Turk J Vet Anim Sci
26 (2002) 1249-1253
© TUBITAK

Arastirma Makalesi

Bazi Balik Tirlerinden ve Kum Midyelerinden (Venus gallina)
Vibrio parahaemolyticus izolasyonu ve identifikasyonu*

Aysegll AYDIN
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitist Mudarlugu, Bornova, Izmir - TURKIYE

Ece SOYUTEMIZ
Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dall, Bursa - TURKIYE

Gelis Tarihi: 04.06.2001

Ozet: Balik ve kum midyelerinde Vibrio parahaemolyticus'un izolasyon ve identifikasyon metodunun yerlegtirilerek varliginin
arastiriimasi amaciyla bu ¢alisma yapilmistir. Haziran 1998-Haziran 2000 tarihleri arasinda yapilan calismada Bursa'daki balik
marketlerinden alinan 14 adet hamsi, 12 adet mezgit, 10 adet istavrit ve 10 adet sardalya olmak Uzere toplam 46 adet balik
numunesinde ve Bati Karadeniz sahillerinde bulunan cift kabuklu yumusakga tiretim ve avcilik alanlarindan Sakarya ve Kocaeli illerine
bagli farkli istasyonlardan elde edilen 70 canlt kum midyesi 6rneginde V. parahaemolyticus'un varligi arastirildi.

Balik érneklerinde V. parahaemolyticus'a rastlaniimadi. Kum midyelerine ait toplam izolasyon sayisinin 10 adet (%14,3) oldugu
saptandi. Tim V. parahaemolyticus izolatlarinin treyi hidrolize etmedidi ve Kanagawa negatif oldugu bulundu.

Anahtar SézcikKler: Vibrio parahaemolyticus, balik, kum midyesi (Venus gallina)

Isolation and Identification of Vibrio parahaemolyticus in Some
Fish Species and Clams (Venus gallina)

Abstract: This study was performed to establish techniques used in the isolation and identification of Vibrio parahaemolyticus and
investigate the presence of V. parahaemolyticus in fish and clams. Between June 1998 and June 2000, a total of 46 fish samples
including 14 anchovies, 12 whiting, 10 horse mackerel and 10 sardines collected from fish markets in Bursa and a total of 70 clam
samples collected from shellfish stations in Sakarya and Kocaeli districts were tested for V. parahaemolyticus.

Fish samples were found to be free of V. parahaemolyticus. It was detected that total isolation from clams was 10 (14.3%). All the
V. parahaemolyticus isolates were Kanagawa and urea hydrolysis negative.
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Giris

Bircok bilinen gida zehirlenmesi sendromlari cesitli
gidalardan kaynaklanirken deniz UrUnleri Vibrio
parahaemolyticus (V. parahaemolyticus)'tan ileri gelen
gida zehirlenmelerinde hemen hemen tek kaynak olarak
gosterilmektedir (1). V. parahaemolyticus Japonya'da ve
diger dlnya Ulkelerinde hem gida kékenli zehirlenmelerin
nedeni olarak, hem de saghgi etkileyen bir risk faktoru
olarak kabul edilmektedir. Bu mikroorganizmanin ilik Kiyi
sularinda yaygin sekilde bulunmasi, bu sularda avlanan
deniz Urunlerinin dagitiminin, depolanmasinin ve hatta
islenmesinin uygun kosullarda yapilmamasi

* Bu calisma ayni isimli doktora tezinden &zetlenmistir.

kontaminasyon riskini yukseltirken, treme hizinin da
yuksek olusu enfeksiyonda onemli bir faktoér olarak
ortaya cikmakta ve zehirlenmelerin temel kaynagini
olusturmaktadir (2,3).

