRAC EDILEN CIFT KABUKLU YUMUSAKCALARDAN
(BIVALVE TURLERINDEN) VIBRiO TURLERININ iZOLASYON VE
IDENTIFIKASYONU

DEMIR, Yavuz

Doktora Tezi, Su Uriinleri Yetistiricilik Anabilim Dal1 BSliimii

Tez Yoneticisi: Dog¢.Dr. T. Tansel TANRIKUL
Mart 2011, 93 sayfa

Bu doktora tezinde, Ege ve Marmara denizi kiyilarinda kiiltiirii yapilan
CKY tiirlerinden kontaminasyon sonucu insanlarda enfeksiyona sebebiyet veren
Vibrio tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonu yapilmistir. Arastirmada materyal
olarak Marmara ve Ege bolgesindeki iiretim istasyonlarindan 6 adet CKY
tiirlinden yaklasik 958 adet kullanilarak bakteriyolojik yonden incelendi. Toplam
olarak 35 adet Vibrio spp. fenotipik testlerle identifiye edildi.

Arastirma sonucunda kullanilan 6 adet CKY tiiriinden, ¢cogunlukla Vibrio
paraheamolyticus ve Vibrio alginolyticus izole edildi. Arastirmada esas alinan

Marmara ve Ege sahil seridinde bu bakterilerin yogun oldugu belirlendi.

Anahtar sézciikler: Bivalve spp., Vibrio spp., identifikasyon
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ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF VIBRIO SPP. FROM BIVALVE
SPP. WHICH ARE EXPORTED BY TURKEY

DEMIR, Yavuz

Ph D. thesis, Department of Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. T. Tansel TANRIKUL
March 2011, 93 pages

In this Ph D. Project, Vibrio spp., causing infections in humans as a result of
contamination, were isolated and identificated from the costs of Egean and
Marmara Sea in which bivalve species have been cultured. The material of this
research was approximately sum of 958 Bivalve spp., chosen from 6 bivalve
species which have been produced in regions of Egean and Marmara Sea, were
investigated from the aspect of bacteriology. Totally 35 Vibrio spp. were

identified by phenotypic tests.

As a result of this research, with a majority, Vibrio paraheamolyticus and
Vibrio alginolyticus were isolated from samples, chosen from 6 bivalve species.
In Project, these microorganisms, detected in this project, were densely
determined in the costs of Egean and Marmara Sea lines which are accepted main

districts.

Keywords: Bivalve spp., Vibrio spp., Identification
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1. GIRIS

Insanoglu yasadigi her devirde sahip oldugu hayatta daha iyi kosullar1 ve
daha saglikli ve uzun hayat arayisi1 i¢inde olmustur. Bu arayisin getirdigi talep
dogrultusunda insanlar diinya ¢apinda en iyi ve en saglikli gidalar olarak bilinen
esansiyel amino asit ve esansiyel yag asidi kaynaklarin1 gida olarak kullanmay1 6n
planda tutmuslardir. Bu arayis, i¢cinde bulundugumuz yiizyilda insanligin ardi
ardina ortaya koydugu bilimsel ve saglik alaninda kesiflerden sonra, yiizyilin
getirdigi ekonomik refahin artmasi sonucu, insanlarin alim giicli artmis ve daha

saglikli ve daha memnuniyet verici hayatin arayisi artmistir.

Yukarida belirtilen arayiglarin ortaya ¢ikardig: ihtiyaglar sonucu, insanlar
diinya ¢apinda gida olarak deniz Triinleri tiikketimini daha ¢ok tercih eder
olmuslardir. Deniz {rlinleri, yiiksek protein kaynakli ve saglikli yasamin
gerektirdigi esansiyel amino asit ve yag asitlerini icermesi ile ve insanlara farkli
bir damak tadi sunmasi ile {ilkelerde gida sektoriiniin  6nde gelen
lokomotiflerinden olmus, gegen son 20 yilda biiyiik iiretim sirketleri kurulmustur.
Boylece, gida tiiketimine sunulmak iizere biiyiik ve uluslar arasi ticaret yapan
CKY iiretim tesisleri kurulmustur. Bu gelisim 6zellikle denize ve okyanuslara kiy1

bulunan Avrupa ve Asya lilkelerinde yiiksek oranda gelisim gostermektedir.

Ulkemiz de ii¢ tarafi denizlerle gevrili, Akdeniz ve Karadeniz’ e kiy1 olan
iilkeler arasinda oldugundan, ticari CKY {iretimi yapan sirketlerin son yillarda,
arttig1 gézlemlenmektedir. Bu ticari talebin getirdigi bir ihtiyag¢ olarak, bu iiretim
ciftliklerinden elde edilen deniz {iriinii gidalarin insanlara en saglikli bir bigimde
ulastirilmas1 ihtiyaci ortaya ¢ikmustir. Iste bu ihtiyactan dolayi, gida olarak
insanlarin CKY tiiketiminden ortaya ¢ikan sorunlar1 ¢6zmek i¢in saglik alaninda

bir¢ok arastirma yapilmaktadir.

Cook (1994)’ un CKY’ ler iizerine yaptig1 ¢calismalarda, bu canlilarin deniz
suyunu filtre ederek beslenen canlilar oldugu ig¢in solungag silialarindan deniz
suyunu transfer ederek patikiilleri solunga¢ filamentlerine gonderdikleri, mukus

salgilayan filamentler bir ¢ok organizmayi ve inorganik partikiilii yakalayarak



fiziksel ve kimyasal karakterlerine gore partikiilleri ayirdiklari, partikiillerin
mideye ulagtigt zaman kristalin tarzi enzimleriyle sindirime basladiklar1 ifade
edilmektedir. Sindirim {riinleri digestiv divertikiile transfer edilerek oradan
absorbe edilir. Absorbe olmayan partikiiller barsaklari gecerek aniisten atilirlar,
Paster ve dig., (1996) yaptiklar1 arastirmalarda bazi mikroorganizmalarin digestiv

asamaya direndiklerini belirtmislerdir.

Wright ve dig., (1982) ve Charles ve dig., (1992) yaptiklari ¢aligmalara gore,
midyeler 1- 2 um boyutundaki partikiilleri tutma 6zelliklerine sahiptirler. Fakat
CKY’ lerin sudan direk bakteri tutma kapasiteleri hala tartisiimaktadir. CKY’lerin
bakterileri direk kendileri mi yoksa trofik linkleri ile mi siizdiikleri hala tartisma
konusudur. Her ne sekilde olursa olsun deniz ortaminda yaygin olarak bulunan

Vibrio spp. tiirii bakteriler CKY’ lerde bulunabilirler (Capello ve dig., 2003).

Wright ve dig., (1996); Daniels ve dig., (2000) ve Volety ve dig., (2001)
CKY” lerin ¢ok sayidaki sucul ortam bakteri tiirleri i¢in habitat teskil ettigini ifade
etmektedirler. Bunlarin bazilar1 insan gidasi olarak tiiketimi sonucu siddetli
gastroenteritis vakalarina sebep olmaktadir. CKY’ lerin bakteriyel ekolojisini
daha iyi anlamak, ¢iftliklerin daha yiiksek iiretimini saglamak ve insan gidasi

tiiketimi olarak kullanimlarinda giivenliklerini arttirmak agisindan 6nemlidir.

Her ne kadar bu vertabrasizlarin mikrofloralar1 hakkinda ¢ok az yayin olsa
da Colwell ve Listin (1960), Kueh ve Tamplin (1985), Prieur (1987), Olafsen ve
dig., (1993) gibi yazarlar Vibrio spp.lerin koloni saymmlarmin 30’a varan
oranlarda izole edildiklerini aciklamislardir. V. parahaemolyticus’un, Sili’de
pismemis kabuklu tiiketimi ile ilgili ¢ikan gastroenteritis salginlarinin etiyolojik

ajan1 oldugu raporlanmistir (Capello, 2003).

CKY’ ler, deniz suyundaki partikiilleri siizerek beslenirler. Gidalari, deniz
suyunda yasayan mikroorganizmalarin karigimi ve genisge alana yayilan
biiytlikliikteki inorganik partikiillerden olusmaktadir. V. parahaemolyticus gibi
baz1 heterotropik mikroorganizmalarin CKY’lerin sindirim siirecine girerek
dokularma yerlestigi soylenmektedir. Cogu V. parahaemolyticus serotipleri

insanlar i¢in patojen oldugundan, su iriinleri ve insan gida tiiketim sagliginda



daimi bir tehlike olusturmaktadir. Deniz triinleri tiiketim giivenligini arttirmak
icin Tiostrea chilensis (Sili istiridyesi) ve V. parahaemolyticus’un iligkisi
hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmak 6nem arz etmektedir. CKY” ler genellikle
diinya ¢apinda yiiksek saglik riski tasiyan gida grubu olarak kabul edilmektedirler
(Capello, 2003).

Walne (1958); Tubiash ve dig., (1965); Elston ve dig., (1981); Lodeiros ve
dig., (1987); Dungan ve Elston (1988); Dungan ve dig., (1989) ve Nicolas ve dig.,
(1992) CKY firetim giftliklerinde tiretimi yapilan CKY’ lerde goriilen bir ¢ok
hastalik problemlerini gram negatif mikroorganizmalara atfetmektedirler Hada ve
dig., (1984) yaptiklar1 yayinda ozellikle Vibrio tiirlerini, her ne kadar bazilari
tanimlansa da (V. anguillarum, V. alginolyticus ve V. tubiashii), ¢ogunu tiir
diizeyinde identifiye edemediklerini ifade etmektedirler. Elston ve dig (1982)
enfeksiyonlarin siddetini, dipte 6lii birikimi ya da olii larva, kontamine alg
yemleri gibi bakteriyel gelisimi ve yogunlugunu arttirici ve enfekte larvalarin
immun sisteminin yetersizligine neden olan koti {retim kosularn ile
iligkilendirmislerdir.. Fakat Vibrio tiirlerine hassasiyet c¢esitlilik gostermektedir.
Sindermann (1988), 10% adet / ml Vibrio spp. hiicresinin midye larvalarinda
enfeksiyon olusturmaya yeterli oldugunu belirtirken, Perkins (1993) diger CKY”
lerin 10° / ml yi tolare edebildiklerini belirtmistir. Bu nedenle Vibrio tiirlerinin
potansiyel enfekte konsantrasyonlarint genellemek miimkiin olmamaktadir

(McGladdery, 1999).

CKY’ ler toplandiktan sonra kuruma ya da soguk zincir diginda kalma gibi
mikrobiyel kompozisyonlarint 6nemli oranda degistirecek durumlarla karsi
karsiya kalabilirler. Romero ve dig., (2002) ¢alismalarinda Tiostrea chilensis (Sili
istiridyesi)’ in stoklanma siiresince bakteri saymin 50-100 kat degisebilecegini
gostermistir. Crassostrea virginica (Pasifik istiridyesi) ve Crassostrea gigas
(Pasifik istiridyesi)’ m 10°C’ nin altinda stoklanmasi sonucu Vibrio
parahaemolyticus ve V. vulnificus’un azaldigim gézlemlemislerdir. Her nasilsa,
CKY’ ler 20 °C’ de stoklandiklarinda bakteri konsantrasyonlar1 ¢ok yiiksek
seviyeye ulasabilmektedir (Cook 1994, DePaola ve dig., 1990). CKY’ lerdeki
patojenik Vibrio tiirleri su 1sisina baglidir (Murphree ve Tamplin, 1995). DePaola
(1990) yaptign c¢alismada Vibrio. parahaemolyticus’ un CKY’ lerdeki



yogunlugunun, midye tiirlerine (C.virginica ve C.gigas) ya da su sicakligina baglh

oldugunu gostermektedir (Capello, 2003).

Vibrio tiirleri dogal ortamda ve deniz suyunda bol miktarda bulunurlar. Bu
ylzden etiyolojik ajan olarak Vibrio tiirlerinin eradikasyonu imkansizdir. Vibrio
enfeksiyonlar1 direkt olarak pestisit, agir metal, toksik fitoplankton, petrol iiriinii
toksikantlarinin etkiledigi su kalitesine ve kotii {iretim kosullar ile direk olarak
baglantili oldugu goriilmektedir. Enfeksiyon kaynaklari, {iretim alanlari ve su
kaynagindaki alg kiiltiirleridir. Vibrio tiirleri, tiretimi yapilan CKY alanlarindaki
iiretim metabolitleri ya da alg kiiltiirlerinden kaynaklanan ¢6ziinmiis organik

subsratlarin iiretim sisteminde artmasiyla tespit edilebilir (Austin ve dig., 1988).

Vibrio spp.’lerden kaynaklanan su kaynakli hastaliklarin mortalite ve
morbiditesi, potansiyel patojenitesini, duyarliligini, bakteri kontaminasyon
mevcudiyetinin aydinlatilmast i¢in hasat tespit teknikleri kullanilmalidir. Bu
genusun tyeleri, dogal ortamda mevcut olan deniz ve denize acilan akarsu
agizlarinda tim diinyada bulunurlar. Her ne kadar Vibrio spp.’lerin genis
c¢ogunlugu insanlar i¢in nonpatojenik olsa da, V. cholerae, V. parahaemolyticus,
V. vulnificus, V. mimicus Ozellikle su ve gida kaynakli hastalik olusturabilen
Oonemli insan patojenleridir. V. cholerae Ol ve 0139 serogrubu en Onemli
patojenik tiirlerdir. Her ne kadar V. cholerae’ ya benzer virulens faktorleri olsa da
V. parahaemolyticus, V. vulnificus ve V. mimicus degisik virulens faktorlerle
iliskilendirilmislerdir. Her ne kadar bu iiyelerin olusturduklar1 enfeksiyonlar
arasindaki mekanizmal farkliliklar olsa da, bu tiiriin {iyelerinin her biri 6zellikle V.
cholerae ve V parahaemolyticus serotip O3:K6 hala mevcut olan 2 pandeminin
sorumlulanidirlar. Boylece Vibrio spp. enfeksiyonlarinin olusturdugu morbidite ve

mortalite akvatik ortamlardan eradike edilememektedirler (Vora ve dig., 2005).

Vibrio genusu, gram negatif, fakiiltatif, anaerobik, spor olusturmayan kivrik
basil formu ile oksidaz pozitif ve halofilik mikroorganizmalardir. Vibrio tiirlerinin
¢ogu insanlar i¢in patojeniktir. Bir¢ok 1lik kiy1 sularina sahip CKY ve diger deniz
tiriinlerinin tliketildigi {ilkelerde insanlarin sindirim sistemi enfeksiyonu etkeni

oldugu belirtilmistir. (Hayashi ve dig., 20006).



Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus fenotipik olarak
birbirine yakin halofilik mikroorganizmalardir ve 1lik sularda, akarsu agizlarinda,
gida olarak tiiketilen deniz firiinlerinde bulunurlar (Lizzarga ve dig., 1997 ve
Oliver, 1989). Bu mikroorganizmalarin g¢evreden insanlara bulagsma yolu, az
pismis ya da ¢ig deniz iirlinlerinin ve CKY” lerin gida olarak tiiketilmesi sonucu

goriiliir (Jaksic ve dig., 2002).

Vibrio genusu, Oncelikle denizde yasayan sucul canlilarda bulunmaktadir.
Bu yilizden mevcudiyetleri metal iyonlar kirliliginden bagimsiz fakat denizdeki
organik maddelere, sicaklik ve tuzluluk oranina baghdir. V. parahaemolyticus ve
V. vulnificus gibi bu tiiriin baz1 liyeleri insanlarda intestinal enfeksiyonlara neden
olmaktadir (Daniels ve dig., 2000; O’Neill ve dig., 1992; DePaola ve dig., 1994).
V. parahaemolyticus, gram negatif, halofilik bakteri olarak dogal deniz ve deniz

ortamina agilan su agizlarinda bulunur (Capello, 2003).

Gelistirilen laboratuvar metotlart Vibrio spp. identifikasyonunda ve
tespitinde konvansiyonel, serolojik ve biyokimyasal testlerin takip ettigi kiiltiirel
yontemlere dayanmaktadir. Fakat bu metotlar, zaman kaybi, isgiicii ve sarf madde
kayb1 olusturmakta ve insanlarda enfeksiyonlarla iliskili viriilens faktorleri direk
olarak tespit etmede bazen yetersiz kalmaktadirlar. Her ne kadar kullanimi kolay
olsa da Vibrio spp. identifikasyonu i¢in mevcut ticari Tlriinler yeterli
olmamaktadir, tiir ayriminda dogrulama i¢in sik¢a tamamlayic1 testler
gerektirmektedir (Blackstore ve dig., 2003). Bu yiizden, kullanilan mevcut patojen
identifikasyon metotlar1 zararli vibriolar1 tanimlamada potensiyel hatalar

goriilebilmekte ve yetersiz kalmaktadir.

Vibrio tiirleri, anaerobik, oksidaz pozitif, O/129 vibriostatik ajana duyarli,
gram negatif kivrik ¢ubuklardir. iki tiirii hari¢ diger tiim tiirleri halofilik
mikroorganizmalardir. Vibrio ordalii Vibriosis’ in firsat¢ etkenidir. Vibrio tiirleri,
su Uriinlerinde enfeksiyona sebep olan bilinen en eski ajanlardir. Bugiin,
organizma grubu, MacDonell ve Colwell ve Listin (1960) V. anguillarum ve V.
ordalii’ nin Listonella genusu iginde tekrar siniflandirilmasini 6nerdiklerinde bir

karisiklik i¢inde kalmistir (Stickney, 2000).



Vibrio tiirleri, gerekli olarak, diger bircok bakteride, 06zellikle
V. alginolyticus’da yaygin oldugu gibi besiyerinde iirerken sukrozu fermente
edebilme kabiliyetine dayanirlar. V. alginolyticus besiyerinde kolayca lirer ve
V. parahaemolyticus kolonilerinin tespitini limitleyebilir. Bunun yaninda izole
edilen izolatlarin patojenitesini dogrulamak icin tdh ve trh genlerini kontrol etmek

gerekmektedir (Rosec ve dig., 2009).

Birgok bilinen gida zehirlenmesi sendromlar1 ¢esitli gidalardan
kaynaklanirken deniz iriinleri Vibrio parahaemolyticus’dan ileri gelen gida
zehirlenmelerinde hemen hemen tek kaynak olarak gosterilmektedir. Vibrio
parahaemolyticus Japonya’da ve diger diinya iilkelerinde hem gida kokenli
zehirlenmelerin nedeni olarak hem de sagligi etkileyen bir risk faktorii olarak
kabul edilmektedir. Bu mikroorganizmanin 1lik kiy1 sularinda yaygin olarak
bulunmasi, bu sularda avlanilan deniz iirlinlerinin dagitimin, depolanmasinin hatta
islenmesinin uygun kosullarda yapilmamasi kontaminasyon riskini yiikseltirken,
tretim hizinin da yiiksek olusu enfeksiyonda onemli bir faktor olarak ortaya

cikmakta ve zehirlenmelerin temel kaynagini olusturmaktadir.

Su iriinleri ihracatimizda bir sorun olarak karsimiza c¢ikan Onemli bir
degiskeni olusturdugu goz Oniinde bulundurularak Bati Anadolu ve Marmara
bolgesinde bulunan cift kabuklu yumusake¢a iiretim istasyonlarindan elde edilen

canlit CKY’ lerle ¢alismalar gergeklestirilmistir (Aydin ve Soytemiz, 2002).

Tiiketiciler i¢in giivenlik talebi, yliksek hidrostatik basingla islenmis (HPP)
metotlar gibi, 151l islem gormemis ticari metotlarla hazirlanan ve sektoriin itici
giicii olacak taze ya da ¢ig gidalarin besin kalitesi, tat, goriiniis ve tazeligi ile
tilkketiciler i¢in giivenligi talep konusu olmaktadir. HPP ler 1si1l islem gormiis
uygun ya da diisiik 1sida tat ve gida kalitesi i¢in gerekli olan besin yapilarini
denatiire etmeden icindeki mikroorganizmalar ve zararli enzimleri inaktive

etmektedir (Berlin ve dig., 1999).

