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Ozet: Bu caligmanin amact Aydin Ili ve cevresinden temin edilen mavi yengeglerden Vibrio parahaemolyticus’un izolasyonu,
identifikasyonu ile bu suslarin antibakteriyel direng profillerinin belirlenmesidir. izole edilen altmis adet siipheli izolattan 4°ii, real-time PCR
ile Vibrio parahaemolyticus olarak identifiye edilmistir. Bu suslarin, penicillin G, clindamycin, piperacilin, amoxicillin-clavulanic acid,
ciprofloxacin ve gentamicin gibi antibiyotiklere kars1 direnglilikleri disk difiizyon metodu ile belirlenmistir. Tiim izolatlarin penicillin G ve
clindamycin’e kars1 direngli oldugu, diger antibiyotiklere kars1 ise degisen diizeylerde duyarli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mavi yengeg, Vibrio parahaemolyticus, Antibiyotik direnglilik, Halk saglig1

Isolation, Identification and Determination of Some Antibiotics Resistance Profiles of Vibrio
parahaemolyticus from Blue Crabs*

Abstract: The purpose of this study was the isolation, identification and determination of antibacterial resistance profiles of Vibrio
parahaemolyticus from blue crabs obtained from Aydin province. Out of four isolates from sixty suspected isolates were identified as Vibrio
parahaemolyticus by real-time PCR. The suspectibility level of these strains to antibiotics, such as penicillin G, clindamycin, piperacilin,
amoxicillin-clavulanic acid, ciprofloxacin and gentamicin was identified with disc diffusion method. It was determined all isolates were
resistant to penicillin G and clindamycin and sensitive to other antibiotics at varying levels.
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1.Giris devam ettiremediginden dolay1 asil habitatin1 tathi ya da
tuzZlu su ile bu ortamda yasayan organizmalar
olusturmaktadir (3). Son yillarda antibiyotik direnglilik,
antimikrobiyallerin asiri ve/veya kontrolsiiz
kullanilmasindan dolayr kendini belli etmistir (4).

Kabuklu ve yumusakgalar, balik diginda tiikketilmesi tercih
edilen baglica su {iriinleridir. Kabuklular sinifinda 1stakoz,
karides, yenge¢ ve kerevit yer alirken yumusakgalar
icerisinde midye, istiridye, miirekkep baligi ve tarak
bulunmaktadir (1). Yengecler, et kalitesinin ve ekonomik
d?gerhhgl ,baklml_ndan birgok i_ﬂkede yﬁk_sek Oraflda talep problemi yaratabilmektedirler (5). V. cholerae, icme suyu ve
gormektedir. Mavi yengeg (Callinectes sapidus), diinyada ve gidalarla bulasabilen ve piring suyu goriiniimiinde siddetli

Turkiye fle ?VClhg'_ ve yet1§t1r101“11g1 .yapllan en Onem,h bir diyarenin etkeni olup Vibrio cinsindeki O6nemli
yengeg tlirlerindendir. Ulkemizde 6zellikle Ege ve Akdeniz etkenlerden birisidir. Bunun digmda V.

bolgelkerl(rilde F;L.l.k?lmlive 'tlc'akrllé)larak S)nem.l. hezroglfgcenl gl;n parahaemolyticus, akut gastroenteritise ve kanli diyareye
artmaktadir. Turkiye Istatistix Kurumu'na gore yrnda sebep olabilmektedir. Ayrica bu soyda, V. alginolyticus, V.

vulnificus, ve V. damsela; yara enfeksyionlari, septisemi,
menenjit gibi gastrointestinal sistem dis1 semptomlara da