Su Urunleri ihracatimizda bir problem olarak
karsimiza c¢ikan oOnemli bir parametreyi olusturdugu
g6zénlinde bulundurularak, Bati Karadeniz bdlgesinde
bulunan ¢ift kabuklu yumusak¢a Uretim ve avcilik
istasyonlarindan elde edilen canli kum midyelerinde ve
Bursa'daki balik marketlerinden satin alinan baliklarda V.
parahaemolyticus’un varhiginin tespit edilmesi amaciyla bu
calisma gerceklestirilmigtir.
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Materyal ve Metot
Materyal

V. parahaemolyticus'un varligini saptamak amaciyla
Haziran 1998-Haziran 2000 tarihleri arasinda yapilan
calismada kullanilan  baliklar ~ Bursa'daki  balik
marketlerinden temin edilerek aseptik kosullarda
laboratuvara getirildi. Bu amacla 14 adet hamsi, 12 adet
mezgit, 10 adet istavrit ve 10 adet sardalya olmak Uzere
toplam 46 adet balik numunesi materyal olarak kullanildi.
Canli kum midyeleri ise ¢ift kabuklu yumusakca Uretim ve
avcilik alanlarmin kKontroli amaciyla Tarim ve Kdyisleri
Bakanligi Bursa i Kontrol Laboratuvari Mudirligine
génderilen numunelerden elde edildi. Bu amacla Bati
Karadeniz sahillerinde yer alan Sakarya iline bagh 47, 48,
49 numarall istasyonlardan ve Kocaeli iline bagl 34, 35,
36 numarall istasyonlardan elde edilen toplam 70 adet
canli kum midyesi 6rnegi materyal olarak kullanildi.

Metot
Numunelerin Hazirlanmasi

Baliklar i¢ organlari ayrildiktan sonra buttnuyle
parcalandi ve aseptik bir sekilde 25 g tartildi. Kum
midyelerinin ise kabuklari ayrildiktan sonraki kabuklar
arasl swisi ve etinden 25 g tartildi (4).

Zenginlegtirme

25 g olarak tartilan numuneler zenginlestirme
amaciyla % 3 NaCl iceren alkali peptonlu sivi (225 ml)
besiyerine ilave edildi ve stomacherde homojenize edildi.
37 °C'de 18-24 saat inklbasyona birakildi (5).

izolasyon ve Identifikasyon

Zenginlestirme vasatindan bir ¢6ze dolusu alinarak
Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) Agar’a
FDA'nin belirttigi sekilde cizme yontemi ile ekim yapildi
(4). Bu petriler 37 °C'de 24 saat inkilbasyona birakildi.
inkiibasyon sonunda TCBS agarda iireyen 2-3 mm
capinda, yuvarlak, yesil veya mavi-yesil renkli koloniler
supheli Koloni olarak degerlendirildi. Gram negatif, diz
veya kivrik comakcik seklinde gortlen koloniler secilerek
oksidaz testi uygulandi. Oksidaz pozitif sonu¢ veren V.
parahaemolyticus stpheli Kolonilerden Tryptone Soya
Agar (TSA)'a pasaj yapildi ve 37 °C'de 24 saat
inklbasyona birakildi.  Subkultird yapilan bu koloniler
gerekli diger biyokimyasal ve fizyolgjik testler icin
kullanildi. TSA'dan alinan koloniden Triple Sugar Iron
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(TSI) Agar’a ekim yapildi. 37 °C'de 24 saat inklbasyonu
sonunda laktoz ve glukoz fermentasyonu, gaz ve H,S
olusumu degerlendirildi. [B-galaktosidaz testi negatif,
salisin, sellobiyoz, sukroz testleri negatif, arabinoz testi
pozitif veya negatif, Hugh-Leifson’s O/F besiyerinde ise
mikroorganizmanin oksidatif ve fermentatif olarak
glukozu fermentasyonu pozitif / pozitif, mannitol ve
hareketlilik pozitif, lizin dekarboksilaz pozitif, ornitin
dekarboksilaz pozitif veya negatif ve arjinin dihidrolaz
negatif, %3 NaCl iceren TSA besiyerinde 42 °C'de ireme
pozitif, NaCl icermeyen ortamda Ureme negatif ve %3, 6,
8 NaCl iceren Tryptone Soya Broth'da Ureme pozitif ve
%10 NaCl iceren ortamda Ureme negatif olan, ure pozitif
veya negatif, indol pozitif, 2,4-diamino-6,7-di-iso-
propylpteridine phosphate iceren 0129 150 pg'lk
Vibriostat diske duyarliik testinde duyarli bulunan,
Koloniler V. parahaemolyticus olarak degerlendirildi.
Ayrica Wagatsuma Agar’da eritrositlerde olusan hemoliz
sonucu  Kkoloni etrafinda olusan zon olusumuna gore
Kanagawa reaksiyonu belirlendi (4-10).