Deniz kaynakli Vibrio spp.’ler ABD ve Avrupa’daki cesitli bolgelerde
raporlandiklar1 gibi hastalik ve oliimlerden sorumlu tutulmaktadirlar, Elston

(1984), Tubiash ve dig,. (1970) yaptiklar1 ¢alismalarda V. alginolyticus ve



V. anguillarum olarak tanimlamiglardir. Belirtilen etkenlerin CKY larvalarinda
Oliimlere sebep olduklart Avrupa ve ABD’ de cesitli tarihlerde yapilan bir ¢ok
caligmada tespit edilmistir. Vibrio tiirleri ¢esitli cografik bdolgelerden
raporlanmigslardir. Elston (1984, 1993) yaptig1 calismada, Vibrio tiirlerinin yogun
iretim yapilan CKY ciftliklerinde firsatg1r hastalik etkeni olduklarini belirtmistir
(Sugumar ve dig., 1998).

Kiy1 bolgeleri ve denize agilan akarsu agizlar1 birgok Vibrio tiiriiniin ortami
olarak kabul edilir. Amerika ve Avustralya’daki korfez kiyilar1 V. cholerae’nin
endemik olarak goriilmiis oldugu belirtilen yerlerdir. Ciinkii Vibrio spp. ler sudaki
asili duran materyallere tutunurlar. Bu bdlgelerde yasayan CKY” ler, beslenmeleri

sirasinda Vibrio spp. leri de aldiklar diisiiniilmektedir (Lyon, 2001).

Vibrio tiirleri siliostatik faktor ve hemolizinler gibi eksotoksinler
iiretmektedir. Brown ve Roland (1984); Nottage ve Birkbeck (1986); Nottage ve
dig., (1989) calismalarinda bu toksinlerin CKY larva dokularinda nekrozlara
neden olduklarini tespit etmislerdir. Enfeksiyon siddeti, yiiksek su sicakliklari ve
asirt  stoklama, yetiskinlerde ve oOzellikle premetamorfik larvalarda ‘Larval
Nekrozis® adi verilen enfeksiyonun siddetini arttirmaktadir (Tubiash ve dig.,
1965). Yetiskin midyelerin perikardial sivilarindan ve kardiak 6demlerinden izole
edilen Vibrio anguillarum ile larvalarda yapilan deneysel enfeksiyonlarla etkenin
yuksek patojenik oldugu tespit edilmistir. Fakat yetiskinlerde enfeksiyonlar
seyrektir. Vibrio anguillarum ve Vibrio tubiashii’ nin diisiik konaker spesifitesi
gostermekte oldugu ve genis mollusk tiirlerine etki ettikleri tespit edilmistir.

(Brown 1981, Jeffries 1982 ve Garland ve dig., 1983).

Kuzeybati Avustralya’daki yiliksek Oliim oranlariyla seyreden durumlar
Vibrio spp. enfeksiyonlariyla iligkilendirilmistir. (Dybdalh ve Pass 1985, Pass ve
dig., 1987). Klinik belirtileri gostermeyen midyelerden Vibrio harveyi izole
edilmistir. Enfeksiyon, inci midyelerinin (Chamelea gallina) yaban sahalarindaki
giftliklerinden yapilan tagima kogullarindan, ozellikle su sicakliginin 18 °C den

yiiksek oldugu durumlarda iliskilendirilmistir (McGladdery, 1999).



Toranzo ve Barja (1990), yaptiklar1 c¢alismalarinda CKY’lerde
V. anguillarum izole ettiklerini belirtmislerdir. Yayinladiklar1 listede ABD,
Ingiltere ve Ispanya’da iiretimi yapilan Avrupa midyesi’nden (Ostrea edulis) ve
Pasifik istiridyesi’nden (Crassostrea virginica) V. anguillarum izolasyonlari
belirtilmistir. Son yillarda, o6zellikle ¢ig Bivalve spp. lerden ve yeteri kadar
pismemis deniz {rlinlerinin gida olarak tliketilmesinden kaynaklanan ciddi
enfeksiyonlar raporlanmistir (Mascola ve dig., 1996). Bati Avustralya’da inci
midyelerin iiretim yerlerinden toplanma ve taginmasindan sonra %80’ den fazla
Olim goriilmiis ve yapilan mikrobiyolojik analizler sonucu V. harveyi izole

edilmistir ( Actis ve dig., 1999).

Deneysel calismalar, CKY’ lerde degisik Vibrio tiirlerinin enfeksiyona
sebep oldugunu gostermistir. Yetiskin CKY’ ler, insanlarda V. parahaemolyticus
ve V. vulnificus’tan kaynaklanan gida enfeksiyonlarinda bir hastalik belirtisi

gostermeden Vibrio tiirlerini tasimaktadirlar (Austin, 2002).

Vibrio tirleri i¢inde su iriinleri ekonomisine zarar veren tiirler arasinda
V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. ordalii, V. vulnificus, gibi énemli tiirler
bulunmaktadir. Vibrio vulnificus, 2 biyotipten olusmaktadir. Fakat bir biyotipi, ¢ig
CKY’ lerin gida olarak kullanilmasi ve elle temas: ile enfeksiyon olusturan
firsatg1 gida patojenidir. Biotip-2 bir balik patojeni olmasina ragmen ayni
zamanda balik ¢iftliklerinde potansiyel tehlike olusturarak insanlarda da
enfeksiyona neden oldugu bildirilmistir. Fakat biyotip-1 ve 2 antijenik olarak

birbirinden farklilik géstermektedir (Toranzo ve dig ., 1986).

Vibrio tiirleri, 1s1 ile kolayca oldiiriilebilirler. Bu yilizden uygun pisirme
kosullar1, bircogunu elemine etmek icin yeterlidir. Fakat tabii yollarla kontamine
yengeclerde V. cholerae O1 kaynama 1sisinda 8 d., buharda 25 d. dan fazla canl
kalabilmektedirler (Blake ve dig., 1980).

Bu patojenlerin ¢ok sayida baliklardan ve CKY’ lerden izole edildiklerini
belirtmek onemlidir (Grisez ve dig., 1997). Bu patojenlerin bircok antibiyotige
direncli olmasi nedeniyle bu enfeksiyonlarin tehlikeleri yiiksektir (Lee, 1996).
Wong ve dig., (1999) yaptiklar1 caligmalarda, gida olarak kullanilan deniz



iirtinlerinden izole edilen V. parahaemolyticus’ a ait yiiksek genetik cesitliliginin

varligini tespit etmislerdir (Jaksic ve dig., 2002).

Vibrio tirleri, deniz ve deniz ortamina agilan akarsu yataklar1 agiz
cevrelerinde ¢ok yaygindir. Farmer ve dig., (2003) bilinen Vibrio tiirlerinin
12°sinden kaynaklanan klinik vakalar olusturdugunu tespit etmislerdir.
V. parahaemolyticus, akut gastroenterititise neden olmaktadir. Japonya ‘da bu
etken, yeteri kadar ya da hi¢ 1s1l islem gérmemis deniz iiriinlerinin gida olarak
tilkketilmesinden sonra gida kaynakli olusan gastroenteritislerin %50-70° inin

sebebidir (Lhafi ve Kiithne 2007).

V.vulnificus, ylzey sulari ve kiyilarda yaygin olarak bulunur. Kontamine
deniz {iriinlerinden acik yara temas: ile etken bulasabilmektedir. Insanlarda
kusma, ishal ve karin agris1 ilk belirtilerdir. Ozellikle karaciger hastalarinda

immun baskilanmasi ve agrili cilt lezyonlarina neden olmaktadir.

V. vulnificus biyotip-2 nin kiiltiirde ilk izolasyon raporu 1991 de yapilmstir.
Valensiya’da kiy1 bolgesindeki yilan baliklar ¢iftliklerinin ‘vibriosis’ hastaliginin
klinik belirtilerini gosterdigi zaman goriilmiistiir Bioca ve dig., (1991) ve
Leamaster ve dig., (1997) de yaptiklar1 ¢alismalarda baliklarin mikroflorasinin
rutin kontroliinde Vibrio spp.’nin S. aureus ile gastrointestinal kanalin baskin

patojenlerinden oldugunu belirtmislerdir (Jaksic ve dig., 2002).

Vibrio vulnificus kisa, gram negatif, oksidaz pozitif, tek flagella ile aktif
hareketli kivrik basildirler. 20- 37 °C de treyebilirler. V. vulnificus biotip-2, tipik
V. vulnificus’tan indol’un ve ODC nin negatif olmasi, 42 °C de lireyebilmeleri ile
ayrilirlar. Vibrio vulnificus biovar-2, nin 1975 ve 1977 de Japonya’da yapilan
calismalarda yilan balig1 popiilasyonlarinda ciddi hastalik patlaklarina neden
oldugu belirtilmistir. Bu etkenin, Ispanya’da Norve¢ ve Ingiltere’de benzer

sorunlara neden oldugu yapilan ¢caligmalarda belirtilmistir (Stickney, 2000).

V. vulnificus insanlarda iki vaka ¢esidi ile iliskilendirilmistir. Birincisi
septisemi ve deri lizerinde siddetli yaralarin olusumuyla karakterize seyreden

enfeksiyonlarla, ikincisi hastaneye gelen gida kaynakli vakalarin %0.1° inin ve
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ABD’ de gida kaynakl dliimlerin %1 inin sebebi olarak goriilmektedir (Mead ve
dig., 1999). Hlady ve dig., (1993) calismalarinda, V. vulnificus’ un ABD’nin
Florida bolgesinde gida kaynakli enfeksiyonlardan esas alan 6liimlerin ana sebebi
oldugunu belirtmislerdir. Arias ve dig., (1999), Hoi ve dig., (1998), Ripabelli ve
dig., (1999) daki ¢alismalarinda, avrupa iilkelerinde tiretimi yapilan CKY’ lerden
de Vibrio spp. ile kontaminasyonlarini tespit etmislerdir. (Lhafi ve Kiihne, 2007).

Kiyisal bolgeler ve deniz ortamina agilan akarsu yataklar, Vibrio cholerae
O1 de dahil bir¢ok Vibrio tiirli i¢in ortam olusturmaktadir. Vibrio tiirleri, suda asili
duran materyallere baglanabilirler, bu ylizden mollusklar ve diger CKY’ ler
beslenirken vibriolar1 da alirlar. Hald ortamda mevcut bulunan Vibrio spp.
hiicreleri, besin yetersizligi ve fiziksel stres sonucu canli fakat izole edilemeyen,
VBNC durumunda bulunabilirler. Bu durum belki gida kaynakli olusan
enfeksiyonlardan alinan kontamine gida ve su orneklerinden bu organizmanin
klasik yontemlerle neden izole edilemedigini agiklayabilir. Colwell ve Listin
(1960) inkiibasyonla izole edilemeyen viriilense sahip V. cholerae hiicrelerinin,
ligate edilmis tavsan bagirsagi orneklerinin, goniilliilerin gida olarak tiikketmesi

sonucu enfeksiyona neden oldugunu tespit etmistir (Lyon, 2001).

Yapilan c¢aligmalar sonucu elde edilen verilerden bircok gram negatif
bakteri, Vibrio spp. ler dahil, eger uyku safhasinda ise yasama sansi arttigi
diistiniilmektedir ki bu durum VBNC, yani mevcut fakat izole edilmeyen safha
olarak bilinmektedir VBNC safhasindaki bir bakteri, metabolik olarak aktif fakat

tireme i¢in besiyerinde boliinemeyen hiicreler demektir.

Genel bir yaklagim olarak VBNC, bakteriler i¢in fizyolojik bir hal olarak
degerlendirilmekte ve cogu gram negatif bakterinin uygun olmayan kosullara
maruz kaldiginda bu hale gectigi bilinmektedir. Vibrio cholerae kontamine yiizey
sularinda genellikle VBNC formundadir. Yapilan ¢alismalar, V. cholerae nin
yillarca ¢evrede canli kalabilecegini ortaya koymustur. Ayrica VBNC halindeki
V. vulnificus hiicrelerinin farelerde Oldiirlicii enfeksiyona neden oldugu

saptanmistir (Halpern ve dig., 2006).
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Mikroorganizmalarin VBNC halinin fizyolojik bir hal oldugunu savunan
mikrobiyologlara karsin Bogosian ve dig., (1998), VBNC olarak tanimlanan
mikroorganizmalarin ashinda o6lii  olduklarimi, Kell ve dig., (1998), bu
mikroorganizmalarin iireyebilmelerinin gerekli kosullarin bilinmemesinden dolay1
kiltiirlerinin yapilamadigini, Mizunoe ve dig., (2000), VBNC halinin dogal
kosularda olusmadigini fakat laboratuvar kosullarinda olusturuldugunu, yani
fizyolojik bir hal olmadigini yaptiklar1 yayinlarda savunmuslardir (Ayaz ve Erol,

2005).

Vibrio cholerae gesitli sucul ¢evrelerde bulunan kolera etkeninin etiyolojik
ajanidir. Son zamanlarda Long ve dig., (2005)’ nin yapmis olduklart bir
calismada, 1sirmayan tatarcik (Chironomidae) yumurtalarinda rezervuar olarak
tasidiklar1 Vibrio cholera non-O1 ve non-139 serotiplerinin yumurtadan ¢ikan
tatarciklarin riizgarla taginarak bakterinin yayilmasini saglamakta olduklar1 tespit
edilmistir. Disiler su kenarlarina bolca yumurtalar1 birakirlar. Yumurtalar,
yumurta i¢inde jelatin matrixi tagiyan ortamda goémiilii olarak muhafaza olurlar.
Vibrio cholerae’ nin irettigi hemoglobin / proteaz olan bir extraseliiler enzim
yumurta ortamint degrade ederek yumurtalarin canli kalmasini saglamaktadir.
Yapilan bir senelik calisma sonucu yumurtalardaki tatarcik populasyonu ve
V. cholerae fenotipik gelisme gostererek konakgi-patojen  dinamiklerini
gelistirirler. Bakterinin ¢evresel dagilimi i¢in yapilan ¢aligmada, 2 adet degisik
tathh su ortamindan tatarcik yumurtalar1 toplanmustir. Yaptiklar1 ¢alismalarda
V.cholerae izolasyonunun yaninda insanlar i¢in 3 6nemli bakteri olan Aeromonas
spp. tlirii bakteriler de izole etmislerdir. Yapilan bu ilging calismada V. cholerae
ile zooplanktonlar arasinda, ozellikle Copepod’lar arasinda bir iligki de tespit

edilmistir (Halpern ve dig., 2006).

Vibrio cholerae gram negatif kivrik ¢omak tarzinda, oksidaz, glikoz, sukroz
(+) polar flagellali, {iyesi oldugu familyanin 6zelliklerini gosteren bir bakteridir.
O1 ve O 139 tipi salginlara yol acan kolera etkenidir. Non—kolera ve non-

agglutinable Vibrio cholarae’ lar da bulunur.

O grubu kolera etkeninde O1 ve O139 etkenleri kolera salginlari yapan

etkenlerdir. O1 serogrubunda El-tor ve klasik kolera etkeni bulunmaktadir.
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Koleranin diger O gruplan ile birlikte 200°den fazla serotipi bulunmaktadir.
Plankton, copepod ve CKY’ ler gibi canlilar, yasadiklar1 ortamda bulunan
V. cholerae etkenleri ile enfekte olduktan sonra, gida tiiketiminde kullanilan deniz
iriinlerinin duedonumdaki mukus salgilayan epitelyum hiicrelerine tutunurlar.
Mikro villiislerde kolonize olan etkenin g¢ogalmasi sonucu ishalle bagslayan
enfeksiyon belirtileri goriiliir. Ureyen kolera etkenlerinin olusturdugu toksinler

hiicre i¢inde yayilirlar.

Etken diinyada bir¢ok salgina neden olmustur. 1992 de Banglades’te O139
serotipinin olusturdugu salgin goriilmiistiir. Giiney Asya’da hala etkenin yayilimi1
devam etmektedir. insanlarda Vibrio cholerae’dan kaynaklanan toksikasyondan
dolay1 sulu ishal, kusma ve akut bobrek yetmezligi belirtileri goriliir. Akut
tubuler nekroz ve sok sonucu Olim goriilebilir. Vibrio cholerae’ nmm
epidemiyolojik olarak {ii¢ serotipi bulunmaktadir. Ogawa tipinde A ve B
serotipler1, Inaba tipinde A ve C serotipleri ve Hikojima tipinde ise A, B ve C

serotipleri mevcuttur.

Tiirkiye’de kolera benzeri vaka son olarak 15 Ekim 1970 de Istanbul’da
goriilmiistiir. Bu salginda 50 kisinin 6lmesi sonucu WHO, salgin nedeniyle
Tiirkiye’ye karantina uygulanmasi gerektigini belirtmis fakat bir bilim adami
tarafindan, salgina yol agan hastaligin Parakolera oldugu iddia edilmesi sonucu
karantina uygulamasindan vazgecilmistir. Bu duruma Sagmacilar’da halen
kullanilan i¢gme sularina g¢evredeki binalarin kanalizasyonlarinin baglanmasi

sonucu neden oldugu tespit edilmistir (Aygiin, 2007).

Vibrio cholerae Onemli su kaynakli insan patojenidir. Gastrointestinal
bozukluklarla karakterize kusma, diare gibi bir sira klinik belirtiyle kendini
gosterir. Kolera etkeni ile kontamine CKY’ lerin tiiketilmesi sonucu goriilen
vakalar diinyanin bir¢ok yerinde raporlanmigtir. Isil islem gormemis ya da
yeterince gormemis CKY’ lerin tiiketilmesi sonucu V. parahaemolyticus,
V. vulnificus ve V. cholerae gibi birkag Vibrio tiirii, insanlardaki gastrointestinal

enfeksiyonlarla kuvvetli bir sekilde iliskilendirilmistir (Lyon, 2001).
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Vibrio cholerae, gastrointestinal diizensizliklerle birlikte, kusma ve ishal de
dahil genis¢e klinik semptomlarla karakterize, kontamine CKY iiriinleri ve deniz
suyunun gida olarak kullanilmasi sonucu insanlarda enfeksiyona yol acan bir
etkendir. Cig ya da yeterli 1s1l islem gérmemis CKY” lerin gida olarak tiiketimi ile
iliskili gii¢lii gastrointestinal enfeksiyonlar, V. parahaemolyticus, V.vulnificus,

V. cholerae da dahil birkag Vibrio spp. ile iliskilendirilir (Lyon, 2001).

Cevrede bulunan vibriolar, toksijenik Vibrio cholerae serotip O1 ve
O139’un patojenik viriilens faktor olarak bilinen toksin iligkili piluslart kodlayan
genden (tcp), kolera toksinini kodlayan genden (ctx) ve zonula occludens
toxininden yoksundurlar. Diare sendromunu gdsteren Vibrio cholerae O1 ve
O139’un virulens suslari, merkezi diizenleyici protein (toxR) ve toksin iligkili
pilus bulundururlar. Bunun tersi olarak V.cholerae non-O1 ve non-O139 zincirleri
virlilens genlerden (ctx, zot ve ace) den yoksundurlar. Fakat diger zincirler,
termostable direct hemolysin, Shigella- like heamolysin gibi toxin ilireten genlere

sahiptirler (Lyon, 2001).

Kolera, kusma ile oldugu kadar, yiiksek miktarda protein bulunmayan sivi
kaybu ile elektrolit, kisa zamanda iyon ve bikarbonat kaybi1 hipovolemik sok ve
asidosis ile sonuglanan bir hastaliktir. Eger hastaya aciliyetle miidahale edilmezse
dehidrasyon sonucu tasikardi, hipotansiyon ve vaskuler kollaps meydana gelir. Bu

kosullar altinda hastalik bir¢ok durumda 6liimciil olabilir

Kolera sik sik epidemik ve pandemik patlamalarla meydana gelir. Bu
hastaligin ¢iktig1 yerde sonmesi uzun yillar alabilir ve bircok iilkelere hatta
kitalara yayilabilir. Bu hastaligin ¢ikisinda 19. yy. dan once pratik olarak higbir
kayit bulunmamaktadir. 1817-1823 de Hindistan, Cin, Bengal’de, 1829-1851
Avrupa’da ve Kuzey Amerika kiyilarinda 1852-1859 da Rusya ve Hindistan’da,
1863-1879 da Avrupa, Afrika, Kuzey Amerika’da, 1881-1896 da Giiney
Amerika’da, 1899-1923 de Rusya ve Hindistan’da, 1961-1970 de Banglades,
Hindistan, Kuzey Afrika’da, Italya ve Japonya’da gériilmiistiir (Chaudhuri ve
Chetterjee, 2009).
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1847-1854 yillar1 aras1 John Snow, Londra’da koleranin su ile transfer
oldugunu tespit etmistir. El tor tipi sindirim sistemi disinda uzun yillar canh
kalabilir. 1992-1993 yillar1 arasi, Hindistan ve Banglades’te bir ka¢ bolgede yeni
bir serogrup olarak V. cholerae 0139 tespit edilmistir. O139 genetik olarak El tor

pandemik zincirinden gelismistir.