Antibiyotik direngliligin insanlarda ve hayvanlarda patojen
organizmalarda gelismesi durumunda 6nemli bir halk saglig

avlanan kabuklu ve yumusakca toplam miktar1 37739,1 ton
olup, bu verinin 2,0 tonu mavi yengece aittir ve bu
miktardaki mavi yengeg, tamamen insan tiiketiminde
kullanilmustir (2). Vibrio (V.) cinsi; virgiil seklinde, Gram
Negatif, hareketli, sporsuz ve kapsiilsiiz, aerob veya
fakiiltatif anaerob organizmalardir (1). Optimal gelisme
sicakliklar1 22-40°C arasindadir (2). Sporsuz ve kapsiilsiiz
olmasindan dolayr farkli cevre kosullarinda canliligini

sebep olmaktadir (6). Gida toksikasyonlarma sebep
olabilmesi adina riskli gidalar arasinda su ve su iiriinleri
baslicalaridir (7-9). Mavi yengegcler, ayn1 diger kabuklularda
ya da su iriinlerinde oldugu gibi hizlica bozulabilen bir
yapiya sahip olmasindan dolayr yakalandiktan ya da
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yetistiriciligi yapildiktan sonra miimkiin olan en kisa siirede
dondurulmali ya da kaynatilmahidir (10). Vibrio cinsinde yer
olan organizmalarin, su ile ilgili tabiatta
bulunabilmelerinden dolayr bu su veya su iiriinlerinin
tiketilmesiyle birlikte gida enfeksiyonlarna ya da
intoksikasyonlarina rastlanilmaktadir (11).

Bu caligmada, mavi yengeg orneklerinden
V.parahaemolyticus’un izolasyonu, identifikasyonu ile
antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Ornekleme

Vibrio’lar, sicak yaz aylarinda daha siklikla kendilerini belli
ettigi i¢in, toplam 30 adet mavi yengec (Callinectes sapidus)
ornegi Aydin ili ve gevresindeki balik¢ilardan Mayis-Eyliil
aylarinda temin edildi.

2.2.Vibrio parahaemolyticus’un
identifikasyonu

izolasyon ve

Vibrio tiirlerinin belirlenmesi amaciyla, 25 g 6rnek, 225 ml
Alkali salin peptonlu su (Oxoid, CM1117)’da 24 saat
37°C’de inkiibe edildikten sonra bu inkiibasyon sivisindan
Iml 6rnek Thiosulfate Citrate Bile Sucrose TCBS (Oxoid,
CMO0333B)’a gegis yapildi ve 24 saat 37°C’de inkiibe edildi.
Bu besi yerinde lireyen siipheli kolonilere (2-3 mm ¢apinda
ve siikroz negatif oldugu icin yesil ile mavi-yesil renkteki,
her bir drnekten 2 adet koloni secildi), %3 NaCl igeren
Nutrient Broth (Oxoid, CMO0501) ve Nutrient Agarda
(Oxoid, CMO0309) 37°C’de bir gece inkiibe edilerek ileri
saflastirma islemleri uygulandi ve bu izolatlar (n=60), Real
Time PCR ile onaylanincaya kadar -80°C’de muhafaza
edildi (12). PCR ile onaylama islemi i¢gin DNA izolasyonu
Roche firmasmin talimatlar1 dogrultusunda yapildi. Bu
amacla High Pure PCR Template Preparation Kkiti ile
calisildi.

DNA’larin  elde edilmesiyle, uygulanacak olan PCR
kosullar1 ise, Eschbach ve ark. (11)’e gore yapildi. Bu
amagla; Tiim PCR analizleri, TagMan prob prensibine gore,
Roche Light Cycler 480 ile ABI Prism 7700 Sequence
Detector ve LightCycler 480 software (Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim, Germany) kullanilarak
yapild1.

Tek bir PCR siklus;

95°C’de 10 dk baslangic denatiirasyonu,
95°C’de 20 sn ve 45 siklus denatiirasyon,
60°C’de 30 sn baglanma (annealing),

72°C’de 20 sn uzatma (extension) uygulandi ve V.
parahaemolyticus sentetik plazmid kontrol, pozitif kontrol
olarak kullanildi (11).

2.3. Antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesi

Real Time PCR ile V. parahaemolyticus olarak onaylanmig
suglar i¢in penicillin G (10 unit), clindamycin (2 pg),
piperacilin (100 pg), amoxicillin-clavulanic acid (30 ng),
ciprofloxacin (5 ug) ve gentamicin (10 pug) antibiyotiklerine
kars1 direnclilikleri disk-diflizyon yontemi kullanilarak
belirlendi  (13). Bakteriyel direnglilik, clindamycin,
piperacilin, amoxicillin-clavulanic acid, ciprofloxacine ve
gentamicin igin Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii
(CLSI, 2010) klavuzu, penicillin G i¢in ise CLSI (2016)
kilavuzuna gore degerlendirildi.