Bulgular

Tablo-1'de c¢ift kabuklu yumusakga Uretim ve avlanma
alanlarindan alinan canli kum midyesi 6rneklerinin
gonderildigi illerdeki istasyonlara  gore V.
parahaemolyticus'un izolasyon sayilari verilmektedir.

Analiz bulgulari cercevesinde 46 adet balik ¢rneginde
V. parahaemolyticus'un varligina rastlanmadi. Analize
alinan canli kum midyesi 6rneklerinde 47 numarali
istasyondan alinan 5 &rnekten 1'inde, 49 numarali
istasyondan alinan 13 oérnekten 2’'sinde, 34 numarall
istasyondan alinan 13 ornekten 2’sinde, 35 numarali
istasyondan alinan 13 ornekten 3’lnde, 36 numarali
istasyondan alinan 13  ornekten 2’'sinde V.
parahaemolyticus izole edilirken, 48 numarali istasyondan
alinan 13 canli kum midyesi 6érnedinde etken bulunmadi.
Toplam 70 adet canli kum midyesi ¢rneginin 10’unda
(9%14,3) V. parahaemolyticus bulundu. Pozitif olarak
bulunan sonuglar, Kasim 1998'de 36, 47, 49 numarali
istasyonlardan, Ocak 1999'da 34, 35, 36 numarall
istasyonlardan, Subat 1999'da 34, 35, 49 numarali
istasyonlardan, Eylul 1999'da 35 numarali istasyondan
elde edildi. Elde edilen butin V. parahaemolyticus
izolatlarinin Ureyi hidrolize etmedigi ve Kanagawa negatif
oldugu saptandi.
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Tablo 1. Kum midyesi  drneklerinin elde edildidi illerdeki istasyonlara gore dagilimlari, pozitif V. parahaemolyticus sayilari.
iller Sakarya Kocaeli
47 48 49 34 35 36
istasyonlar Toplam numarali numarall  numarall numarali numarali numarall
istasyon istasyon istasyon istasyon istasyon istasyon

PS/NS %P PS/NS PS/NS PS/NS PS/NS PS/NS PS/NS
Canli kum midyesi 10/70 %14,3 1/5 0/13 2/13 2/13 3/13 2/13
PS/NS: Pozitif Sayi/Numune Sayisi %: Pozitif sonuglarin yizde orani
Tartisma Canakkale, ~ Marmara ve  Karadeniz  Bolgesi

Bu calismada, Bursa'daki balik marketlerinden satin
alinan 46 deniz baligi 6rnegdinin hicbirinde V.
parahaemolyticus izole edilmemistir. inal ve ark. (11),
1971 yilinda 299 deniz baligindan bir Ornekte V.
parahaemolyticus'un elde edildigini, yine 1971 ve 1972
yillarinda yaptiklari bir baska arastirmada Karadeniz'de
Samsun-Sinop arasindaki kiyidan yaz mevsiminde avlanan
baliklarda 53 ornekte 37 pozitif sonuc elde edildigini
bildirmektedirler (12). Binta ve ark. (13), Kenya'da 370
deniz baliginin 9%1,4’inde, Schandevyl ve ark. (14),
Senegal’'de kiy1 sularindan elde edilen 128 deniz
baligindan %21 oraninda, Fang ve ark. (15), Tayvan'daki
balik érneklerinde %40, Wong ve ark. (16), Hong Kong,
Endonezya, Tayland ve Vietnam'dan Tayvan'a ithal edilen
baliklarda 9%29,3 oraninda V. parahaemolyticus'un
bulundugunu rapor etmiglerdir. Franca ve ark. (17),
Brezilya'da 64 balik 6érneginden % 4,68, Torres Vitela ve
Fernandez Escartin (18), Meksika'daki baliklardan 9%
71,4 oraninda etkeni izole ettiklerini, Zaleski ve ark. (19)
da, Guney Baltik Denizi'nden elde ettikleri 541 balik
ornedinin  hicbirinde  etkene  rastlamadiklarini
aciklamaktadirlar. Bulgularimiz Zaleski ve ark.nin (19)
bulgulart ile paralellik géstermektedir.