V. cholerae olarak bilinen kolera ajani diger Vibrio tiirleri ile aynm fakat
biraz daha agir bir diareye neden olmaktadir. Koleranin tek dogal konakgilart
insanlardir. Kolera, enfekte bireyin fegesle kontamine gidalart almasi sonucu
gelismektedir. Kolera etkeni asite duyarli oldugu icin birgok V. cholerae mide
asidinde yok olur. Her nasilsa birey sindirilmis gida ya da yliksek miktarda kolera
etkeni tagiyan suyu alirsa, bazi organizmalar sindirim siteminde yasayacaklardir.
Ince bagirsakta hizla gogalan bakteri kolera toksin (CT) olarak bilinen toksini
iiretmeye baglar ki bu durum daha sonra sulu diareye doniigiir. Ayn1 zamanda da
bireylerde kusma goriilebilmektedir. Ciddi vakalarda, enfeksiyon, ¢cok miktarda
stv1 ve elektrolit kaybi sonucu ciddi bir dehidrasyona neden olabilir. Bu durumda
bobreklerin dehidrasyonu bobrek yetmezligi ve oliimden kurtulmak igin acil

olarak siv1 ve elektrolit takviyesi yapilmalidir.

V. cholerae serogruplariyla enterotoksin iiretimi ile ve epidemik dagilima
gore bu tiir i¢cinde onemli farkliliklara ayrilan bireyler igerir. Serogrupla ayrim,
1s1ya dayanikli O antigenine gore yapilmaktadir. Serogrubuna gore simdiye kadar

yaklasik 200 V. cholerae ayrimi yapilmustir.

Oncelikle, biitiin epidemik kolera etkenleri serogrup Ol tarafindan neden
oldugu distiniilmekteydi fakat simdi bu fikir, 1992°de O139 serogrubu tespit
edildiginde gecerliligini kaybetmistir. Her ne kadar Ol ve O139 serogrublar
seyrek olarak kolera salginlar1 olustursa da bunlar genis epidemik ya da pandemik

salginlarla iligkilendirilememiglerdir.

Serogrup Ol {i¢ adet serotipe ayrilmaktadir. Bunlarin isimleri, etyolojik
orijinlerine atfen Inaba, Ogawa ve Hikojima’dir. Serotiplendirme kolera O1
etkeninin ii¢ antijenik formuna gdre yapilmaktadir. Serogrup O1’in antijenik

grubu A, B ve C olan ii¢ antijenik faktérden olusmaktadir. Faktér A’nin
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D- perosamine homopolymer yapida oldugu sanilmakla beraber diger 2 faktoriin
yapist tam olarak bilinmemektedir. Serogrup O1’in DNA zincirinde yapilan
molekiiler caligmalar, Inaba ve Ogawa’nin hemen hemen homolog oldugunu
ortaya koymustur. Inaba’dan Ogawa’ya olusan bir ¢esitlilik gegisi, arada bir ¢ok
O1 serogrup cesidi olusturmaktadir. Son zamanlarda yapilan serotiplendirme
calismalarinda Ogawa zincirinin 2 tane mutasyon olusturmus olabilecegi

distintiilmektedir.

Vibrio cholerae zincirleri Klasik ve El tor olmak iizere biyotiplendirmede 2
adet biotipe de ayrilabilmektedir. Bu alt ayrim, yapilan gesitli testlerden koken
almaktadir. Biyotiplendirmeye diger yaklasim olan DNA zincirindeki TCP’ yi
kodlayan gen ayrimi da son zamanlarda Klasik ve El tor zincirleri ayriminda
kullanilmaktadir. El tor biyotipi, 7 pandemik kolera salgininin ajani olarak tespit
edilmistir (Gallut, 1971). Koleranin ayn1 zamanda faj tiplendirme caligmalar1 da
yapilmaktadir. Klasik biyotipi, kolera fajina karsi duyarli oldugu halde El tor
biyotip buna direnclidir.

V. cholerae hicrelerinin yilizeyinde degisik tarzda pili tespiti elektron
mikroskobu caligmalariyla yapilmistir. Fakat bunlarin hepsi fonksiyonel yonden
karakterize edilememistir. Kolera El tor da her bir pili hiicresi ¢ok kii¢iik olmasina
ragmen mannoza duyarli hemaglutinin yapan zincirlerinde pili tespit edilmistir.

TCP kolera toksinini iireten pilus olarak tespit edilmistir.

V' cholerae Hindistan’da 4 epidemik sahadan toplanmistir. Bunlar ayni
yapida seker yapilar1 gosterdiklerinden, kemotaksonamik olarak olduk¢a homojen
(benzer) bir yapida olduklar1 ve bu yiizden yeni bir non-O1 kolera LPS grubuna
ait olduklar1 goriilmiistiir (Hisatsune ve dig., 1993). Diger non-O1 vibriolar, non-
aglutinasyon ozelligi gosteren 200°den fazla serogruptan olugmaktadir. O15 ve
O155 serogrubu pentasakkarit tinitelerinden (Senchenkova ve dig., 1998), 06
serogurubu ve V mimicus tetrasakkarit linitelerinden olugsmaktadir (Bergstrom ve
dig., 2002 ve Landersjo ve dig., 1998). Burada 6nemli nokta V. mimicus ve
V. cholerae O155, V. cholerae O139 ile immino dominant grubu icermektedir. Bu
da V. cholerae O139 ve V. cholerae O155 ya da V. mimicus ile serolojik ¢apraz

aktivite oldugunu diistindiirmektedir.
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Son zamanlarda, patojen kolera gruplari arasinda yapilan caligmalar
sayesinde, V. cholerae’nin O-PS ya da LPS yapisindaki kalintilardan alinan
oligo-mono  sakkaritleri  taklit eden  sentetic = mono-oligosakkaritler
hazirlanmaktadir. Bu yapilar ile sentetik karbonhidrat yapisinda anti kolera agisi
iiretmek icin monoclonal anti kolera etkilesimleri incelenmektedir. Kenne ve dig.,
(1998) V.cholerae O1 serotip Inaba’dan elde ettigi ilk sentetik monosakkarik
{initesi caligmalarin1 yayinlamistir. Takibinde Gotoh ve dig., (1994) de inaba ve

Ogawa sertiplerinden bu konuda yaptig1 calismalar1 yayinlamstir.

Chaudhuri ve Chetterjee, (2009) Ogawa ve Inaba’nin O-PS yapisinin, O
antijenik  yapistmin - bu  bdlgenin sorumlu oldugunu tahmin ettiklerini
sOylemektedirler. Non-O1 ve non-O139 grubunun O-PS genetik yapis1 tam olarak
arastirtlmamistir. Bazilar1 O139 grubu O-PS yapist ile non O139 serogruplari

arasinda benzerlik oldugunu sdylemektedirler.

V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. vulnificus, gibi Vibrio spp. ler, gida
kaynakli saglik riski olusturan tiirlerdir. Belirtilen tiirler, CKY f{iriinlerinden
hazirlanan gidalarin tiiketilmesi sonucu gida zehirlenmelerine yol actig
goriilmektedir. ABD’de yillardir yapilan ¢aligmalar sonucu, kiy1 bdlgelerinde ve
CKY iretimi yapilan koylarda tespit edilmislerdir. V. parahaemolyticus’tan
kaynaklanan  gastroenteritis  genellikle kontamine CKY tiikketimi ile

iliskilendirilmektedir (Berlin ve dig., 1999).

Tirkiye’de ve gerekse yurt disinda yapilan calismalarda c¢esitli deniz
iriinlerine ait V. parahaemolyticus’un izolasyon oranlar1 biiylik farkliliklar
gostermektedir. Uriinlerin farkli bélgelerden elde edilmis olmasinin ve elde
edildikleri sularin hijyen kalitesinin etkenin bulunma oran iizerinde etkili oldugu

diistiniilmektedir.

V. parahaemolyticus deniz iiriinlerinde ve 6zellikle kabuklu ve CKY” lerde
bulunabilen, denizlerin kiy1 sularinda ve denize agilan akarsu yataklarinin normal
mikro florasi icinde bulunurlar. Insanlarda bir¢ok deniz iiriinii gidalarindan

kaynaklanan gastrointestinal enfeksiyonlarla iligkili Vibrio tiiriine ait patojenik
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Vibrio tirii 1950’ de tespit edilmistir. 1887 den Once, insanlardaki
V. parahaemolyticus’tan kaynaklanan gastrointestinal enfeksiyonlar Asya’da
gorlilmektedir. Bu yildan sonra, O3:K6 serotipi ile iligkili artan birgok enfeksiyon,
Asya, Kuzey Amerika ve Sili’de gorildiigii bildirilmistir. Bu serotipin ayni
zamanda, Avrupa’nin Fransa ve Ispanya iilkelerinde sporadik olarak goriildiigii

raporlanmistir (Rosec ve dig., 2009).

V. parahaemolyticus., gram negatif, halofilik, sporsuz, tek kisa kivrimli,
cubuklardir. Sivi besiyerinde tek polar flagellasi ile hareketlidir (Baumann ve
Schubert, 1984). Bivalve spp. tiirleri gibi deniz {iriinlerinden siklikla izole edilen
ve tabii olarak deniz ve denizle iliskili c¢evrelerde mevcut olan bu
mikroorganizmanin bir insan patojeni oldugu tespit edilmistir (Liston, 1990).
V. parahaemolyticus, yiizen hiicre tipi ve siirlinen hiicre tipi gibi birkag ¢esit hiicre
sekline sahiptir (Makino ve dig., 2003). Ayrica mevcut fakat izole edilemeyen
safthalarda bulunabilirler. V. parahaemolyticus ile kontamine diisiik 1s1da islenmis
deniz firiinleri ve ozellikle CKY’ lerin tiiketilmesi ile ishal, bas agrisi, kusma,
mide bulantisi, abdominal kramp ve diisiik atesle karakterize seyreden akut
gastroenteritisin gelismesine sebep olmaktadir. Kaysner ve Depaola (2001)
yaptiklar1 ¢alismalarinda bu bakterinin, diinya ¢capinda ve ABD’de deniz iirlinii
tiketimi ile olusan gida kaynakli gastroenteritisin insanlarda Onemli etkeni

oldugunu farketmiglerdir (Su ve Liu 2006) .

V. parahaemolyticus ilk olarak 1951°de Japonya’nin Osaka sehrindeki gida
kaynakli bir hastaligin etiyolojik etkeni oldugu tespit edilmistir (Daniels ve dig.,
2000). Etkenin raporlanan en biiyiik septisemisi sardalya tiiketimi sonucu enfekte
olan 273 hastadan 20’sinin 6lmesiyle sonu¢lanmistir. Bundan sonra Japonya’da
V. parahaemolyticus, gida kaynakli zehirlenmelerin %20-30 unda rapor edilmistir.
(Alam ve dig., 2002). V. parahaemolyticus, IDSC’nin 1999°da yayinlamis oldugu
raporda 1996 ve 1998 yillar1 arasinda 24,373 zehirlenmeden 1710 vaka ile gida

zehirlenmelerinin 6nde gelen etkenlerinden goriilmistiir.

V. parahaemolyticus’un akvatik ortamlarda dagiliminin su sicakligina bagh
oldugu bilinmektedir. Calismalar, deniz suyunun 15 °C ve {istiine ¢ikana kadar bu

mikroorganizmanin ¢ok seyrek tespit edildigini ortaya koymustur. Yapilan
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etiyolojik calismalar, V. parahaemolyticus’un kis sezonu boyunca sedimentde
yagamuni stirdiirdiigiinic ve su sicakliginin 14 °C nin Ustiine ¢iktigi zaman
sedimentten tekrar deniz suyuna salindigimi ortaya koymustur (Kaneko ve
Colwell, 1973). 1984 ve 1985 yillar1 arasinda Depoula ve dig., (1990) ABD’de
yaptiklar1 9 calismadan tespit ettikleri sonuca gore; V. parahaemolyticus’un,
sicaklik 16 °C’nin altina indigi zaman deniz suyunda diisiik yogunlukta (4

hiicre/100 ml) goriildiigiinii tespit etmislerdir.

Her ne kadar gastroenterititise sebep olan V. parahaemolyticus enfeksiyonu
siklikla kendi kendini siirlandirsa da, enfeksiyon, karaciger yetmezligi ve immun
sistem yetmezligi ile tedavi goren insanlarda hayati tehlike arz eden septisemiler
olusturmaktadir. 2005’de ABD de V. parahaemolyticus’ tan kaynaklanan
enfeksiyonlardan 2 kisinin 61diigli rapor edilmistir (Su ve Liu, 2006).

Cig CKY’ lerde V. parahaemolyticus kontaminasyon derecesinin tespiti
ayni zamanda su sicakligi ile iligkili oldugu i¢in, ilkbahar ve yaz aylarinda hasat
zamaninda CKY" lerden tespitinin ihtimali daha yiiksek olmaktadir. Her ne kadar
kontamine CKY’ lerde V. paraheamolyticus’ un tespiti genellikle 10° cfu/g dan
diisiik olsa da, hasat zamani daha sicak sulardan toplanan CKY" lerin 1s1ya maruz
kalmasiyla hizli bir sekilde boliinerek artabilirler (Kaysner ve Depaola, 2000).
Yapilan galismalar, 26 °C’de hasat yapilan CKY’ lerde V. parahaemolyticus
popiilasyonunun hasattan sonra buzdolabi 1sisinda saklanmamasiyla, 24 saatte
hasattaki normal kontaminasyon miktarinin 50-790 kat daha fazla arttigin1 ortaya
koymustur. Gooch ve dig., (2002) ve Cook ve dig., (2002) de yapmis olduklari
yayinda, 1998’de restorantlardan almman 370 CKY’ den yapilan bir izleme
calismasinda, marketlerde V. parahaemolyticus’un yiiksek sezona bagli dagilimda

oldugununun ortaya koyuldugunu bildirmislerdir (Su ve Liu, 2006).

Ayni zamanda V. parahaemolyticus’un bulundugu yore ile iliskisi, sicaklik
ve salinite gibi parametrelere de baglidir. DePaula ve dig., (2000) ve (2003) yillari
arasi yaptiklar1 arastirmalarinin sonuglarina gore, ortamdaki yiiksek yogunluktaki
V. parahaemolyticus yiiksek sicakliklarla goriilmektedir ki, bu 1lik gecen
aylardaki bol goriilen enfeksiyonlar daha sicak gegcen aylarda daha fazla

goriilmektedir. Geneste ve dig., (2000) ve Yeung ve Boor (2004) arastirmalarinda
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da aym goriisii paylasmaktadirlar. Depoula ve dig,. (2000), yaptig1 ¢alismada
tuzlulugun V. paraheamolyticus’un sicakliktan daha az etkiledigini ortaya
koymustur. Her nasilsa, Martinez ve dig., (2008) Ispanya’da yaptiklar1 genis bir
istatistiki  ¢calismada, CKY’lerden izole edilen V. parahaemolyticus’un
dagiliminda tuzlulugun, sicaklig1 kontrolii altinda tutan bir faktor oldugunu tespit
etmislerdir. Yine de Mc Layghlin ve dig., (2005) ve Gonzales ve dig., (2005) gibi
arastirmacilarin yaptig1 calismalar, V. parahaemolyticus’tan kaynaklanan gida
kaynakli Alaska gibi soguk bolgelerdeki vakalar1 ya da soguk sularda yasayan
CKY’lerden olan Mpytilus edulis’ den yapilan patolojik V. parahaemolyticus

izolasyonlarini aydinlatmiglardir.

Bunlarla beraber, Fransa’da gida kaynakli vakalardan ve yasadiklar
ortamlardan izole edilen V. parahaemolyticus zincirlerinde beklenenden daha
fazla daha yiiksek trh pozitif V. parahaemolyticus susu izole edildigi bildirilmistir
(Robert ve dig., 2004 ve Hervio ve dig., 2005). Her ne kadar bu veriler acik¢a
diinya capindaki gastroenteritis vakalar1 ile iligskilendirilemese de, deniz
tiriinlerindeki tiim patojenlerin ve de patojenik V. parahaemolyticus’un izlenmesi
ihtiyacina etkili bir vurgu olmaktadirlar. Avrupa birligi komisyonu diizenlemesi
2073/ 2005 (EC regulation 2073/2005), CKY" lerde yasayan V. parahaemolyticus
gibi tehlike arz eden mikrobiyel ¢aligmalar i¢in giivenilir metotlarin gelistirilmesi
gerekliligini belirtmislerdir (Rosec ve dig., 2009). ISO/ TS 21872-1 ve
FDA- 2004 gibi diinya capinda gecerliligi olan referans metotlar bulunmaktadir.

Yapilan bu doktora calismasinda da FDA’ nin yayimnladig1 metot esas alindu.

Asya tlkelerinin tersine, V. parahaemolyticus Avrupa’da seyrek rapor
edilmistir. Her nasilsa, Ispanya ve Fransa gibi Avrupa iilkelerinde sporadik
vakalar rapor edilmistir. Ispanya’da 1989 yilinda CKY ve balik tiiketimi ile iliskili
gastroneteritis vakalarimin 8’i V. parahaemolyticus’dan kaynaklanmistir. Cig
CKY tiiketiminden kaynaklanan vakalardaki hastalarin 64 iinde goriilmiistiir
(Lozano ve dig., 2003). 1997°de Asya iilkelerinden ihra¢ edilen karideslerin
tiketiminden = kaynaklanan  zehirlenmelerde @ 44  vakanin  kaynaginin
V. parahaemolyticus oldugu tespit edilmistir. Yakin zamanda tespit edilen
zehirlenme olayinda, 2004 yili temmuz ayinda Ispanya’da bir restoranda yapilan

diigiinde davetliler arasinda bu mikroorganizmadan kaynaklanan 80 vaka tespit
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edilmistir (Martinez ve dig., 2005). Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda sagliksiz
kosullarda kanatilarak hazirlalan yengeclerden elde edilen gidalarin tiikketimi ile

iliskili vakalar tespit edilmistir.

ABD de son zamanlarda 1998 yili Temmuz ve Eyliil aylar1 arasinda 8 adet
gibi kiicik sayida V. parahaemolyticus’dan kaynaklanan enfeksiyonlar
gorlilmiistiir. 2004 yazinda Alaska’da firetilen ¢ig CKY gidalarini yiyen gezi
gemisindeki 14 yolcunun ayni mikroorganizmadan enfekte oldugu gorilmistiir
(Mac Laughlin ve dig., 2005). Daha yakin bir zamanda CDC’nin 2006’daki
raporuna gore V. parahaemolyticus’un dahil oldugu 177 kontamine CKY

tikketiminden kaynaklanan vaka tespit edilmistir (Rosec ve dig., 2009).