3. Bulgular

Konvansiyonel yontemlerle elde edilen ve real-time pcr ile
analize alinincaya kadar -80°C’de muhafaza edilen 60 adet
izolattan, 4 adedi (%6,66) polimeraz zincir reaksiyonu ile V.
parahaemolyticus olarak pozitif sonu¢ vermistir. Real-Time
PCR goriintiilerine ait sekiller “Sekil 1 ve 2’de
gosterilmektedir. Her bir ornek, pozitif kontrol ve negatif
kontrol dublike ¢alisilmistir. Real Time PCR ile V.
parahaemolyticus olarak onaylanmig izolatlarin antibiyotik
direnclilikleri Tablo 1’de 6zetlenmistir. Buna gore penisilin
G ve klindamisine tiim izolatlar diren¢ gosterirken diger
antibiyotiklere degisen diizeylerde direng gdstermislerdir.
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Sekil 1: Real Time PCR sonuglarina gore drneklere, pozitif
kontrole ve negatif kontrole ait amplifikasyon goriintiisii
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Sekil 2: Pozitif kontrollere ve negatif kontrollere ait
amplifikasyon goriintiisii

Tablo 1: Real Time PCR ile Vibrio parahaemolyticus olarak
onaylanmus izolatlarin antibiyotik direnglilikleri.

Antibiyotik iz*4 iz10 iz33 iz37

Penicillin G R R R R
Clindamycin R R R R
Piperacilin S S S R
Amoxicillin- | R | R
Clavulanic

acid

Ciprofloxacin S S S R
Gentamicin S S S R

*: 1zolat, R: Direngli, S: Duyarls, I: Orta Derecede Duyarli

4. Tartisma ve Sonug¢

Calismamizda siipheli V. parahaemolyticus olarak izole
edilen 60 adet susun, real time pcr ile yapilan analizlerinden,
4 tanesi (%6,66) pozitif reaksiyon vermistir. Dogruer ve
Telli (2020), 100 adet balik ve 100 adet karides 6rneginden
V. parahaemolyticus varligini, direkt kiiltiir yontemi (DPC),
kantitatif ilmige dayali izotermal amplifikasyon (QLAMP)
ve canli-6li hiicre ayrimi i¢in propidium monoazide (PMA)-
qLAMP yoluyla arastirmislar ve bu organizmayi sirasi ile 8
(%4), 12 (%6) ve 12 (%6) oranlarinda tespit etmislerdir
(14). Xu ve ark. (2017), incelemis olduklar1 50 adet karides
Orneginden 2 adet (%10) V. parahaemolyticus ve 1 adet
(%5) V. vulnificus’u multipleks PCR ile tespit etmislerdir

(4).

Chang ve ark. (2017), V. parahaemolyticus’u incelemis
olduklar1 117 adet istiridyeden 44 tanesinde (%37,6),
Haziran, Temmuz, Agustos, Eyliil ve Ekim aylarinda sirasi

ile 3 (%6.8), 11 (%25.0), 16 (%36.4), 8 (%18.2) ve 6
(%13.6) oraninda izole etmislerdir. Yine aymi ¢aligmada
izole edilen bu 44 adet susun antibiyotik direncliligi
incelenmis; 6 izolatin gentamisine ve 40 izolatin
vankomisine dahi diren¢ gosterdigi bildirilmistir (7).
Yaashikaa ve ark. (2016), V. parahaemolyticus’un
antibiyotik direngliligini disk difiizyon ile kontrol etmis ve
calismamizdakine benzer sekilde bu mikroorganizmanin
penisilin G ve clindamisine direngli oldugunu bildirmistir.
Calismamizda, 11 adet izolattan birisinde piperasiline kars1
direnglilik tespit edilirken ayni ¢aligmada bu antibiyotige
kars1 direnglilik belirtilmistir (10).