Bu calismada, 70 adet canli kum midyesinin 10
tanesinde (%14,3) V. parahaemolyticus izole edilmistir.
Akalin ve Tuna (20), 583 su urinin %11,5'inde V.
parahaemolyticus’u izole ettiklerini, Urlnlere gore
izolasyon sikhginin ise midyelerde %7,3 oldudunu
bildirmiglerdir. Karacam ve ark. (21), Trabzon
sahillerindeki 3 farkli istasyondan birine ait midyelerde hig¢
izolasyon olmadidini bildirirken, iki istasyonda aylara gére
degisiklik gosteren 3-3,47 log.bakteri sayisi/g arasinda
etkeni izole ettiklerini aciklamiglardir. Sentirk (22),

istasyonlarindan elde ettikleri kum midyelerini taze,
haslanmis ve dondurulmus olarak incelemis ve etkene
rastlamadigini bildirmistir. Cakli ve ark. (23), ise Izmir
Korfezi'nin farkli istasyonlarindan toplanan akivadeslerde
etkenin bulunmadigini rapor etmiglerdir. Awad ve El
Shater (24), Misir'da iki ayri sehirdeki marketlerden
toplanan 20 istiridye 6rneginin %15'inde etkeni izole
ettiklerini  bildirirken, bulunma orani acisindan
bulgularimiza uyum géstermektedir. Fang ve ark. (15),
Tayvan'da 770 deniz Urlnlnden 352'sinde etkeni izole
ettiklerini ve bu Urlnlerin icinde ¢ift Kkabuklu
yumusakcalarin 9%68,7 izolasyon siklidi ile ilk sirada yer
aldigini, Torres Vitela ve Fernandez Escartin (18),
Meksika'da istiridyelerde % 44, Franca ve ark. (17),
Brezilya'da 36 kabuklu 6rneginde % 19,9, Binta ve ark.
(13), Kenya'da 214 kabuklu 6rnedinde % 22,4, Van den
Broek ve ark. (25), Hollanda'da 23 midye 6rnedinde %
26, Berzero ve ark. (26), Italya'da 284 Kkabuklu
orneginde % 4,3 etkene rastlamislardir. Bu calismada,
farkli istasyonlardan alinan kum midyelerinden elde edilen
degerler arasinda 923,07'ye ulasan farkliliklar tespit
edilmis olup gerek Turkiye'de gerekse yurt disinda yapilan
calismalarda  cesitli deniz ~ Urlnlerine ait V.
parahaemolyticus'un izolasyon oranlari blyUk farkliliklar
gostermektedir. Urtnlerin farkli bolgelerden elde edilmis
olmasinin ve elde edildikleri sularin hijyenik kalitesinin
etkenin bulunma orani Uzerinde etkili oldugu
dusinilmektedir.

Ayrica calismamizda canli kum midyelerinden elde
ettigimiz butin izolatlarin Kanagawa negatif oldugu ve
Ureyi hidrolize etmedigi saptanmistir. Bulgularimiz deniz
Urinlerinde Kanagawa negatif suslarin yaygin oldugu
gérist ve bazi arastiricilarin deniz Urlnlerinden izole
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ettikleri suglarin Kanagawa negatif oldugu yonindeki
bulgulariyla  paralellik gdstermektedir (13,27,28,29).
Ancak, Akalin ve Tuna (20) deniz Urlnlerinden izole
ettikleri suglarin % 44,8 oraninda, Abdelnoor ve Roumani
(30) de izole ettikleri 3 sustan 2'sinin Kanagawa pozitif
oldugunu bildirmistir. Honda ve ark. (31), Ureaz pozitif
suglarin encok Klinik izolatlardan elde edildigini (204
sustan %11,2), dondurulmus deniz Urlnlerinde bu oranin
%5.7 oldugunu ve deniz suyundan elde edilenlerin ise
Ureaz negatif oldugunu rapor etmektedirler. Buna karsilik
Akalin ve Tuna (20), deniz suyu ve deniz Urunlerinden
izole ettikleri toplam 98 susun % 8,2’'sinde Ure hidrolizini
pozitif bulduklarini bildirmiglerdir. Kaysner ve ark. (32),
Washington'da deniz suyu, istiridye ve sedimentte etkenin
% 71,5 oraninda bulundugunu ve % 58,4'Unln Ureyi
hidrolize ettigini agiklamiglardir. Wong ve ark. (33),
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