V. parahaemolyticus diinyanin her yerinde deniz kiyilarinda ve kiyiya agilan
tath su yataklarinda genisce bir alana yayilmistir. Bu organizmanin
gastroenteritisin etyolojik ajani olarak ilk tespiti 1950 de yayinlanmistir. Son
zamanlarda akut gastroenteritisin etiyolojik ajani olan O3:K6 serotipi gida
kaynakli bir patojen olarak, yapilan bir arastirmayla biiylik etkisinin olabilecegi
belirtilmistir. Miyamoto ve dig., (1969) ve Thompson ve dig., (1976)
gastroenteritislerle iligkili olan V. parahaemolyticus’un yliksek tuz orani olan
Wagatsuma agar (Wagatsuma, 1968)’ la yapilan calismalarda ¢evre ortaminda
bulunan mikrorganizmanin sadece %1-2 sinin hemoliz gosterdiklerini tespit
etmislerdir. Kanagawa fenomeni olarak bilinen bu fenomen, TDH islevi ile
etkisini gostermektedir. TDH’ m 1998 den beri V. parahaemolyticus’un
patojenitesinde Onemli olan bir virlilens faktor oldugu diistintilmektedir
(Nishibuchi ve Karper, 1985). Klinik vakalardan elde edilen V. parahaemolyticus
zincirlerinden yapilan c¢alismalarda, negatif kanagawa reaksiyonu gosteren
zincirlerde onemli bir viriilens faktér olan TDH related hemolizin TRH’in
tespitini saglamistir (Honda ve Miwatani, 1988 ve Honda ve dig., 1987). Her ne
kadar mikroorganizmanin tdh iiretimi Wagatsuma agar ve ticari olarak satilan

kitlerle tespit edilse de, bunlar kullanigsiz ve zaman kaybina neden olmaktadir.

V. parahaemolyticus’un patojenitesi tdh ve trh genlerinin varlig ile iliskili
oldugu goriintiisii verse de, TDH ve TRH’dan baska virlilens faktorler

aydinlatilabilir. TDH ve TRH f{iretmeyen V. parahaemolyticus zincirleri son
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zamanlarda anne bireyi emen farelerde sivi birikimine neden olduguna dair
raporlar yayinlanmistir. Daha yakin zamanda yapilan bir calismada, 1s1 ile
parcalanan protein olan Serin proteaz’in, ne tdh ne de trh geni bulundurmayan
V. parahaemolyticus  zincirlerinin  potansiyel virillens faktori  oldugu
aydmnlatilmistir (Lee ve dig., 2002). Saf haline getirilmis proteaz’in Cin
hamsterlerinin ovaryumlarinin biiyiimesine engel olan 6nemli etkiler yaptig1 tespit
edilmistir. Bu protein, intraperitoneal ve intravendz enjekte edildigi zaman,
farelerde eritrositleri lize edip doku da hemoraji ve 6liime sebep olmaktadir. Fakat
V. parahaemolyticus’un bu zincirlerinin ¢evrede ve klinik vakalarda tespiti

kesinlesmemistir (Su ve Liu, 2006).

Bu patojenin, hastaliga sebep olan faktorleri hala tam olarak
aciklanamamustir fakat iki tane viriilens faktorii tamamiyle aydinlatilmigtir. Isiya
dayanikli direk hemolysin (TDH) ve TDH iligkili hemolysin (TRH) (Nishibuchi
ve Karper, 1995, Shirai ve dig., 1990, Zhang ve Austin, 2005).
V. parahaemolyticus tarafindan iiretilen TDH ve TRH hemolizinleri, genlerdeki
tdh+ ve trh+ zincirlerinden izole edilir. Miyamoto ve dig., (1969) ve Wong ve
dig., (2000) de belirtmis oldugu yaygm olan goriis, TDH hemolizinin asiri
derecede klinik belirtiye sebep olan izolatlarda bulundugudur (Rosec ve dig.,

2009).

V. parahaemolyticus’un patojenitesi ve Kanagawa phenomenon (KP)
hakkinda  yapilan  epidemiyolojik  calismalara  ragmen  K-negatif
V. parahaemolyticus zincirleri TDH iiretmez fakat goriilen vakalardan izole edilen
V. parahaemolyticus zincirlerinden TRH tespit edilmistir (Honda ve dig., 1987).
Shirai ve dig., (1990) calismalarinda, yaptig1 ishalle seyreden 215 vakadan
sorumlu olan V. parahaemolyticus’ un TDH ve TRH {ireten zincire sahip oldugu
ve 52 vakanin (24.3%) sadece TRH iireten trh+ genine sahip oldugunu
belirtmistir. Bu sonuglar aynt zamanda TRH’ in da V. parahaemolyticus’un
virlilens faktorii oldugunu ortaya koymustur. Karper ve dig., (1984) ve Taniguchi
ve dig., (1985) calismalarinda TRH (trh) ve TRH (trh) kodlayan geni
klonlamiglardir (Su ve Liu, 2006).
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Sadece trh+ iireten patojenin virlilensinin gida giivenliginde tespiti, deniz
iiriinleri gida gilivenligi i¢in 6zellikle bu zincirlerin tespiti onem arzetmektedir.
TDH ve TRH, tdh ve trh ad1 verilen genlerle kodlanmakta ve bu genlerden yoksun
olan zincirler, hemolizin iiretme yetenegi bulunmamaktadir (Nishibuchi ve Kaper
1995). Bunun yaninda, Kim ve dig., (1999) de yaptiklar1 yayinda TDH ve TRH
iiretimi kabiliyetine bagli olmadan biitiin V. parahaemolyticus zincirlerinin
diizenleyici bir gen olan foxR genine sahip olduklarini ifade etmektedirler (Dileep

ve dig., 2003).

V.  parahaemolyticus enfeksiyonlarinin ¢ogu degisik serotiplerden
kaynaklanmaktadir. Fakat, bu mikroorganizmadan kaynaklanan gastroenterititise
neden olan ve 1996’dan beri bir ¢ok iilkede goriilen vakalarin ¢cogunda serotip
03:K6 rapor edilmistir (Chiou ve dig., 2000; Wuddhakul ve dig., 2000; Gonzalez
ve dig., 2005; Martinez ve dig., 2005). Bu serovar, ilk 6nce 1994 ve 1996 yillar
arasinda Hindistan’da hastane tabanl bir siirvelans ¢alismasinda tespit edilmistir
(Okuda ve dig., 1997). Bu ¢alismada, 1996 ve 1997 Nisani arasinda hastalardan
izole edilen V. parahaemolyticus’lardan bu serovarla iligkili olan vakalarin %63
gibi bir oranda ani bir ylikselis goriildiigii tespit edilmistir. Bu serotip ABD’ de ilk
olarak 1998 de gida olarak CKY tiiketimi sonucu ortaya ¢ikan en biiyiik salginda,
416 hastadan yapilan ¢aligmada tespit edilmistir (Daniels ve dig., 2000). Bundan
sonra g¢esitli yillarda bu serovar ABD’de c¢esitli bolgelerde ortaya ¢ikan
vakalardan izole edilmistir. Fakat bu serovar 1999’dan beri 1s1 ile islenmemis
CKY’lerin gida olarak tilketiminden kaynaklanan hastaliklarla
iligkilendirilmemistir (Su ve Liu, 2006).

Almanya’da ticari olarak iiretilen mavi midyeler (Mytilus edulis), genellikle
Wadden denizi kiyilarinda iiretilmektedir. 1994 ve 2003 yillar1 arasinda yillik
iiretim yaklagik 22.000 ton olarak belirlenmistir. CKY” ler besinlerini filtre ederek
beslenen canlilar olduklarindan, akvatik ortamdaki bircok patojeni
toplayabilmektedirler. Canli CKY’ ler direk olarak insan tiiketimi ile
sonuclandiklar1 i¢in, bunlarla ilgili mikrobiyolojik kriterler ve Avrupada yapilan
yasalarda sadece Salmonella spp.’nin bulunmamasi ve Escherichia coli’nin 100
gr. da 230°u geg¢memesi belirtilmistir (Lhafi ve Kiihne, 2007). Diger

mikrobiyolojik kriterler heniiz deniz iirlinii gida kategorisinde yer almamustir.
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Bu tez calismasinda, iilkemizin Ege ve Marmara sahillerinde iiretimi
yapilan CKY tiirlerinden Ostrea edulis, Tapes decussatus, Mytilus
galloprovincialis, Modiolus barbatus, Veniis verrucosa, Donax trunculus, tiri
Bivalve spp. oOrnekleri kullanilarak, halk sagliginda ve ihracatta ciddi risk
olusturan V. cholerae, V. parahaemolyticus ve risk olusturabilecek diger Vibrio
tiirlerinin tespiti amaclanmustir. Ornekler, kis ilkbahar ve yaz baslangicinda
alinarak analizleri tamamlanmistir. Analize alinan bolgelerden Canakkale ili,
Balikesir ili Ayvalik ilgesi, izmir ili Merkez ve Cesme ilgesinden toplanan toplam
958 adet Bivalve spp. 6rneginden Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus,
Vibrio vulnificus, Vibrio furnissii, Vibrio mimicus ve Vibrio metschnicovii
identifiye edilmistir. 1 adet Vibrio susu da yapilan biyokimyasal testlerle

tanimlanamamustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Ornekler

Bu ¢alismada, gida tiiketiminde kullanilan Ostrea edulis, Tapes decussatus,
Myilus galloprovincialis, Modiolus barbatus, Veniis verrucosa, Donax trunculus
tiirlerinden olusan toplam 958 adet Bivalve spp. 6rnegi, Canakkale ili, Balikesir ili
Ayvalik ilgesi, Izmir ili Merkez ve Cesme ilgesindeki iiretim ¢iftliklerinden temin
edildi. Ornekler tiirlerin aylara gore hasat zamaninda Ocak aymndan Temmuz
ayma kadar diizenli sayida alindi. Alinan 6rnekler soguk zincir kuralina uyularak
24 saat icinde FDA (2004) metoduna gore, CKY tiiketiminden kaynaklanan gida
sorununa neden olan Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, Vibrio vulnificus ve
insanlarda gida zehirlenmelerine neden olan enterititis vakasi etiyolojik ajani

diger Vibrio tiirlerinin izolasyonuna baslandi.

Arastirmada, Vibrio spp. izolasyonu amaciyla kullanilan toplam 958 adet
CKY numunesinden 304 adeti Balikesir ili Ayvalik yetistirme bolgelerinden, 113
adeti Izmir ili Merkez ve Cesme bolgesi yetistirme bolgelerinden, 541 adeti
Canakkale ili merkez iiretim bolgelerinden temin edildi. Calismamizda 958 adet
Oornegin 97 adeti kidonya (Venus verrucosa), 570 adeti kum sirlami
(Donax trunculus), 116 adeti Akivades (Tapes decussatus), 67 adeti kara midye
(Myilus galloprovincialis), 53 adeti killi midye (Modiolus barbatus), 55 adeti
Istiridye (Ostrea edulis) CKY tiirlerinden kulanilmistir.
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Sekil 2.1: Tez ¢alismasinda kullanilan 6rneklerin tedarik edildigi CKY iiretim

istasyonu bolgelerinin harita lizerinde gdsterimi

Kullamlan &rnekler, Canakkale, Ayvalik, Izmir ve Cesme’de bulunan
istasyonlardan tedarik edildi. CKY tiirlerine gore ayrilmis iiretim ¢iftliklerinden

alinan numuneler, aylara gore analize alinarak degerlendirildi.
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Cizelge 2.1: Uretim tesislerinden alinan CKY tiirlerinin aylara gore dagilimi ve

sayilari
Analize Alinan Tiir Sayis1
Aylar Istiridye Kum girlant Akivades Kara Midye Kl Midye Kidonya
(Ostreaedulis)  (Donaxtrunculis)  (Tapes decussatus)  (Myilus galloproviniali) — (Madiolus barbatus) — (Venus 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
Mayis 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

2.1.2 Standart Vibrio cholerae susu

Vibrio cholerae ogawa non O1 susu, Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanlig1
Refik Saydam Hifzisthha Merkez Baskanligt SHAM/Ulusal Tip Kiiltiir
Koleksiyonu Laboratuvart Birimi’'nden liyofilize olarak temin edilmistir.
Pandemik salginlara neden olan kolera vakasinin etyolojik ajami olan Vibrio
cholerae O1 ve O 139 suslan lilkemizde pandemik kolera vakasinin uzun yillardir
gorlilmemesi ve eradike edilmesi nedeniyle giivenlik gerekcesi nedeniyle sus

talebi kabul edilmemistir.

2.1.3 Standart Vibrio parahaemolyticus susu

V. parahaemolyticus O:3 K:6 serogrubu Commonity Referance Laboratory

(Ulusal Referans Laboratuvari)’den canli olarak temin edilmistir.
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2.1.4. Deney Hayvanlar:

Standart Vibrio cholerae ve V. parahaemolyticus suglarindan antiserum
hazirlamak amaciyla her bir sus icin 1’er adet olmak iizere 1.5 — 2 kg
agirhgindaki Yeni Zelanda tavsanlarindan (Oryctolagus cuniculus) 3 adet
kullanilmistir. Yeni Zelanda tavsanlari Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma

Enstitiisii Deneme Hayvanlar Yetistirme Biriminden saglanmustir.

2.1.5 ONPG (Ortho-Nitro-Phenil-B-Galacto-Pyranoside) Reagent disk
(Oxoid)

Bakterinin laktozu fermente edebilmesi i¢in laktozun hiicre igine girmesini
saglayan [-galaktoside-permeaz enziminin varhi§im ya da yoklugunu ortaya
koymak icin yapildi. ONPG reagent igeren antibiyotik disk boyutunda hazirlanmis
diskler bu test i¢in kullanildi. ONPG disk Oxoid ticari sirketinden temin edildi.

2.1.6 DD15/ 0129 (150 pg. / 10 ng.) Reagent disk (Oxoid)

Bakterinin 0/129 diskine duyarlt olup olmadigin tespit etmek icin yapildi.

Diskler, Oxoid ticari sirketinden temin edildi.

2.1.7 Oksidaz kiti (Merck)

Bakterinin Cytochrome oxidase enziminin varliginin tespiti i¢in kullanildi.

Kit, Merck ticari sirketinden temin edildi.

2.1.8 Besiyerleri

2.1.8.1 izolasyon besi yerleri

2.1.8.1.1 Alkali Pepton Water (Merck)

Alkali Peptone Water 17 gr.

Distile su 1000 ml

Karigim belirtilen miktarda distile suda ¢oziindiiriildiikten sonra homojen

karisimin pH’s1 8,6 ‘ya ayarlanarak 121 °C de 15 d. otoklavda sterilize edildi.
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2.1.8.1.2 Kanh Agar Base (Merck)

Blood Agar 40 gr.
Mikrobiyolojik Sodyum Kloriir 1,5 gr
Distile su 100 ml

Karigimin pH’s1 7,2 — 7,4°e ayarlanip, 15 dakika otoklav edildikten sonra,
50 °C’ye kadar sogutulup, igine % 7 oraninda steril defibrine koyun kani ilave

edildi ( Mutter ve dig., 1989).

2.1.8.1.3 TCBS (Thiosulpahate Citrate Bile Salt Sucrose Agar) (Merck)

TCBS Agar 88 gr.

Distile su 1000 ml

Karigimin pH’si 8,6’ ya ayarlanip su banyosunda kaynayan suda 25 d.
kivamini bulana kadar bekletildikten sonra, manyetik karistiricida 1s1 altinda steril
balik atilarak homojenize olmasi saglandi. 50 °C’ye kadar sogutulup steril petri

kutularina 4 mm kalinliginda 15 ml hacminde paylastirildi.

2.1.8.1.4 Tryptic Soy Agar (Merck)

Tryptic Soy Agar 40 gr.
Mikrobiyolojik Sodyum Kloriir lgr.
Distile su 1000 ml

Karigimm pH’s1t 7,3’ e ayarlanip, 15 dakika otoklav edildikten sonra,
50-47 °C’ye kadar sogutulup, petrilere boliindii.

2.1.8.1.5 Tryptic Soy Broth (Merck)

Tryptic Soy Agar 30 gr.
Mikrobiyolojik Sodyum Kloriir lgr.
Distile su 1000 ml

Karigimm pH’s1 7,3’ e ayarlanip, 15 dakika otoklav edildikten sonra,
50 — 47 °C’ye kadar sogutulup, petrilere boliindii.
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2.1.8.1.6 Mueller- Hinton Agar (Merck)

Mueller- Hinton Agar 34 gr.
Mikrobiyolojik Sodyum Kloriir 1,5 gr.
Distile su 1000 ml

Karisimin pH’s1 7,3 e ayarlanip, 15 dakika otoklav edildikten sonra,
50 — 47 °C’ ye kadar sogutulup, petrilere boliindi.

2.1.9.1 identifikasyon besiyerleri

2.1.9.2.1 Triple Sugar Iron Agar (3’lii tiip) (Merck)

Triple Sugar Iron Agar 65 gr.
Mikrobiyolojik Sodyum Kloriir 1,5 gr.
Distile su 1000 ml

Karigimin pH’st 7,4’ e ayarlanip 20 ml. lik tiiplere 12-13 ml. paylastirildi.
15 dakika otoklav edildikten sonra, oda 1sisinda 30 derecelik egimle katilasmaya

birakildi.

2.1.9.2.2 Jelatin Hidrolizasyon Besiyeri (Merck)

Jelatin 12-14 gr.
Beef extract 1 gr
Pepton 1 gr.
Tuz 1,5 gr.
Distile Su 100 ml

Karisimm pH’ si 7,2° ye ayarlanip, 50 °C sicakliga ayarli manyetik
karistiriciyla yavas yavas belirtilen miktardaki jelatin karisima ilave edildi. 10 ml.
lik steril tiiplere 3 ml paylastirildiktan sonra 10 d. 115 °C de otoklav edildi. Oda

1s1sinda jel kivamina gelmesi icin bekletildi.

2.1.9.2.3 Mannitol Besiyeri (Tiip II)

Pepton 5.0 gr.
Neopepton 5.0 gr.
Agar 2.5 gr.
Mannitol 2.0 gr.

KNO; 1.7 gr.
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Fenol red (% 0.2) 20 ml
Distile su 1000 ml
Mikrobiyolojik Sodyum Kloriir 1.5 gr.

Kompozisyonu olusturan maddeler tartildi, distile su ilave edildi ve agar
eriyinceye kadar su banyosunda 60 °C de bekletildi. pH 7,2° ye ayarlanarak 10 ml
lik tiiplere 3-4 ml. dagitildi. 15 d. otoklavlandi. Oda 1sisinda dikey konularak jel
kivamini almasi beklendi (Arda, 1997).

2.1.9.2.4 Ure- indol Besiyeri (Tiip IIT)

L- triptofan 0,3 gr.

KH,PO4 0.1 gr.

K,;HPO4 0.1 gr.

Mikrobiyolojik Sodyum Kloriir 0.5 gr.

Ure 2.0 gr.

Etil Alkol (%95) 1.0 ml

Fenol red (% 0.2) 1.25 ml

Distile su 100 ml

Mikrobiyolojik NaCl 1.0 gr % 1.5 NaCl tuz orani i¢in.

Kompozisyonu olusturan maddeler tartilarak distile su ilave edildi.
Karigimin pH’ si 7,2° ye ayarlanip, filtre ile sterilize edildi ve steril 10 ml lik

tiiplere 3-4 ml hacminde paylastirildi (Arda, 1997).

2.1.9.2.5 O/F Basal Medium (Merck)

OF Basal Medium 11 gr.
Mikrobiyolojik Sodyum Kloriir 1,5 gr.
Distile su 100 ml
Steril Parafin 30 ml

Karigimin pH’s1 7,1° e ayarlanip 10 ml. lik tiiplere 2-3 ml. paylastirildi.
15 dakika otoklav edildikten sonra, oda 1sisinda jel kivamini almasi igin
birakildiktan 24 saat sonra tiiplerin yarisina 1 cm. tabaka olusturacak sekilde

parafin ilave edildi (Bilgehan, 1992).



2.1.9.2.6. Peptonsuz Falkov Besiyerleri
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Cizelge 2.2: Peptonsuz Falkov Besiyeri Sarf Madde Miktarlari

Kontrol ADH LCD OoDC
L- Arginine HCI1 - 2,5 gr. - -
L- Lysine HCI - - 2,5 gr. -
L- ornithine 2 HCL - - - 2,5 gr.
Yeast extract 1.5 gr. 1.5 gr. 1.5 gr. 1.5 gr.
Glukoz 0,5 gr. 0,5 gr. 0,5 gr. 0,5 gr.
Brom kreozol 0,5 gr. 0,5 gr. 0,5 gr. 0,5 gr.
purpur sol”
Distile su 500 ml. 500 ml. 500 ml. 500 ml.
Mikrobiyolojik 7.5 gr. % 1.5 NaCl tuz oran1 i¢in
NacCl

e Brom Kreozol Purpur Sol:
Brom Kreozol Purpur
Etil Alkol (%95)
Belirtilen miktarda tartilan ve Olgiilen maddeler distile suda ¢oziindiiriildii.
pH; 6,4’ e ayarlandi. 10 ml. lik tiiplere 3-4 ml. dagitilarak 15 d. otoklav edildi.
Oda 1sininda sogumaya birakildi (Arda, 1997).