Tan ve ark. (2017), 130 uskumru Orneginden 116
(%89,2)’sinda toplam V. parahaemolyticus’u izole ederken,
bu Orneklerden 21’inin (%16,2) patojenik karakterde
oldugunu bildirmistir. Ayn1 zamanda disk difiizyon ile bu
izolatlarin antibiyotik direnglilik durumlart incelenmis,
ampisilin sulbaktam, meropenem, seftazidim ve imipeneme
yiiksek oranda duyarli, penisilin G ile ampisiline ise direngli
olduklarini tespit etmislerdir. iki (%2,99) izolatin ise ¢oklu
antibiyotik (7 adet antibiyotige) direnglilige sahip oldugunu
bildirmislerdir (13). Calismamizda da bir (%1,1) izolat,
incelemis  oldugumuz tim  antibiyotiklere  direng
gostermigtir. Maestu ve ark. (2016) incelemis olduklar1 101
adet midye Orneginde V. cholerae ya da V. vulnificus’u
tespit edemezken, %68 oraninda V. parahaemolyticus’u
izole etmiglerdir. Tespit edilen bu V. parahaemolyticus
suglarindan 19 adedi non-patojenik karakterde (tdh/trh
negatif) iken, 50 (%72) tanesinin ise en az bir virulens geni
tasidigr  bildirilmistir.  Yine aym1  calismada V.
parahaemolyticus  suslarindan  %52’sinde  eritromisin
direnglilik geni tespit edilirken, higbir susta tetrasiklin geni
tespit edilmemistir (3).

Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeliginde ve Uluslararast Mikrobiyolojik Standartlar
Komisyonu tarafindan  yengeglerde Salmonella, L.
monocytogenes, V. parahaemolyticus, V. cholerae’nin
bulunmamas1 gerektigi onerilmistir. Kaya ve Yal¢in (2018),
incelemis olduklar1 180 adet mavi yengecin bu standarda
uygun olmadigini bildirmislerdir (2). Rodgers ark., (2014)
Maryland Korfezindeki mavi yengeclerde yaptiklar
calismada ise V. parahaemolyticus ve V. vulnificus tespit
etmiglerdir (15). Yalcinkaya ve ark. (16), mavi yengegler
tizerine yaptiklari ¢aligmada, V. alginolyticus (30.1%), V.
fluvialis (10.8%), V. damsela (9.6%), V. harveyi (3.6%), V.
metschnikovii (3.6%) ve V. vulnificus’u (2.4%) oraninda
izole etmigler ve tiirlere gore degismekle birlikte
doxycycline, tetracycline ve ciprofloxacin antibiyotiklerine
hayli duyarli oldugunu tespit etmislerdir.

Parlapani ve ark. (2019), mavi yengeglerin raf émrii iirerine
yaptiklar ¢calismada, +4°C’de ve 10°C’de bu siireyi sirasiyla
10 giin ve 6 giin olarak tespit etmisler ve bozulmada
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dominant etkili floray1 ise Rhodobacteraceae ailesi (%52) ve
Vibrio spp. (%40.2) olarak bildirmislerdir (17).

Gerek dogal yasamdaki gerekse killtiirii yapilan mavi
yengegler, V. cholerae, V. parahaemolyticus ve V. vulnificus
ile enfekte olabilmekte (18) ve hemolenf yumrularinda bu
etkenlerin yiiksek sayilarda bulunmasiyla birlikte solunum
kapasitesinin, metabolik aktivitenin ve diger fizyolojik
etkinliklerin diismesi ile birlikte yengecin zayif diismesine
ve Oliimiine sebep olmaktadir (19).

Sonug olarak, Vibrio’larin su driinlerinde potansiyel bir
biyotehlike olabildikleri i¢in bu iiriinlerin yetistiriciligi ile
ticaretinin yapildigi yerlerde patojen Vibrio tiirlerinin
izlenmesi, bu Vibrio tiirlerin bulunabilecegi 6zellikle
tiikketime hazir gidalarin tiretim akig hattinda HACCP ve iyi
tiretim sistemlerinin uygulanmasina yonelik c¢aligmalarin
yapilmasi saglanmalidir. Halk sagliginin saglanmasi adina
su triinlerinde 6énemli derecede bir risk arz eden bu patojen
Vibrio tiirlerinin cografi dagilimlarinin yogun oldugu
yerlerde takip sistemi ile rutin kontrollerin gelistirilmesi
Onerilmektedir.
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