2.1.9.2.7 Clark- Lups Besiyeri (Merck)

Ticari olarak Merck sirketinden temin edildi.

hazirlanarak 10 ml. lik tiiplere 5 ml paylastirildi.

(Bekar, 2003).

2.1.9.2.8 MR-VP Broth (Merck)

MR-VP Broth

Mikrobiyolojik Sodyum Kloriir

Distile su

1.6 gr

100 ml

17 gr.
1,5 gr.
1000 ml

Belirtilen miktarda
15 d. otoklav edildi
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Karigimin pH’1 6,9’ a ayarlanip 10 ml. lik tiiplere 5 ml. paylastirildi.
15 dakika otoklav edildikten sonra, oda 1sisinda jel kivamina gelmesi icin
birakildi.

2.1.10 Aymraclar

2.1.10.1 Kovacs ayiraci

Para-dimetil-amino-benzaldehit 5¢g
Amil alkol 75 ml
Hidroklorik asit (konsantre) 25 ml

Indol pozitif suslar1 belirlemek igin Tiip-III’ e 1-2 damla damlatild: (Arda,
1997).

2.1.10.2 Metil red ayiraci

Metil kirmizist 0.1g.
Etil alkol (% 95-96) 300 ml
Distile su 200 ml

Inkiibe edilen Clark-Lups besiyerinden 2 ml. kiiltiirden alinarak {izerine 2-3

damla Metil red ayiract damlatildi (Arda, 1997).

2.1.10.3 Voges Proskauer ayiraci
% 5’lik alfa-naftol sol 0.6 ml
% 40’lik KOH 0.2 ml

Inkiibe edilen Clark-Lups besiyerinden 1 ml kiiltiirden alinarak iizerine

belirtilen miktarlarda ilave edildi (Arda, 1997).

2.1.10.4 Katalase ayiraci
H,0, %30’1iik

Ureyen koloniden igne uglu 6ze yardimiyla lam iizerinde yapildi (Arda,
1997).



33

2.1.11 Otomatize identifikasyon sistemi

Otomatize identifikasyon amaciyla, Bornova Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitiisii’ nde bulunan Vitec II Compact (Fransa - Biomerioux) cihazi
kullanilmistir. Konvansiyonel yontemlere ve yapilan biyokimyasal testlere gore
Vibrio spp. olarak belirlenen suslar, Tryptic Soy Agar’dan alinan saf kolonilerle
Vitec II Compact cihazinin gram negatif bakteri identifikasyonunda kullanilan
identifikasyon kartlar1 ile otomatik analiz yapilmis, 12- 24 saat inkiibasyon

periyodundan sonra sonuglar alinmistir.

2.2. Mikrobiyolojik Muayene

2.2.1.1. Orneklerden Vibrio spp. izolasyonu

Uretim yerlerinden alman numuneler, soguk zincir altinda laboratuvara
getirilmistir. FDA BAM (2004) standart analiz metoduna gore Vibrio tiirlerinin
gidalardan analizi i¢in insanlarda sorun olusturan Vibrio cholerae,
Vibrio parahaemolyticus ve diger vibriolarin izolasyonu yapilmistir. Uretim
yerlerinden alinan CKY tiir sayilar1 ve analizlerin aylara gore dagilimi Cizelge

2.2.de belirtilen sekilde yapildi.

2.2.1.2 izole edilen suslarin identifikasyonu

Izolasyon besi yerlerinde iireyen kolonilerden, koloni morfolojileri dikkate
almarak, hareket muayenesi, jelatin degradasyon, oksidaz, gram boyama, katalaz
gibi Vibrio spp. lere ait temel 6zellikler incelenerek, biyokimyasal 6zelliklerinin
tespiti i¢in hazirlanan besiyerlerinde identifikasyona devam edilmistir. (FDA
2004, Bekar 2003, Arda, 1997, Austin ve Austin 2002)’e gore Vibrio tiirlerinin

identifikasyonuna gidilmistir.



Cizelge 2.3 : Vibrio tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri
(FDA, 2004; Bekar, 2003; Arda, 1997; Austin ve Austin, 1987 )
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i % % X % ¥ «
Fenotipik Ozellikler = 3 g £ 8 £ g & g

& & s 2 =2 § £ 3 32

< § > s S P S >
TCBS Agarda Koloni Rengi S S Y S NG S Y Y S
Gram Boyama - - - - - - - - -
Katalaz + + + + + + + + +
Oksidaz + + + + + - + + +
Aktif Hareket + + + + + + + + +
TSA’ da yayilma + - + - - + - + -
Jelatin Hidroliz + + + + + + + +
22 °C de iireme - IV + + + + +
37°C de iireme + + + + + + +
42 °C de iireme + + - nd \V4 + +
Glikoz + + + + + + + +
Laktoz - - - - - - - + -
Mannitol + + + + - + + + +
Oksidasyon/Fermentasyon +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
ONPG - + - + + + + +
Urease - - - - - - - - -
indol - + - + - + -
Hemoliz (KA) da + +/- + - + - + -
H,S/Gaz - - - + - - - - +
MR/VP T A A A A&
%0 NaCl iireme - _ - - - _ -
%3 NaCl iireme + + + + +
%8 NaCl iireme + - - AV/ - _ AV/
%10 NacCl iireme + - — - - - - - -
LDC + + - - - + + - -
ADH - - + + - + - + +
ODC + + + - - + + + -
10pg 0/129 D d D nd d d d
150 ug 0/129 d d d d nd d d d d
S=Sar1 Y=Yesil NG=Uremeyok/az D=Direngli d=Duyarli V=Degisken nd=yapilmad

*(FDA, 2004), ** (Arda, 1997), *** (Bekar, 2003), **** (Austin ve Austin, 1987)
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[zolasyon i¢in metotta belirtilen miktarda APW’a inokiile edilen materyal, 18-24
saat zenginlestirildikten sonra selektif besiyeri TCBS agara tek koloni diislirme
yontemiyle gegildi. Tek koloni halinde Vibrio spp. slipheli koloniler genel besiyeri
olan %1,5 TSA besiyerine 6ze yardimi ile tek koloni diislirme yontemine gore

ekildi.

Genel besiyerinde {lreyen kolonilerden, hareket muayenesi, jelatin
degradasyon, oksidaz, gram boyama, katalaz gibi Vibrio spp.’lere ait temel
ozellikler incelenerek, biyokimyasal ozelliklerinin tespiti i¢in hazirlanan besi

yerlerinde identifikasyona devam edilmistir.

2.2.1.3 Kullanilan identifikasyon tablolar1

Calismada yararlanilan kaynaklardan  Vibrio spp. izolasyon ve
identifikasyonunda kullanilan identifikasyon tablolar1 asagida siras1 ile
belirtilmistir. Calismada daha c¢ok esas alinan FDA (2004) metodundaki
identifikasyon tablolar1 kullanilmasina ragmen, bazi durumlarda diger
kaynaklarda belirtilen Vibrio spp. identifikasyon tablolar1 da kullanilmistir. Ayni
zamanda, halk saglig1 sorunlarina sebep olabilecek Vibrio tiirleri ¢izelge 2.4°de

verildi
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Cizelge 2.4: Insan patojeni Vibrionaceae familyasinin biyokimyasal dzellikleri

(FDA, May 2004)

V oy = = Y : 2 .
SE S s £33 8§35 § £ &8 22 598
NS SR E S g 8 8% 8 SE 9%
NN N N SRS oS A=
TCBS agar S S S S NG S Y Y Y S Y
mCPC agar NG P NGNGNG NG NG NG Y NG NG
CC agar NG P NGNGNG NG NG NG Y NG NG
AGS KA Ka KK KK Ka KK KA KA KA KK nd
Oxidase + + + + + - + + + + +
Arginine dihydrolase - - 4+ + - + - - - + +
Ornithine decarboxylase + + - - = - + + + - +
Lysine decarboxylase + + - - = + + + + A% +
0% NaCl - + - - - - + - - + +
. 3% NaCl + + + + 4+ + + + + + +
[(J‘fve/rélﬁ 6% NaCl + - + + + + - + + + -
8% NaCl + -V + - v - + - - -
10% NaCl + - - - - - - - — — _
Ureme  42°C + 4+ V - nd V + + + Vv +
Sucrose + + + + - + — — _ \V _
IC)ellobiose a -t T - - -V * + -
Lactose - - - - - - - - + \Y —
Arabinose - - 4+ + 4+ - - + - A% -
Asit: D-Mannose  + + o+ o+ o+ + + + + vV -
D-Mannitol + + + + - + + + \Y + —
ONPG - + + + - + + - + T —
10 ug O/129 R Z K K nd V4 V4 K Z K Z
150
Dugarlik: o/ Z zZ zZ znd Z Z Z Z K z
Gelatinase + + + + - + + + + + -
Urease - - - - = - - D - - -

** Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides

Kisaltmalar: TCBS, thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose; mCPC, modified cellobiose-polymyxin

B-colistin; AGS, arginine-glucose slant;

S=sart NG = Ureme az/yok Z=zayif nd = yapilmadi
Y =yesil V=Degisken K =Kuvvetli P=Mor,
KK = Ust kisim alkalin / Alt kisim alkalin KA = Ust kisim alkalin /Alt kisim asidik, Ka = Ust
kisim alkalin / Alt kisim zay1f asidik




Cizelge 2.5: Biyokimyasal testlerin yorumlanmasi.

1:2007E, 2007)
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(ISO/TS 21872-

Test V. cholerae * V. parahaemolyticus *
Oxidase + +
Gaz iiretimi (glucose) - -
Lactose - -
Sucrose + -
OoDC + +
LDC + +
ADH - -
ONPG hydroliz + -
indole tiretimi + +
Peptone water’da iireme

0 % NaCl + -
2 % NaCl + +
6% NaCl - +
8 % NaCl - +
10 % NaCl - +

(a)isaret +; %76 -%89 pozitif anlaminda.
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2.3 Metot

2.3.1 Izolasyon prosediirii

1- CKY ornegi steril eldiven, bigak, havan ve steril pens, makas yardimi ile
acilarak 25 gr. tartildi. Steril kum vasitas1 ile ezilerek homojen hale

getirildi. Gerektigi durumlarda homojenizatérde homojen hale getirildi.

2- APW’a inokiile edilen ornekler bir gece 37°C’de inkiibasyona birakildi
(donmus 6rnek kullanilirsa 2x APW’e inokiile edildi).

3- APW’den bir 6ze dolusu almmarak TCBS agara tek diisiirme metodu ile
¢izme ekim yapildi. Besiyeri 37°C” de bir gece inkiibe edildi.

4- Saf olarak iireyen Vibrio spp. siipheli sar1 veya yesil kolonilerden 6ze
yardimu ile alinarak %1,5 — 2 NaCl TSA agara tek diisiirme yontemi ile
¢izme ekim yapildi. Besiyeri 37°C’ de bir gece inkiibe edildi (FDA, 2004).

Cizelge 2.1°de alim tarihi ve sayilar1 belirtilen 6rnekler soguk zincir kuralina
uyularak laboratuvara getirildi. Diger giin analize alinacak Ornekler +4 °C’de
muhafaza altina alindi. Getirilen 6rnekler, steril eldiven, steril bicak ve steril pens-
makas yardimu ile agilarak elektronik tarti yardimi ile 25 gr. tartilarak steril kum

ile havanda homojen hale getirildi.

Homojen hale getirilen 6rnek, 225 ml.lik APW’ ye 1/10 oraninda inokule
edilerek 37°C de bir gece inkiibasyona birakildi. Alinan 6rnekler donmus halde
laboratuvara gelmis ise 2xAPW’ ye inokule edildi.

Bir gece inkiibe edilen APW’ den bir 6ze dolusu alinarak Merck’in TCBS
selektif agarma ¢izme yontemi ile tek diislirme metoduna uygun olarak ekim

yapildi. Ekim yapilan selektif kati besiyeri 37°C’ de bir gece inkiibasyona
birakildi.
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Saf olarak tireyen Vibrio spp. siipheli sar1 veya yesil kolonilerden 6ze yardimi
ile alinarak % 1,5-2 NaCl TSA’ ya tek diisiirme yontemi ile ¢izme ekim yapildi
ve besiyeri 37°C” de bir gece inkiibasyona birakildi.

% 1,5-2 NaCl TSA ‘da saf olarak iireyen siipheli kolonilerin identifikasyonu

icin hazirlanan biyokimyasal test ¢alismalarina gecildi
2.3.2. identifikasyon prosediirii
2.3.2.1. Temel ozellikler
1-TSA’da iireyen saf koloniden; jelatin hidroliz testi yapildi,
2-TSA’da iireyen saf koloniden; hareket muayenesi yapildi,
3-TSA’da tireyen saf koloniden; katalaz testi yapildi,
4-TSA’da iireyen saf koloniden; oksidaz testi yapildi,

5-TSA’da iireyen saf koloniden; gram boyama yapildi,

Yukarida belirtilen ozelliklere bakilan saf koloniden, asagida belirtilen

testlerle identifikasyona devam edildi.

2.3.2.2 Biyokimyasal testler

1- 22°C’ de iireme

2- 42 °C’ de iireme

3- Glikoz
4- Laktoz
5- Mannitol

6- Oksidasyon/Fermentasyon
7- Urease

8- %0 NaCl iireme

9- %3 NaCl iireme

10- %8 NaCl iireme
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11- %10 NaCl iireme
12- ONPG

13- 10 ng O/129

14- 150 pg O/129
15- Hemoliz (KA) da
16- H,S/Gaz

17- MR/VP

18- LDC

19- ADH

20- ODC

21- Indol

Belirtilen biitiin biyokimyasal testler tamamlanarak identifikasyon tablosuna
gore degerlendirildi (FDA, 2004; Bekar, 2003; Arda, 1997; Austin ve Austin
2002).

Identifikasyonda ilk olarak siipheli koloninin temel biyokimyasal testleri
degerlendirildi. TSA’da iireyen saf koloniden jelatin hidroliz testi, 2.3.2.1.1°de
anlatilan test yontemine gore usiiliine uygun olarak yapildi. Hareket muayenesi,
2.3.2.1.2’de anlatilan yontemine gore usiiliine uygun yapildi. Katalaz testi, katalaz
testinin 2.3.2.1.3’de anlatilan yonteme gore usiiliine uygun olarak yapildi. Oksidaz
testi, 2.3.2.1.4’de anlatilan yOnteme uygun olarak yapildi. Kolonilerin Gram
boyamalar1 2.3.2.1.5°de anlatilan yénteme uyun olarak yapildi. Identifikasyon icin
temel Ozelliklere bakildiktan sonra siipheli kolonilerin biyokimyasal testlerine

gecildi.

Siipheli koloni i¢in 22°C iireme kontrolii, 2.3.2.2.1°de anlatilan yonteme
gore yapilarak, besiyeri 22°C* de bir gece inkiibasyona birakildi. 42°C {ireme
kontrolii, 2.3.2.2.2°deki yonteme gore yapilarak besiyeri 42°C’° de bir gece
inkiibasyona birakildi. Glikoz testi, 2.3.2.2.3’de anlatilan yonteme gore usiiliine
uygun yapilarak besiyeri 37°C* de bir gece inkiibasyona birakildi. Laktoz testi,
2.3.2.2.4’de anlatilan yonteme gore yapilarak besiyeri 37°C’ de bir gece
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inkiibasyona birakildi. Mannitol testi, 2.3.2.2.5’de anlatilan yonteme gore usiiliine
uygun yapilarak, besiyeri 37°C’ de bir gece inkiibasyona birakildi.
Oksidasyon/Fermentasyon testi, 2.3.2.2.6’da belirtilen yonteme gore usiiliine
uygun yapilarak tiip icindeki yar1 kat1 besiyerleri 37°C” de bir gece inkiibasyona
birakildi. Ure testi, 2.3.2.2.7°de anlatilan ydnteme gore usiiliine uygun yapilarak
tiip igindeki yar1 kati besiyeri 37°C” de bir gece inkiibasyona birakildi. %0 NaCl
iireme kontrolii, 2.3.2.2.8’de belirtilen yOnteme gore yapilarak sivi besiyeri
37°C’ de bir gece inkiibasyona birakildi. %3 NaCl tireme kontrolii, 2.3.2.2.9’da
belirtilen yonteme gore yapilarak sivi besiyeri 37°C’de bir gece inkiibasyona
birakildi. %8 NaCl iireme kontrolii, 2.3.2.2.10°da belirtilen ydnteme gore
yapilarak sivi besiyeri 37°C” de bir gece inkiibasyona birakildi. %10 NaCl {ireme
kontrolii, 2.3.2.2.11°de belirtilen yonteme gore yapilarak sivi besiyeri 37°C” de bir
gece inkiibasyona birakildi. ONPG testi, 2.3.2.2.12°de belirtilen yonteme gore
usiiliine uygun yapilarak tiip icindeki FTS 37°C’ de bir gece inkiibasyona
birakildi. 10 pg ve 150 pg O/129 testi, 2.3.2.2.13°de belirtilen yonteme gore
usiiliine uygun yapilarak kati1 besiyeri 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.
Hemoliz Kontrolii, 2.1.8.1.2°de hazirlanis1 anlatilan %7 defibrine koyun kani
ilaveli Kanli agara ekimler yapilarak 37°C’de bir gece inkiibasyon sonucu
degerlendirildi. MR/VP testleri i¢in Clark-Lups sivi besiyerine ekimler yapildi,
2.3.2.2.16°da belirtilen yonteme gore degerlendirildi. ADH, LDC ve ODC testleri
icin, Peptonsuz Falkov besiyerleri’ne igne uclu 6ze yardimi ile 2.3.2.2.17°de
anlatilan yonteme uygun olarak ekimler yapilarak sivi parafin ile kapatildi.
Anaerobik ortam olusturulduktan sonra 37°C’ de bir gece inkiibasyon sonucu
2.3.2.2.17°de bahsedilen yonteme gore degerlendirildi. indol testi, Ure- indol
Besiyeri (Tiip III) ne igne uglu 6ze yardimi ile ekimler yapilarak 37°C de bir gece
inkiibasyona kaldirildi. Inkiibasyon sonucu 2.3.2.2.18’¢ gére test uygulanarak,

degerlendirmeler yapildi.
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2.3.2.1.1 Jelatin hidrolizasyon testi

V. hollisae hari¢ diger biitiin Vibrio tiirleri, jelatini hidrolize eden jelatinaz
enziminin sentez yetenegini 6lgmede kullanilmaktadir. Vibrio tiirlerinin hepsi
jelatini hidrolize edebilme yetenegine sahiptirler. Protein karakterinde olan jelatin,

jelatinaz enzimi ile polipeptidlere ve aminoasitlere kadar parcalanir.

Igne uclu 6zeyle alinan koloni, %12-14 jelatin ilavesi ile hazirlanmig
jelatinli buyyon’un ortasina kadar dik olarak daldirilarak ekim yapilir. 37 °C’de
bir hafta inkiibasyona birakilir. Jelatin 37 °C de sivi haldedir. Bu yiizden,
inkiibasyon siiresi sonunda tiipler buzdolab1 1sisina alinarak 1-2 saat bekletilir.
+4°C de bekletildikten sonra kontrol edilen tiiplerin igindeki besiyerindeki jelatin
kullanildiginda besi yerinin katilagmadigi goriiliir. Bu test icin, pozitif kontrol
olarak S.aureus, negatif kontrol olarak A4.hydrophia kiiltirleri kullanilir (Arda,
1997).

2.3.2.1.2 Hareket muayenesi

Oda 1sisma getirilmis distile sudan bir 6ze dolusu alinarak lam tiizerine
konur. TSA’ da iireyen saf kiiltlirden igne uglu 6ze ile alinarak lam {izerine
yayilir. Isik mikroskobunda once x10 ve x40 lik biiyiitmede bakterinin hareketli
olup olmadig1 tespit edilir. Bu test gerek goriildiiglinde APW ile de yapilabilir
(Arda, 1997).

2.3.2.1.3. Katalaz testi

Bazi mikroorganizmalarda sentezlenen katalaz enziminin saptanmasi
amaciyla uygulanmaktadir. Bu enzim, genellikle aerobik baz1 fakiiltatif
bakterilerde mevcuttur. Vibrio tiirlerinin hepsinde bu enzim bulunmaktadir.

Katalaz enzimi, Hidrojen peroksit (H,0O,)’1 su ve oksijene pargalar.

%30 luk H,O; soliisyonundan bir 6ze dolusu lam {izerine konur. TSA’da
tireyen saf koloniden igne uglu 6ze yardimiyla alinarak H,O, tizerine yayilarak 1-2

d. siire sonunda lam {izerinde kabarciklarin goriilmesi pozitif reaksiyon olarak
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degerlendirilir. Bu test i¢in S. aureus pozitif, S. faecalis negatif kontrol olarak

kullanilir (Arda, 1997).

2.3.2.1.4. Oksidaz testi

Mikroorganizmalar tarafindan intraselliiler olarak sentezlenen oksidaz
enziminin varhigini ortaya koymak icin yapilmaktadir. Mikroorganizmalarda
oksidaz sistemi, Hidrojen alicist olarak oksijenin kullanimini saglamaktadir.

Vibrio spp. biitiin tiirlerinde V. metschnikovii hari¢ bu sistem bulunmaktadir.

Merck ticari sirketinden temin edilen oksidaz test kitinden ¢ubuk iizerine
igne uglu 6ze yardimu ile alinan koloni yayilir. 1-2 d. siire sonunda ¢ubukta mavi
renk olusumu pozitif olarak degerlendirilir. Bu test i¢in P.aeruginosa pozitif,

E.coli negatif kontrol olarak kullanilir (Arda, 1997).

2.3.2.1.5 Gram boyama

Bu yontemde iki ayr1 boya kullanilarak, mikroorganizmalarin birbirinden
ayirt edilmesi saglanir. Bakteriler, hiicre duvarinin metilen mavisi boyasin tutup
tutmadiklarina gore ikiye ayrilir. Vibrio tiirlerinin hepsi gram negatif ozellik

gosterirler.

Usiilline gore hazirlanmis, kurutulmus ve tespit edilmis preparat tizerine 1-2
d. sliresinde metilen mavisi boyasi konur. Siire sonunda boya dokiilerek 1 d. siire
ile lugol soliisyonu konur. Siire sonunda boya dokiilerek preparat 5-10 sn. etil
alkol ile berrak akincaya kadar dekolarize edilir. Daha sonra preparat, zit bir boya
olan sulu fulksin ile 20-30 sn. boyanir. Siire sonunda preparat distile su ile
yikanarak kurutulur ve immersiyon objektif ile sedir yagi konularak mikroskop
altinda bakilir. Gram pozitif bakteriler mavi renkte, gram negatif bakteriler mor-

kirmizi renkte goriiniirler (Arda, 1997).
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2.3.2.2.1 22°C’ de iireme kontrolii

Ureyen saf kolonilerden %1.5 TSA’da 22 °C’ de iireme kontrolu yapilir
(Austin ve Austin, 1987).

2.3.2.2.2 42°C’ de iireme kontrolii

Ureyen saf kolonilerden %1.5 TSA’da 42 °C’ de iireme kontrolu yapilir
(Austin ve Austin, 1987).

2.3.2.2.3 Glukoz testi

Igne uglu &ze ile alman saf koloni, 2.1.9.2.1 de hazirlanis1 anlatilan TSI
Agar (3’1 tiip) (Merck) yar1 kat1 yatik besiyerinin ortasina kadar batirilarak ekim
yapilir. 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilan besiyerinde, tiipiin alt 1/3” lik
kisminin kirmizidan sartya donilismesi testin pozitif oldugunu kanitlar. Vibrio
tiirlerinin hepsi karbonhidratlardan glikozu parcalayip fermente edebildikleri i¢in

bu test biitiin vibriolar i¢in pozitiftir (Bekar, 2003).

2.3.2.2.4 Laktoz testi

Igne uclu 6ze ile alinan saf koloni, 2.1.9.2.1 de hazirlanisi anlatilan Triple
Sugar Iron Agar (3’lii tiip) (Merck) yar1 kat1 yatik besi yerinin ortasina kadar
batirilarak ekim yapilir. 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilan besiyerinde,
tiiptin tist 1/3° lik kisminin kirmizidan sariya doniismesi testin pozitif oldugunu
kanitlar. Vibrio tiirlerinin higbiri karbonhidratlardan Laktozu parcalayip fermente

edemezler. Bu ylizden Laktoz testi biitiin Vibrio spp. i¢in negatiftir (Bekar, 2003).

2.3.2.2.5. Mannitol testi

Igne uclu 6ze ile alman saf koloni, 2.1.9.2.3’de hazirlanis1 anlatilan
Mannitol Besi yeri (Tip II) yar1 kat1 besi yerinin ortasina kadar batirilarak ekim
yapilir. 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilan besiyerinde, tiipdeki besiyeri

renginin kirmizidan saritya doniismesi testin pozitif oldugunu kanitlar.
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Vibrio tiirlerinin hepsi karbonhidratlardan mannitolu fermente ederler (Bekar,

2003).

2.3.2.2.6 Oksidasyon/Fermentasyon testi

Igne uclu 6ze ile alman saf koloni, 2.1.9.2.5. O/F Basal Medium (Merck)
besiyerinin yarisina kadar batirilarak ekilir. Ayn1 koloniden 2 adet O/F besiyerine
ekim yapilir. Bir tanesine 1 ml sivi parafin ilave edilerek fermentatif ortam
olusturulur. 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilan besiyerinde, tiipdeki besiyeri
renginin yesil renkten sartya doniismesi testin pozitif oldugunu kanitlar. Vibrio

tiirleri hem oksidatif hem de fermentatif ortamlarda gelisebilmektedirler (Bekar,

2003).

2.3.2.2.7 Ure testi

Igne uglu 6ze ile alinan saf koloni, 2.1.9.2.4. de yapilis1 anlatilan Ure- Indol
Besiyeri (Tip III)’ne igne uglu oze yardm ile ekilir. 37°C de bir gece
inkiibasyona birakilan besiyerinde, tiipdeki besiyeri renginin saridan kirmiziya
dontismesi testin pozitif oldugunu kanitlar. Vibrio tiirlerinin hemen hemen
genelinde bu test negatiftir. Bu test biitiin Proteus tiirlerinde pozitiftir (Arda,

1997).

2.3.2.2.8 %0 NaCl Ureme kontrolii

TSA’da iireyen saf kolonilerden %0 NaCl TSA ya ekilerek %0 NaCl iireme
kontrolu yapilir. Vibrio cholerae tuz bulunmayan ortamlarda iireyebilmektedir
(Austin ve Austin, 1987).

2.3.2.2.9 %3 NaCl Ureme kontrolii

TSA’da iireyen saf kolonilerden %3 NaCl TSA’ ya ekilerek %3 NaCl tireme
kontrolii yapilir (Austin ve Austin, 1987).
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2.3.2.2.10 %8 NaCl Ureme kontrolii

TSA’da iireyen saf kolonilerden %8 NaCl TSA’ ya ekilerek %8 NaCl tireme
kontrolii yapilir (Austin ve Austin, 1987).

2.3.2.2.11 %10 NaCl Ureme kontrolii

TSA’da tireyen saf kolonilerden %10 NaCl TSA’ ya ekilerek %10 NaCl

tireme kontrolii yapilir (Austin ve Austin, 1987).

2.3.2.2.12 ONPG testi

Bu test ONPG’ nin ayrigmasini katalize eden beta-galaktosidaz (beta-
galaktosidase) enziminin varliginin belirlenmesi amaciyla yapilmaktadir. Pozitif

kontrol i¢in E. coli ve negatif kontrol i¢in P. morganii suglar1 kullanilir.

Tiip icinde daha 6nceden hazirlanmis steril FTS i¢ine, saf bakteri kiiltiiriin
0ze yardimi ile birakilmasindan sonra 2.1.5°de belirtilen ticari sirketten saglanan
ONPG kitlerinden bir adet tiip i¢ine atilir. 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilan

tiiplerde sar1 rengin goriilmesi testin pozitif oldugunu gosterir (Arda, 1997).

2.3.2.2.13 10 pg / 150 pg O/129 testi

2.1.6’da bahsedilen O/129 diskleri (Oxoid) tedarik edilerek, 2.1.8.1.6’da
bahsedilen Mueller- Hinton Agar (Merck) besiyerine, antibiyotik duyarlilik test
teknigine uygun olarak saf bakteri kiiltiirii ekilir, O/ 129 (10 pg ve 150 pg) test
kitleri usiiline uygun sekilde besiyeri tizerine konulur.37°C’de bir gece
inkiibasyondan sonra antibiyogram besiyerinde olusan zonlar, antibiyogram test
teknigine gore degerlendirilir. Bu test Vibrio tiirleri i¢in identifikasyonda 6nem

arzetmektedir (NHS, 2005).
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2.3.2.2.14 Hemoliz testi

TSA’da iireyen saf koloniden, 2.1.8.1.2.°de hazirlanis1 bahsedilen kanli
agara 6ze yardimi ile ekim yapilarak 37 °C bir gece inkiibasyona birakilir. Siire
sonunda, mikroorganizmanin hemoliz olusturup olusturmadig1 tespit edilir.
V. parahaemolyticus’un bir¢cok serogrubu ve V.cholerae’nin El tor serogruplar
kuvvetli beta hemoliz olusturmaktadir. Fakat V. cholerae’nin non-Ol1 ve non-

0139 serogublar1 hemoliz olusturmazlar (Arda, 1997).

2.3.2.2.15 H,S kontrolii

TSA’da iireyen saf koloniden 2.1.9.2.1.’de hazirlanis1 bahsedilen TSI agara
(Merck) yapilan ekimlerden sonra inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinde
siyahlagma (H,S ) olusup olusmadigi goézlemlenir. Vibrio tiirlerinin higbiri bu

besiyerinde H,S olusturmazlar (FDA, 2004).

2.3.2.2.16 MR/VP testleri

Metil Kirmizisi testinde, glukozun fermentatif metabolize olmasi sonucu
meydana gelen organik asitlerin  pH’1 diiglirmesi ile olusan renk
gozlemlenmektedir. pH 6.0°da sar1i, pH 4.4’de kirmiz1 renk olusumu gozlenir.
2.1.9.2.7° de hazirlanigindan bahsedilen Clark-Lups Besiyeri (Merck) ‘ne yapilan
ekimler sonrasi inkiibasyon sonunda 1 ml alinarak iizerine 4-5 damla metil
kirmizis1 soliisyonu eklenir ve karigtirilir. 1-2 d. sonra kirmizi renk olusumu testin

pozitif oldugunu gdosterir. Bu test i¢in pozitif kontrol olarak E. coli kullanilir.

VP testinde mikroorganizmanin glukozu fermente ederek nétral bir iiriin
olan asetoin’i meydana getirme yetenegi tayininde kullanilir. 2.1.9.2.7°de
hazirlanisindan bahsedilen Clark- Lups Besiyeri (Merck)’ne yapilan ekimler
sonrasi inkiibasyon sonunda 1 ml alinarak {izerine 2.1.10.3’de bahsedilen Voges
Proskauer ayiracindan sirast ile 0.6 ve 0.2 ml damlatilarak iyice karistirilir.
37 °C’de 4 saat inkiibe edilir. Pembe rengin olusumu acetoin’in varligini ortaya
koydugu i¢in pozitiftir. Sar1 ve bakir rengin goriilmesi negatif olarak kabul edilir.

Pozitif konrol olarak taze E.coli kiiltiirti kullanilir (Arda, 1997).
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2.3.2.2.17 ADH - LDC - ODC testleri

TSA’da iireyen saf koloniden 2.1.9.2.6’da hazirlanisi bahsedilen Peptonsuz
Falkov Besiyerleri'ne igne uc¢lu 06ze yardimi ile ekimler yapilip sivi

mikrobiyolojik parafin ile 1 ml kapatilarak fermentatif ortam olusturulur.

37 °C’de bir gece inkiibasyondan sonra sahit tiipte sar1 renk olusumu testin
dogru calistiginin gostergesi kabul edilir. ADH, LDC, ODC tiiplerinde menekse
renk olusumu, mikroorganizmanin bu tiiplerdeki arjinin, lizin ve ornitini kullanma
yeteneginin oldugunu ortaya koyar. Bu tiiplerde menekse rengi pozitif kabul edilir

(Bekar, 2003).

2.3.2.2.18 indol testi

Bu test, mikroorganizmalarin aminoasit olan triptofan’t ayristirarak indol
meydana getirme yetenegini belirler. Indol testi ayn1 zamanda Salmonella spp. (-),
E.coli (+), Klebsiella spp. (+), Enterobacter spp. (+), P. multocidea (+),

P. haemolytica (-) min identifikasyonunda kullanilir.

TSA’da iireyen saf koloniden 2.1.9.2.4’de hazirlanis1 bahsedilen Ure- indol
Besiyeri (Tiip III)’ne yapilan ekim ve inkiibasyon sonunda, 2.1.10.1'de hazirlanisi
bahsedilen Kovacs ayiract (Bilgehan, 1992)’ndan 5 damla damlatilarak olusan

kirmizi halkanin gézlemlenmesi testin pozitif oldugunu gosterir (Arda, 1997).

2.3.3 Vitec II cihaz ile identifikasyon

2.3.2’de bahsedilen identifikasyon prosediiriinde belirtilen tiim testlerin
uygulanmasindan sonra, TSA’da iireyen saf kiiltiirden gram boyama yapilarak,
Vitec II Compact cihazinin (Biomerioux) gram negatif bakteri identifikasyonunda
kullanilan identifikasyon kartlar1 ile cihaza verildi, yaklasik 12-24 saat cihazdaki

inkiibasyon periyodundan sonra sonuglar okundu.
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2.4 Standart Serotiplerden Hiperimmun Antiserum Hazirlanmasi

TSA’da tireyen saf kiiltiirden 2.1.8.1.5°de hazirlanigi bahsedilen Tryptic Soy
Broth (Merck)’da igne uglu 6ze yardimi ile ekim yapildi. Bir gece 37 °C
inkiibasyondan sonra saf koloni elde edebilmek igin tekrar TSA’ ya ekim
yapilarak bir gece 37 °C’de inkiibe edildi. Ureyen saf koloniden daha énceden
FTS ile hazirlanan %0,3’liik formalin igine alindi. Bu siispansiyon once 56 °C lik
su banyasonda 30 d. bekletildi. Su banyosundan sonra +4 °C’de 15 d. 3000 g.lik
devirde santrifije edildi. Santrifiij sonunda tiipteki silipernatant alinarak

Mc Farland tiip: 4’e esdeger olacak sekilde ayarlandi.

Her iki standart kiiltiir i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan bu siispansiyondan
tavsanlara 4’er giin ara ile kulak venasindan IV yolla siras1 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 aym sekilde hazirlanan canh kiiltiir stispansiyonudan 0,5
ml SC yolla enjekte edildi. Enjeksiyon periyodu bitiminden 10 giin sonra tim

tavsanlarin kanlar1 alinarak, kan serumlari -20 °C’de saklandi (OIE, 2004).

2.4.1 Hiperimmun serumlarin titrasyonlarinin belirlenmesi

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. tiipten siras1 ile 0,5 ml steril
pipet yardimu ile 2.- 3.- 4. ve en son tiipe kadar aktarildi. Son tiipten 0,5 ml disar1
atildi. Eldeki hiperimmun serum ile ayni tlirdeki antijen soliisyonundan 0,5 ml
sirast ile 1. tlipten son tiipe kadar ayr1 pipet ucu kullanilarak eklendi. Boylece
tiiplerdeki diliisyon sirasi ile 1. tiipte 1/10, 2. tiipte 1/20, 3. tiipte 1/40 ve sirasi ile
1/80, 1/160, 1/320 ve en son tiipte 1/4720 ye kadar seyreltilmis oldu.15-20 d. siire
sonunda 1. tlipten 6. tiipe kadar tlip dibinde presipitasyon reaksiyonlart gézlendi
7. tiipte bu reaksiyon gozlenmedi. Boylece hiperimmun antiserumun titrasyonu;
gozlenen en son presipitasyon tiipiinden bir sonraki tiip olan 7. tiipte 1/640 olarak

tespit edildi (OIE, 2004).
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2.4.1.1 Agliitinasyon teknigi ile saha suslarinin serotiplendirilmesi.

Lam iizerine 1 damla FTS damlatildi. Uzerine serotiplendirilmesi amaglanan
tek bir koloni alindi ve bir damla titrasyonu belirlenmis antiserum ilave edilerek
igne uglu o6ze ile karnstirildi. 30 sn. sonunda iginde verdigi folikiiler
agliitinasyon’a  gore degerlendirildi  (OIE, 2004). Yapilan serolojik
identifikasyonda, hi¢ Vibrio cholerae non-O1 susuna rastlanmadi. An1 zamanda
identifiye edilen 18 adet V. parahaemolyticus izolasyonunun hicbirinin O:3K:6

serotipi olmadigi tespit edildi (Erbas, 2007).
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3. BULGULAR

3.1 Mikrobiyolojik Muayeneler

Ayvalik bolgesinden aliman 113 adet 6rnegin 20 (%17.6) sinden Vibrio
tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonu yapildi. Canakkale bolgesi yetistirme
istasyonlarindan alinan 541 adet 6rnekten 14 (%2.5) adet Vibrio genusu tespit
edildi. Izmir merkez ve Cesme ilgesi iiretim yerlerinden alinan 113 adet 6rnekten

1 adet (%0.8) Vibrio spp.’ nin izolasyon ve identifikasyonu yapildi.

Otomatize sistemle Vibrio spp. identifikasyonu

Konvansiyonel izolasyon ve identifikasyon yontemleriyle tespit edilen 18
adet V. parahaemolyticus, 11 adet Vibrio alginolyticus ve 1 adet Vibrio vulnificus
otomatize identifikasyon sistemle ayni sonucu verdigi goriildii. Konvansiyonel
yontemlerle tespit edilen 3 adet Vibrio furnissii, 1 adet Vibrio mimicus, 1 adet

Vibrio metschnicovii’ nin otomatize sistemle tespit edilemedigi goriildii.

3.2 1lizole Edilen Vibrio paraheamolyticus Suslarmin Serolojik

Muayenesi

Izole ve identifiye edilen 35 adet Vibrio spp. tiiriinden 2.1.2 ve 2.1.3°de
belirtilen standart Vibrio cholerae ve Vibrio parahaemolyticus suslarindan 2.4 ve
2.4.1° de belirtilen metotla hiperimmun serumlar1 elde edildi. 2.4.1.1°de belirtilen
metotla titrasyonlar1 belirlenen hiperimmun serumlariyla 36 adet saha susunun

serolojik muayenesi yapildi.

Yapilan serolojik muayene sonucu hi¢bir saha susu 2.1.2°de belirtilen
Vibrio cholerae ogawa non-O1 standart susu ile aglutinasyon vermedi. 2.1.3’de

belirtilen Vibrio parahaemolyticus O:3 K:6’dan hazirlanan hiperimmun serumla
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yapilan serolojik muayene sonucunda 18 adet V. parahaemolyticus dan higbirinin

Vibrio parahaemolyticus O:3 K:6 serogrubu olmadig: tespit edildi.

3.3 identifiye Edilen Saha Suslar1

Elde edilen bulgular cizelge 3.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan Bivalve spp. Orneklerinden izole edilen
Vibrio tiirlerinin aylara ve CKY tiirlerine gore dagilimi
Analiz Edilen Tiirler
Aylar Istiridye Kum sirlant Akivades Kara Midye Killi Midye Kidonya
(Ostrea edulis) (Donax (Tapes (Myilus (Modiolus (Venus
trunculus) decussatus) galloprovincialis) barbatus) Verrucosa)
. . V.alginol-
Ocak - - V.alginolyticus - - Jiicus
Subat - - - - - -
V-mimicus V.hollisae
Mart V.furnissii V. furnissii Vpai‘ahaemol— - - V. furnissii
yticus
. V.metschni- . .
Nisan - kovii V.alginolyticus - - -
V.alginolyticus
V.parahaemol- V.parahaemo-
Mayls yticus Vp araﬁaemol- yticus
yticus
V.parahaemol-
. V.parahaemol- V.parahaemol- vticus V.parahaemol- V.alginol-
Haziran B yticus yticus V.alginolyticus yticus yticus
V.parahaemol- V.vulnificus V.parahaemol- V.alginol-
Temmuz ) yticus V.alginolyticus yticus ) yticus
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3.4 Sahadan Identifiye Edilen Vibrio Tiirleri ve Sayilar

Cizelge 3.2 Arastirmada kullanilan CKY orneklerinden izole edilen Vibrio

genusu izolatlarin dagilimi ve sayisi

Bulunan Turler

Vibrio parahaemolyticus 18 Ad.
Vibrio alginolyticus 11 Ad.
Vibrio vulnificus 1 Ad.
Vibrio furnissii 3 Ad.
Vibrio mimicus 1 Ad.
Vibrio metschnicovii 1 Ad.
Vibrio spp. (identifikasyon 1 Ad.
yapilamadi) 1 Ad.

Yapilan doktora calismasinda toplam 35 adet Vibrio genusu izole ve

identifiye edildi. 1 adet Vibrio spp.’ nin identifikasyonu yapilamamadi.
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Cizelge 3.3 : Sahadan izole edilen Vibrio tiirlerinin identifikasyon 6zellikleri

Fenotipik Ozellikler E § = £ £ £ £ 3
s & = 2 & &  £F
& g > > > E 2 % £
> > > 253

TCBS Agarda Koloni Rengi S Y Y Y Y S S

Gram Boyama - - - - - - -

Katalaz + + + + + + +

Oksidaz + + + + + _ +

Aktif Hareket + + + + + + +

TSA’ da yayilma + + + - - + -

Jelatin Hidroliz + + + + + + _

22 °C de iireme + + + + + + +

37°C de iireme + + + + 4 4 +

42 °C de iireme + + + - + + +

Glikoz + + + + + + +

Laktoz - - + - - - -

Mannitol + + + + + + 4

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

ONPG - - - - + + -

Urease - - - - - - -

Indol - - + + +

Hemoliz (KA) da + + + - + - /-

H,S/Gaz - - - + - - -

MR/VP +/- +/- +/- -/- +/- +- + -

%0 NaCl tireme _ _ _ _ + _ +

%3 NaCl iireme + + + + + + +

%8 NaCl iireme + + + + _ NG +

%10 NacCl iireme + - - - - -

LDC + _ _ - + + -

ADH - + + + + + -

oDC - n T - 4 _ -

10ng 0/129 D D d D d d D

150 ng O/129 d d d d d d d

S= Sar1 Y= Yesil

NG=Ureme yok/ az

D=Direngli d=Duyarli V=Degisken Nd= yapilmadi
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3.5 Numune Alinan Bélgelerde Vibrio Tiirlerinin Tespit Oranlari

Cizelge 3.4 Vibrio tiirlerinin Canakkale, Ayvalik ve izmir bolgelerindeki

yetistirme istasyonlarinda tespit oranlari

Bolgedeki Istasyonlar % Tespit Oranlari
Ayvalik 17.6
(Canakkale 2.5
[zmir-Cesme 0.8

Bulunan verilere gore, en fazla Vibrio spp. tespit oran1 Ayvalik bolgesindeki

deniz kiyilarimizda tespit edildi
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4. TARTISMA

Biitiin diinyada gida olarak tiiketilen CKY’lerden kaynaklanan ve etiyolojik
ajanin1 Vibrio tiirlerinin olusturdugu gida zehirlenmeleri gida sektoriinde ciddi
problemlere yol agmaktadir. Bu nedenle insanlarda goriilen gastroenteritislerin
cogunlugunun kaynagini V. parahaemolyticus olusturmaktadir. Bu durum, CKY
iiretim tesislerinde ve ihracatta her gecen giin daha fazla ekonomik zararlara

neden olmaktadir.

Bu tez caligmasinda ¢izelge 3.3’de verilen Vibrio tiirleri tespit edildi.
Kullanilan 6rneklerden yapilan analizler sonucu 35 Ad. Vibrio spp.

tanimlanmasina ragmen 1 Ad. Vibrio spp. tanimlanamadi.

Yapilan identifikasyonlar sonucu, kullanilan 6rneklerden Vibrio cholerae
tespit edilmedi. Tanimlanan biyokimyasal testlere gore Vibrio parahaemolyticus
identifikasyonu, ¢izelge 2.3 ve c¢izelge 2.4 (FDA 2004) de verilen biyokimyasal

degerlerle ayn1 oldugu goriildii.

Vibrio alginolyticus, yapilan c¢alismada tespit edildigi halde, yukarida
belirtilen ¢izelgelerde verilen tanimlama tablolarinda verilen bazi degerlerin farkli
oldugu gorildii, tanimlama c¢izelgelerinde verilen degerlere gore, bu tir icin
22 °C’ de tireme verilmedigi halde, yapilan tez calismasimda 22 °C’ de iireme
tespit edildi, Indol testi verilen tanimlama ¢izelgelerinde negatif (-) oldugu halde
tez ¢aligmasinda pozitif (+) olarak tespit edildi. Ayni zamanda ODC testi
Vibrio alginolyticus’ da pozitif (+) oldugu halde, tez c¢alismasinda yapilan

tanimlamada bu testin negatif (-) oldugu goriildii.

Vibrio vulnificus bu c¢alismada, yukarida belirtilen identifikasyon
tablolarinda verilen degerlerden 2 adet biyokimyasal degeri ile farklilik gdsterdi.
Bunlardan ONPG testi, tanimlama tablolarinda pozitif (+) verildigi halde bu
calismada negatif (-) sonu¢ verdi. %8 NaCl siv1 buyyonda iireme testi sonucu,
verilen tanimlama tablolarinda (-) olmasina ragmen, bu tez calismasinda pozitif

oldugu (+) tespit edildi.
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Tez calismasinda tespit edilen Vibrio furnissii, identifikasyon tablolar ile
sadece ONPG testinde farklilik gosterdi. Verilen tanimlama tablolarinda bu test
Vibrio furnissii i¢in pozitif (+) oldugu halde, yapilan ¢alismada negatif (-) oldugu

goriildil.

Calisma sonunda bu tezde tespit edilen Vibrio mimicus’da aym sekilde
tanimlama tablolarindan sadece 1 Ad. test ile farklilik gdsterdi, ADH testi verilen
tanimlama tablolarinda bu bakteri i¢in negatif (-) oldugu halde, yapilan ¢aligmada

pozitif (+) oldugu gorildii.

Yapilan identifikasyonda  biyokimyasal testler sonucu 1 Ad.
Vibrio metschnicovii izole edildi, fakat bu Vibrio spp. tirii bakteri, verilen
tanimlama tablolarindan 3 Ad. biyokimyasal test ile farklilik gosterdi, bu
biyokimyasal degerlerden Metil kirmizisi/Voges-Proskauer (MR/VP) testi,
negatif/pozitif (-/+) verildigi halde, bu c¢alismada zidd1 tespit edildi,
Vibrio metschnicovii icin 42 °C’de iireme testi, tanimlama tablolarinda degisken
olarak verildiginden, tez calismasinda izole edilen Vibrio metschnicovii tiiri,

yapilan testlerle 42 °C’de tiremenin pozitif oldugu goriildi.

Ayni sekilde ODC testi, bu Vibrio spp. tiirii i¢in pozitif (+) olarak belirtildi
halde, bu test, tez ¢aligmasinda yapilan biyokimyasal testler sonucu negatif (-)

oldugu goriildi.

Bu bulgular, verilen tanimlama tablolarindan bir miktar farklilik gosterse de,
bakterilerin biyokimyasal degerlerinin yapilan testlerde % 70-80 oraninda ayni
goriilen degerlerin, bakterinin asil biyokimyasal degeri olarak kabul edildigi
bilinmektedir. Bundan dolay1 bazi degerlerin bir bakteri icin farklilik gostermesi

tanimlama sonucunu degistirmeyecegi kaynaklarda belirtilmektedir.

Mchenery ve Birkbeck (2006), Prieur (1987), Charles ve dig (1992),
Murphree ve Tamplin (1995) yapmis olduklar1 ¢aligsmalarda aragtirmalar Bivalve

spp.’lerin, Ozellikle insanlar i¢in patojen bakterileri sudan direk olarak filtre

edebildiklerini belirtmiglerdir. Le Gall ve dig., (1997) ve Dupuy ve dig, (2000)
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vermis olduklar1 hipotezlerinde CKY’lerin direk olarak bakteriyi filtre
etmelerinden ¢ok bakterilerle beslenen planktonlar1 filtre ederek kontamine

olduklarini belirtmislerdir.

Tez galismasinin yapildigr ocak ve temmuz arasi donemde, ocak ayinda
kullanilan 6rneklerden sadece V. alginolyticus izole edilmis olup subat ayinda
hi¢bir Vibrio spp. izole edilmemistir. V. parahaemolyticus izolasyonu yapilan
calismada Cizelge 3.1°de verilen tabloda mayis- haziran- temmuz aylarindaki
dénemde goriilmektedir. Mayis aymda kullanilan 6rneklerden sadece Istiridye
(Ostrea edulis) de V. parahaemolyticus izolasyonu goriiliirken, haziran ve temmuz
aylarinda alinan kum sirlan1 (Donax trunculus), akivades (Tapes ecussatus), kara
midye (Myilus galloprovincialis), killi midye (Modiolus barbatus) numunelerinde
V. parahaemolyticus izolasyonu gorilmektedir. Bu durum, akvatik ortamda su
sicakliginin  15°C° nin Ustiine ¢iktigi zaman Vibrio tiirlerinin ve 6zellikle
V. parahaemolyticus’un boliinme kabiliyetinin artarak, CKY’ler tarafindan

akvatik ortamdan daha cok filtre edildiklerini gostermektedir.

Bunun yaninda V. parahaemolyticus’a paralel olarak, mayis- haziran-
temmuz aylarinda V. algnolyticus’da  izole edilmistir. Bu  durum
V. algnolyticus™an V. parahaemolyticus’la birlikte ayni ortamlarda rahatlikla
bulunabilecegini, ayni akvatik kosullarda birbirlerine rekabet olusturmadan

iireyebildiklerini géstermektedir.

Mart ayindaki alman  orneklerde V. furnissii, V.  mimicus,
Vibrio metschnicovii gibi Vibrio tirlerine de rastlanmistir. Bu durum, bu tiirlerin
uygun ¢ogalma 1silarinin V. parahaemolyticus ve V. alginolyticus’ tan biraz daha

diisiik seviyelerde seyrettiklerini diistindiirmektedir.

Bununla birlikte yapilan tim caligmada, kara midye
(Myilus glloprovincialis) ve killi midye (Modiolus barbatis) 6rneklerinden sadece
V. parahaemolyticus izolasyonu yapilmistir. Bu durumun, bulundugu ortamdan
m1, yoksa midye tiirlinden mi kaynaklandig1 ¢ok acik degildir. Yapilan bir¢ok
aragtirmada bu durumla ilgili bir veriye rastlanmamistir. Kara midye

(Myilus glloprovincialis) ve killi midye (Modiolus barbatis)’in tiir bazinda
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V. parahaemolyticus ve V. algynoliticus disinda diger Vibrio tiirlerine direng
gosteren bir fizyolojik 6zelliginin bulunabilecegini akla getirmektedir. Ya da bu
CKY tiirlerinin birgok Vibrio tiirlinlin ¢ogalmasini1 engelleyen mevcut bir
enzimatik fonksiyonunun olabilme ihtimalini diisiindiirmektedir. Bu konular
yapilan bu c¢alismayla ortaya cikan fakat acgiklanamayan konulardir. Ileride
arastirmacilar icin bu konunun degerlendirilmesinde bir fikir verebilmesi

acisindan 6nem arz etmektedirler.

Aydin ve Soytemiz, (2002) calismalarinda iiretim sahalarindan alinan
toplam 70 adet kum midyesi ile ¢alisildig1 belirtilmis ve bu 6rneklerin 10 unda
(%14,3) Vibrio parahaemolyticus izolasyonu yapildigr ifade edilmistir. Bu

orneklerin kasim- ocak- subat ve eyliil donemlerinde alindig: belirtilmektedir.

Aydin ve Soytemiz’ in yaptig1 ¢calisma, bu tez ¢calismasindaki verilerle tezat
arz etmektedir. Sonbahar doneminde Ocak ve Subat da alinan higbir Bivalve spp.
orneginde Vibrio parahaemolyticus’a rastlanmadi. Ancak Mart ve diger aylarda
alman orneklerden Vibrio parahaemolyticus izole edilmeye baslandi. Aydin ve
Soytemiz’ in yaptigi ¢alismada CKY oOrneklerinin tam olarak hangi iiretim
sahalarindan tedarik edildikleri belirtilmedigi halde, yapilan bu caligmada 6rnek
alinan bolgelerden olma ihtimali bulunmaktadir. Bu ¢alismada kullanilan 958 adet
ornekten sadece 18 adet (yaklasik %1,9) V. parahaemolyticus izole edildi. Oysa
bahsedilen ¢alismada tek CKY tiirii kullanilmasina ragmen %15’ varan
Vibrio parahaemolyticus izolasyonu gerceklestirmislerdir. Bulunan bu oran, bu
calismada bulunan V. parahaemolyticus oranindan ¢ok farkli oldugu

goriilmektedir.

Aydimn ve Soytemiz (2002)’ in yaptig1 bu ¢aligmada, 6n zenginlestirme i¢in
%3 lik NaCl APW kullanildig1 belirtilmistir. Bunun yaninda selektif agarda
ireyen silipheli Vibrio parahaemolyticus kolonileri %0 NaCl TSA’ya gegilerek
identifikasyona gidilmistir. Bu durum, 2002°de yapildig1 bahsedilen ¢alisma ile bu
calismada kullanilan (FDA, 2004) Vibrio spp. izolasyon metodu ile tezat arz
etmektedir. Esas alinan metoda paralel olarak, 6n zenginlestirme NaCl ilavesi

yapmadan kullanilan APW’da gerceklestirildi. Ayrica Vibrio tiirleri igin segici
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(selektif) olarak kullanilan TCBS agardan sonra %1,5 TSA’ya gecilerek

identifikasyona devam edildi.

Akalin ve Tuna (1999)’ nin yapmis olduklari ¢alismada, 583 adet CKY
orneginin %11,5 inde V. parahaemolyticus izole ettiklerini, Orneklere gore
izolasyon sikliginin ise midyelerde %7,3 oldugunu bildirmislerdir. 583 adet CKY
ornegi i¢cinde %11,5 lik V. parahaemolyticus izolasyonu, sayica yaklasik 125 adet
V. parahaemolyticus izolasyonu oldugunu ifade etmektedir. Belirtilen arastirmada,
bu tez calismasindaki arastirmaya gore cok yiiksek V. parahaemolyticus
izolasyonu yapildig1r goriilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan 958 adet 6rnekten
sadece 18 adet (yaklasik %1,9) V. parahaemolyticus izole edildi. Arastirmada
kullanilan 6rnek sayisinin, ifade edilen caligmada kullanilan 6rnek sayisindan
daha fazla olmasina ragmen, V. parahaemolyticus izolasyon oraninin %1,9

oraninda kalmasi 6nem arzeden bir durum olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Yilmaz ve Bilgin (2003), Marmara denizinden (Gelibolu boélgesi) kum
midyesi (Venus gallina) ve kara midyelerin (Mytilus galloprovincialis)
mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi i¢in yaptiklar1 ¢alismalarda 60 Ornekten
35 adet kara midye (Mytilus galloprovincialis) ve 25 adet kum midyesi (Venus
gallina) kullanmuslardir. Ornekler bolgedeki balikcilardan tedarik edilmistir.
Yapilan izolasyondan sonra konvansiyonel yontemlerle yapilan identifikasyonun
yaninda API 20E identifikasyon sistemi ID 32 (Bio Merieux) identifikasyonu

kullanilarak, yapilan identifikasyon desteklenmistir.

Marmara, Gelibolu bolgesinde yapilan bu arastirmada aliman orneklerden
Vibrio spp. icin yapilan hicbir analizde V. cholerae ve V. parahaemolyticus
identifikasyonu elde edilmemistir. Bu sonug, bu ¢alismada yapilan V. cholerae
analizleri ile ortiismektedir. Yapilan ¢caligmada kullanilan 958 adet CKY 6rneginin
higbirisinde V. cholerae izole edilmedi fakat kullanilan ayni 6rnek sayisindan 18

adet V. parahaemolyticus izole edildi.

Gelibolu bolgesinde yapilmis oldugu belirtilen ¢alisma ile bu calisma
V. cholerae izolasyonu yoniinden paralellik géstermektedir. Yapilan ¢alismada ve

bu calismada alinan Orneklerden V. cholerae izole edilmemesinin, Marmara ve
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Ege sahil bolgelerimize kanalizasyon ve atik sularinin karismadigindan dolay1
oldugunu diislindiirmektedir. Fakat bahsedilen c¢alisma ile bu tez caligsmasi
arasinda V. parahaemolyticus yoniinden tezat arz ettidi goriilmektedir. Bu tez
caligmasinda alinan orneklerden 18 adet V. parahaemolyticus izole edilmesine
ragmen, 2003 de Gelibolu bolgesinde yapilan calismada 70 Ornekten hic
V. parahaemolyticus edilmemistir. Bunun nedeninin de her ne kadar alinan
orneklerin hangi mevsimsel donemde alindig1 tam olarak belirtilmemis olmasina

ragmen, 0rnek sayisindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

Yapilan ¢cogu arastirmada V. parahaemolyticus’un TDH ve TRH enzimlerini
tespit ederek mikroorganizmanin patojenitesinin tespiti amaclanmistir. Bu tez
calismasinda izole edilen V. parahaemolyticus suslart ile mevcut olan standart
Vibrio parahaemolyticus O:3 K:6 susundan elde edilen hiperimmun serumla
serolojik olarak lam-aglutinasyon testi yapildi. Bu mikroorganizmanin insanlar
icin patojenitesi en giiclii olarak bilinen serogrubu ile yaptigimiz serolojik
muayenede elde ettigimiz V. parahaemolyticus saha suslarimizdan higbiri
aglutinasyon vermedi. Bu ylizden orneklerimizi aldigimiz Marmara ve Ege
sahillerindeki deniz suyu ortaminda bulunan V. parahaemolyticus suslarinin

¢ogunun insanlar i¢in dnemli bir serotipi olan O:3 K:6 olmadig1 sonucuna varildi.

Jaksic ve dig., (2002), 117 adet deniz baligi ve CKY ornekleri bolgede
mevcut otellerden ve balik marketlerinden tedarik edilmistir. Yapilan ¢alismada
%47,83 oranindaki pozitif Vibrio spp. izolasyonunun %9,4 oranini
V. parahaemolyticus, 8 adet Ornekten % 3.42 oraninda V.alginolyticus
olusturmustur. V.alginolyticus izolasyonu otellerden alman 4 Ornekten ve
marketlerden alian 3 drnekten izole edilmistir. Orneklerin sadece 1 tanesinde ise
V. vulnificus izole edilmistir. V. parahaemolyticus izolasyonu yapilan 4 adet 6rnek
ise otellerden, 7 adet 6rnek de marketlerden tedarik edilmistir. Yapilan ¢aligmada
izole edilen Vibrio tiirlerinin c¢alisma icin alinan Orneklere spesifitesi olan
mikroorganizmalar olmadigi, lakin yapilan izolasyonlarin Orneklerin hasat
edildikleri akvatik ortamla baglantili oldugu belirtilmistir. Bahsedilen ¢alisma, her
ne kadar Adriyatik denizi gibi insanlarda gida problemi olusturan mezofilik Vibrio
tiirlerinin ¢ogalmasi i¢in su sicakligi yeterli seviyede yiiksek olmamasina ragmen

aranan Vibrio tiiri mikroorganizmalarin, &zellikle V. parahaemolyticus,
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V.alginolyticus, V. vulnificus gibi tiirlerinin deniz ortaminda mevcudiyetlerini
koruduklarmi gdstermektedir. Bahsedilen ¢alisma, bu tez calismasi ile paralellik
gostermektedir. Nitekim, bu tez calismasinda yapilan Orneklendirmede alinan
numuneler kig, bahar ve yaz baslangici donemi dahil edildi. Yapilan bu tez
calismasinda her ne kadar 6rneklerden yapilan izolasyon sayisi alinan dénemlere
gore degisse de Vibrio tiirii mikroorganizmalarin Ege ve Marmara sahil seridinde

her donemde mevcut olduklar1 ortaya koyuldu.

Vural ve Erkan (2006), yapilan diger bir ¢alismada gida riski olusturan ¢ogu
mikrorganizmalar arastirilmis olup bununla beraber V. cholerae ve
V. parahaemolyticus yoniinden de kontrol edilmistir. Bahsedilen bu calismada
Dicle Nehrinin ti¢ farkli noktasindan 51 adet balik 6rnegi alinmis olup ¢alismada
kullanilmistir.  Aragtirmanin bulgular kisminda numunenin alindigi nehrin
mikrobiyolojik kalite parametrelerinde arastirma sonucunda V. cholerae ve
V. parahaemolyticus’un da bulundugu aciklanmistir. Bununla beraber yapilan bu
calisgmada hicbir analiz metodu agikca belirtilmedigi gibi, V. cholerae ve
V. parahaemolyticus izolasyon identifikasyon metodlari da belirtilmemistir. Tespit
edilen mikroorganizmalarin mikrobiyolojik degerleri higbir sekilde yazilmamistir.
Aynmi zamanda, tespit edilen V. cholerae suslarinin Misir’da bulunan Kolera
Enstitiisii’'ne gonderilip teyit ettirilmedigi i¢in kolera etkeninin tespiti uluslararasi
bir kesinlik kazanmamistir. Bahsedilen ¢aligsma, yapilan bu tez ¢alismasiyla tezat
olusturmaktadir. Bu c¢alismada yapilan biitiin analizlerden elde edilen suslarin
biyokimyasal degerleri aciklandi. Bunun yaninda orneklerde V. cholerae tespiti
gorlilmedi. Yukarida bahsi gecilen ¢alismada bulunan identifikasyonlar, 6zellikle
de V. cholerae izolasyonlari, bu ¢alismada iki sekilde degerlendirildi. Ya bahsi
gecen nehirde Diyarbakir kenti kanalizasyonundan kaynaklanan kontaminasyon,

ya da analizlerin metodunda bir hata siiphesi olarak algiland.

Erdogrul ve Biilbiil (2002), Kahramanmaras Balik Halinde Satilan Tahta
Baligindan (Acanthobrama marmid) 41 adet 6rnek kullanilmistir. Yukarida Dicle
Nehrinde yapildig1 bahsedilen ¢alismada oldugu gibi, bu calismada da 6rnekler
gida riski tastyan mikroorganizmalar yoniinden analize alimmistir. Yapilan
calisma sonucu Orneklerin 31’inde (%75,6) V. cholerae ve 22’sinde (%53,6)

V. parahaemolyticus saptanmistir. Bu ¢alismada da kullanilan analiz metotlarinin
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hangi standart metot oldugu belirtilmemekle beraber, metot ¢ok yiizeysel yazilmis
olup, hicbir analiz tam olarak ac¢iklanmamistir. Ayrica V. cholerae ve
V.  parahaemolyticus’un izolasyonundan sonra sadece serolojik olarak
identifikasyona gidilmistir. Fakat hangi standart suslar1 ve bu suslarin hangi
serotiplerinin kullanildig1 agik degildir. Hatta serolojide kullanilan suslarin
standart sus olup olmadiklar1 bile acik degildir. Bahsedilen arastirma, bu
arastirmayla tezat olusturmaktadir. Ciinkii bu tez ¢alismasinda yapilan
identifikasyonda once belirtilen metotlardaki biyokimyasal testler degerlendirildi
ve sadece mevcut bulunan tek tip V. cholerae serotipi ve tek V. parahaemolyticus
serotip susundan elde edilen antiserumlarla seroloji yapildi. Bunun sonucunda
elde edilen saha suglart bu serotiplere gore degerlendirildi. Oysa yukarida
bahsedilen c¢alismada nasil antiserum elde edildigi belirtilmemistir. Ya da
antiserumlarin, kolera etkeninin tiim serotip serumlarinin alinip alinmadig
belirtilmemistir. Antiserumlarin {iretildigi ya da satin alindig1 asikar degildir. Bu
da yanlis pozitif ve yanlis negatif ihtimalinin sonuglara yiiksek oranda yansidigin

diistindiirmektedir.

Lhafi ve Kiihne (2007), Wadden denizinden alinan 90 adet CKY 6rneginde
gidalarda sorun olusturan diger mikroorganizmalar yaninda Vibrio tiirlerinin
analizini yapmiglardir. Yapilan ¢aligmanin sonuglarinda kullanilan 6rneklerden,
en stk olarak (%51.2)’sinde V. alginolyticus, (%39,5)’inde
V. parahaemolyticus ve V. cholerae O1 ve non-O139, (%3,5) V. vulnificus ve
(%1,2) sinde V. harveyi izole edilmistir. V. vulnificus izolasyonu su sicakligimin
15 °C ile 20 °C oldugu ilk ii¢ 6rnekten yapilmistir. Arastirmacilar bu bakterinin
daha soguk sulara da adapte olabildigini diisiinmektedirler. Su sicaklifinin en
yiiksek oldugu zamanlarda V. parahaemolyticus izolasyonunun en yliksek oranda
oldugu belirtilmistir. Bulunan V. cholerae izolasyonlart non-O1 ve non-O139

olarak tespit edilmistir.

Bununla beraber Sugumar ve dig., (1998), Japonya’da Vibrio spp. lerin
Crassostrea gigas larvalarindaki etkilerini ve antibiyotik direnglerini inceledikleri
calismalarinda iki ayri larva grubu kullanilmustir. 25°C’de yapilan bu ¢alismada,
bir tanktaki larvalar i¢in 7,2 pg dozunda streptomisin (streptomycine)

kullanilmistir. ki tankta da Vibrio tiirleri i¢in yapilan bakteriyolojik analizlerde
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Vibrio splendidus biovar 11, V. harveyi ve V. alginolyticus izolasyonlar1 yapilmis
olup, antibiyotik kullanilan tanktaki larvalarin bu mikroorganizmalara daha
direncli olduklar tespit edilmistir. Bu ¢alismada, CKY larvalarinda enfeksiyona
neden olan Vibrio tiirlerinin yaninda ayrica insanlarda gida problemi yapan
Vibrio tirlerinin de CKY larvalarinin 6liimiinde sekonder olarak etkili olduklari
gorlilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda ortaya koyulan Vibrio tiirlerinin, Tiirkiye’deki
iiretim sahalarindaki alanlardan alinarak gida tiikketimine sunulan CKY tiirlerinin
insanlarda olusturduklar1 gastroenteritis riskinin yaninda Japonya’da yapilan bu
caligma dikkate alindiginda, insanlarda gastroenteritis riski olusturan Vibrio
tiirlerinin ayn1 zamanda CKY larvalarinda goriilen enfeksiyonlara sekonder olarak

katildiklarini diistindiirmektedir.

Epidemik kolera zincirlerinin hala ABD’de Gulf kiyilar1 ve Australya’da
endemik olarak mevcudiyetini devam ettirdigi belirtilmistir (Lyon, 2001). Degisik
tarihlerde ABD, Hindistan, Peru, Ingiltere’den toplanan 67 adet Vibrio spp.
zincirinin kullanildig1 bu calismada, V. cholerae zincirleri hazirlanan TagMan
primer problarinin duyarliliginin (sensivitesinin) degerlendirilmesinin yaninda,
Standart V. cholerae serotype O1 (ATCC 14035) ya da V. cholerae serotype O139
(ATCC 51394) © un Brain Heart Broth (BHI) agarda bir gece iiretilmesinden sonra
10 katli diliisyonlar1 hazirlanarak 6.7 x 10’ CFU ml™ miktarinda, taze olarak hasat
edilen midyelerden 25 gr. tartildiktan sonra, homojenizatlara eklenmistir. PCR ‘de
bu belirtilen standart V. cholerae serotipler 6 ila 8 CFU ml” limitinde tespit
edilmistir. Bahsedilen calisma ile bu c¢alismada Orneklerin toplandigi sahil
seritlerinde CKY’lerde yapilan Vibrio spp. taramasinda kolera etkeni tespit
edilmemesine ragmen, tespit edilen kolera sahalarmin giiniimiizde ulagim ve
temas olanaklarinin ¢ok hizli ve yogun oldugu diisiiniildiigiinde, bizim i¢in de

kolera etkeninin hizl1 ve dogru bir sekilde tespiti onem arz etmektedir.

Japonya’da Kyoto Universitesinde Bivalve spp. oOrnekleriyle yapilan
calismada, 86 O6rnekten hem konvansiyonel ¢alisma hem de V. parahaemolyticus
‘un toxR geninin tespitini amaglayan PCR calismas1 yapilmisir (Dileep ve dig.,
2003). Konvansiyonel yontemle 28 adet, molekiiler yontemle 53 adet
Vibrio parahaemolyticus tespit edilmistir. Sadece bir 6rnekten tdh ve trh genleri

pozitif sonu¢ vermistir. Molekiiler yontemle PCR  yonteminin  bu
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mikroorganizmay1 tespitindeki say1 farkliliklarinin, bakterinin Bacterological
Analatical Manual of US (FDA)’da agiklanan biyokimyasal 6zelliklerinin elde
edilen izolatlarin biyokimyasal testlerinde bir ya da iki adet degisiklik oldugu igin
kaynaklandigr  belirtilmistir.Bu  degisikligin ~ konvansiyonel  yOntemle
identifikasyonda zorluk c¢ikardigimi ve konvansiyonel yontem disinda PCR ile
tespit edilen 32 adet Vibrio parahaemolyticus’un 28’inin kimyasal 6zelliklerinin

bir kacinda FDA’da belirtilen tablodan fakli oldugunu belirtmisler.

Ayni sekilde Rosec ve dig., (2009)’ nin yapmis oldugu benzer ¢aligmada,
ISO’nun yayimlamis oldugu kiiltiirel metotla 57 adet dogal ortamdan alinan CKY
Ornegi incelenmistir. Daha sonra bu sonug Vibrio parahaemolyticus’un tox-R geni
ile yapilan PCR ¢aligsmasi ile karsilagtirilmigtir. Yapilan ¢alismanin sonucunda 57
ornekten kiiltiirel ¢alismada sadece 3 adet Vibrio parahaemolyticus tespit
edilirken PCR ¢alismasi sonucu olarak toxR genine gore 8 adet, pR72H genine

gore 25 adet Vibrio parahaemolyticus tespit edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan 6rneklerden tespit edilen 35 adet Vibrio spp.
izolasyonunda, serolojik olarak sadece Vibrio parahaemolyticus ve
Vibrio cholerae degil ayn1 zamanda diger elde edilen izolatlar lam- aglutinasyon
yontemi ile bakildi. Izolatlarn, mevcut bulunan standart suslarla, homolog
olmadig1 anlasildi. Fakat tiim Orneklerin molekiiler yontemle identifikasyonu
yapilamadigindan, mevcut olan fakat izole edilemeyen Vibrio tiirlerini tespiti

yapilamadi.
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Cizelge 4.1 Vibrio tiirlerinin insanlarda olusturdugu klinik sendromlar (Pavia ve
dig., 1989).

http://seafood.ucdavis.edu/haccp/compendium/chapt20.htm#Top

Klinik Sendrom
Tirler Gastroenteritis Yara Kulak Primer Seconder
enfeksiyonu  enfeksionu  Septisemi Septisemi

V. cholerae O1 +++ +
V. cholerae non-O1 +++ ++ + + +
V. mimicus ++ +
V. fluvialis ++
V.parahaemolyticus 4+ + + +
V. alginolyticus () ++ ++ +
V. cincinnatiensis +
V. hollisae ++ +
V. vulnificus + 4 ++ ++
V. furnissii +)
V. damsela ++
V. metschnikovii +) )
V. carchariae +

“++ = Siklikla rapor edilen, ++ = Daha az yaygin (6-100 rapor); + = Seyrek (1-5 rapor), and (+) =
Agik degil. ® Pavia ve dig., (1989).

Cizelge 4.1°de belirtildigi tlizere, Vibrio tiirleri biitlin diinya {izerinde
insanlarda gida kaynakli sorunlara neden olmaktadir. Ozellikle risk grubu insanlar
bu durumdan en fazla etkilenen gruba girmektedir. Bu tez ¢aligmasinda yapilan
izolasyonlar sonucu elde edilen Vibrio parahaemolyticus (18 Ad.) ve Vibrio
alginolyticus (11 Ad.)’un 6zellikle yurdumuzun sahil seridinde yasayan risk grubu
insanlarda Cizelge 4.1°de belirtilen deniz {iriinlerinden elde edilen gida kaynakli

gastroenteritis vakalari siklikla gortildigi bilinmektedir.

Bunun yaninda, bu ¢alismada izole edilen diger Vibrio tiirleri, yurdumuzda
gastroenterititis vakalarimin yaninda birgok yara enfeksiyonunun da etkeni
oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle deniz iiriinlerinin islenmesi ve gida olarak

hazir hale getirilmesindeki tiim asamalarda gorev alan risk grubu insanlarda bu
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durumun goriilme sebebinin, Ege ve Marmara sahil seridimizde tespit edilen

Vibrio tiirlerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.2 V. cholerae sicaklik- zaman dayaniklilik ¢izelgesi.
http://seafood.ucdavis.edu/haccp/compendium/chapt20.htm#Top

Sicaklik(°C) Zaman (dk.) Medium Referanslar

48.9 9.17 Karides homojenat1 Hinton ve Grodner, 1985
49 8.15 Yengeg eti Schultz ve dig., 1984
54 5.02 Yengeg eti Schultz ve dig., 1984

54.4 0.43 Karides homojenati Hinton and Grodner, 1985
60 2.65 Yengeg eti Schultz ve dig., 1984
60 0.39 Karides homojenati Hinton ve Grodner, 1985

65.5 0.32 Karides homojenati Hinton ve Grodner, 1985
66 1.60 Yengeg eti Schultz ve dig., 1984
66 1.22 Kerevit homojenati Grodner ve Hinton, 1985
71 0.30 Yengeg eti Schultz ve dig., 1984
71 0.30 Kerevit homojenati Grodner ve Hinton, 1985

71.1 0.31 Karides homojenati Hinton ve Grodner, 1985

76.7 0.30 Karides homojenati Hinton ve Grodner, 1985
77 0.27 Kerevit homojenati Grodner ve Hinton, 1985
82 0.27 Kerevit homojenati Grodner ve Hinton, 1985

82.2 0.28 Karides homojenat1 Hinton ve Grodner, 1985

Cizelge 4.3 V. parahaemolyticus sicaklik- zaman dayaniklilik ¢izelgesi.

http://seafood.ucdavis.edu/haccp/compendium/chapt20.htm#Top

Sicaklik (°C) Zaman (dk.) Medium Referanslar
47 65.1 7.5% NaCl Beuchat ve Worthington, 1976
49 0.82 Midye homojenati Delmore ve Chrisley, 1979
51 0.66 Midye homojenati Delmore ve Chrisley, 1979
53 0.40 Midye homojenati Delmore ve Chrisley, 1979

55 0.29 Midye homojenati Delmore ve Chrisley, 1979
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Cizelge 4.4 V. vulnificus sicaklik- zaman dayaniklilik ¢izelgesi.

http://seafood.ucdavis.edu/haccp/compendium/chapt20.htm#Top

Sicaklik(°C) Zaman (dk.) Medium Referanslar
47 2.40 Tamponlanmis Cook ve Ruple, 1992
tuzlu su
(Buffered saline)
50 1.15 Tamponlanmig Cook ve Ruple, 1992
tuzlu su

(Buffered saline)

Cizelge 4.2, 4.3, 4.4°de deniz iiriinii gidalarindan insanlarda sorunlara yol
acan en Onemli 3 Vibrio tiri olan V. cholerae, V. parahaemolyticus,
V. vulnificus’un hangi 1s1 derecelerinde ne kadar dayanabildikleri verilmistir.
Belirtilen cizelgelere gore, hijyen sartlarinda ve deniz iiriinlerinin islenmesi
sirasinda  uygulanan 1sil islemlerde en biliylikk sorunu V. cholerae’nin
olusturdugunu  gormekteyiz. V. parahaemolyticus ve V. vulnificus’un
pastorizasyon sicakligi altindaki 50-55 °C’lik 1sida ¢ok hizli bir sekilde yok
olduklarim gérdiigiimiiz halde, V. cholerae 80 °C’nin istiindeki sicaklikta kisa

stire de olsa dayanabilmektedir.

Bu durum, Ege ve Marmara sahil seridimizde yogun olarak tiiketilen deniz
iirlinlerinin, ozellikle kontrolsliz olarak yapilan midye tiiketiminin, insanlarda
gorlilen deniz trlinli gidalarindan kaynaklanan gastroenterititis vakalarinin
kaynagi oldugunu disiindiirmektedir. Deniz {riinii gidalarinin  iglenmesi
sirasindaki hijyenik kosullarin kontroliinde aksakliklarin olustugu asikardir. Hig
degilse gida islemi sirasinda mutlaka pastorizasyon kurallarima uyulmasi

gerektigini diisiindiirmektedir.

Yapilan bu tez calismasindaki arastirma sonucu, Tiirkiye’de insan gidasi
olarak Bivalve spp. tiiketiminden kaynaklanabilecek sorunlarin her zaman
ciddiyetini korudugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismadan her CKY tiiriinden

V. parahaemolyticus izolasyonu yapilabildigi ortaya konuldu.
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V. parahaemolyticus halk saghg bakimindan halda 6nemli bir risk tegkil
etmektedir. Kirlilik oraninin deniz ve tath sularimizda yiikselmesi durumunda, bu
sorunun daha belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmasi olasidir. Bu yilizden gida olarak
kullanilacak CKY iirlinlerinin hasatindan sonra tiiketiciye sunuluncaya kadar
gecen tiim asamalarinda, gerekli hijyenik tedbirlerin ve pisirme islemlerinin en

uygun sekilde dikkate alinmasi gerekmektedir.
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5. SONUC

Bu caligmada kullanilan 6rnekler, FDA (2004) Vibrio spp. izolasyon ve
identifikasyon metoduna gore konvansiyonel yoOntemlerle analize alinip, elde
edilen izolasyonlarin biyokimyasal testlerle tanimlanmasi yapilmistir. Ayni
zamanda tedarik edilen V. cholerae ve V. parahaemolyticus standart suslar ile
serum elde edilip, elde edilen izolatlarin serolojik yonden analizleri
gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, Ege ve Marmara sahillerimizde kolera
tehtidinin bulunmadigi sonucuna varilmistir. Her ne kadar alinan orneklerden
V. parahaemolyticus izolasyonlar1 yapilsa da, bu izolatlarin O:3 K:6 serotipi
olmadig1 serolojik analizlerle tespit edilmistir. Bu sayede bahsedilen sahil
kiyilarimizda ve bu bolgelerde iiretilip tiiketime sunulan CKY tiirlerinde O:3 K:6
serotipi yoniinden ciddi gida riski olusturacak bir durum olmamasina ragmen,
hijyen kurallarina uyulmasi ve gida olarak tiiketime sunulan CKY {iriinlerinin

mutlaka pastdrizasyona tabii tutulmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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