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Abstract: Identification of isolated Vibrio sp. from sea bass (Dicentrarchus labrax L., 1758) using APl 20E system. A
standartdized and rapid identification system is offered by the APl 20E system. Miniaturized multitest system was originally
developed for the identification of Gram-negative enteric bacteria in clinical laboratories. During the last decade, this system has
been increasingly used for the identification of marine and fresh water fish pathogens. In this study, APl 20E strips were used for
identification of Vibrio anguillarum and Vibrio ordalii which were isolated from cultured sea bass (Dicentrarchus labrax L., 1758).
Samples were taken from kidney of moribund fish and spread over the surface of tryptone soya agar (TSA) which was
supplemented with 1.5% sodium chloride. The plates were incubated at 25°C for 72 hours. Colonies were purified by three times
streaking on thiosulphate citrate bile salts sucrose agar (TCBS). Pure colony was passaged to NaCl added TSA before to start
identification with API 20E strips. Sterile 1.5% saline water was used inoculation of bacterium to API 20E strips. Eight of isolated
nine strains were Vibrio anguillarum one strain was Vibrio ordalii. Arginin dihydrolase (ADH) gelatine degradation and acid
production from glukoz, mannitol, saccharose were found positive; lysine decarboxylase (LDC), ornithine decarboxylase (ODC),
H2S production, degradation of urea, acid production from rhamnose and melibiose were found negative in all V. anguillarum
strains. Gelatine degradation, acid production from glucose, mannitol and sucrose were found positive in Vibrio ordalii but negative
in ONPG, ADH, LDH, ODC, utilization of citrate, H2S production, degradation of urea, TDA, indole production, VP, acid production
from inositole, sorbitole, rhamnose melibiose amygdaline and arabinise were found negative.
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Ozet: APi 20E sistemi standartize edilmis hizli identifikasyon icin dnerilen bir test sistemidir.Bu minyattir multitest sistemi klinik
laboratuvarlarda Gram (-) enterik bakterilerin identifikasyonu icin gelistirilmistir.Son yillarda bu sistemin deniz ve tath su baligi
patojenlerinin identifikasyonunda kullanimi gittikge artmaktadir. Bu ¢alismada da kilturii yapilan levreklerden (Dicentrarchus labrax
L., 1758) izole edilen Vibrio tiirlerinin identifikasyonunda APi 20E test kitleri kullaniimistir. Olmek {izere olan baliklarin
bobreklerinden sivapla alinan numune %1.5 tuz igeren trypton soy agara (TSA) ve brain heart infusion agara (BHIA) ekilerek 21°C
de 72 saate kadar inkube edildi. Koloniler thiosulphate citrate bile salts sucrose agara (TCBS) ekilerek saflastirildi. TCBS agarda
{ireyen koloniler yeniden %1.5 tuzlu TSA'ya gegildi. Identifikasyon igin API 20E test kitleri kullanildi. Bakterilerin AP 20E test
kitlerine inokulasyonunda steril %1.5 tuzlu su kullanildi.izole edilen dokuz tiirden sekizi Vibrio anguillarum, biri ise Vibrio ordalii
olarak identifiye edildi.Vibrio anguillarum tiirleri igersinde indol testi, inositol, sorbitol, amigdalin ve arabinozdan asit tiretimi temel
alinarak farkl turlerin oldugu gorildi. Vibrio ordalii ise Vibrio anguillarum’dan fenotipik testler ile kolaylikla ayrilabildi.

Anahtar Kelimeler: Vibriosis, Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii, Dicentrarchus labrax, APl 20E.

Girig

Vibriosis baliklarda en sik karsilagilan hastaliklardan biridir.
Cogunlukla  Vibrio anguillarumun  neden oldugu klasik
vibriosis, deniz ve tatli sularda yetistiriciligi yapilan baliklarda
agir kayiplara neden olmaktadir. Vibrio anguillarum’a 6nceleri
Bacillus anguillarum adi verilmis, fenotipik ve genotipik
arastirmalar  sonucunda bakterinin  vibrio genusundan
cikarilarak Listonella genusuna alinmasinin daha dogru
oldugu bildiriimissede (MacDonell ve dig., 1986) bazi
arastirmacilar kavram kargasasina yol agmamak igin Vibrio
anguillarum’u kullanmay tercih etmektedirler.

V. anguillarum denizde vyetistiriciligi yapilan somon
baliklarindan (Winton ve dig., 1983; Trust, 1986), levrek,
cipuranin da dahil oldugu birgok deniz baligi, kabuklulardan
(Bollinches ve dig., 1986; Cagirgan, 1993; Toranzo ve Barja,
1990) ve tatl su alabaliklarinda gériilen epizootilerden izole

edilmistir (Muroga, 1975; Giorgetti ve dig., 1981). V.
anguillarum hem biyokimyasal testler hem de serolojik
karakterleri bakimindan olduk¢a cesitlilik gdstermektedir.
(Bryant ve dig., 1986). Toranzo ve dig. (1987) V.
anguillarum'un 10 serotipinin  bulundugunui  bildirmistir.
Toronza ve Barja (1990) salmonid baliklarda serotip O1 ve
02nin, levreklerde O71'in diger deniz baliklarinda serotip O1
ve 02'nin enfeksiyonlara neden oldugunu, diger serotiplerin
ise deniz ortaminda yaygin olarak bulundugu sonucuna
varmiglardir. Grisez ve Olllevier (1995) V. anguillarum’un 16
serotipinin bulundugu bildirmekle beraber Pedersen ve dig.
(1999) 7 tane daha serofipin varligini bildirmesi serotip
sayisinin 23'e gikarmigtir.

Bakteriyel hastaliklarin teghisinde patojenin gabuk ve
dogru identifikasyonu dnemlidir. Bu amagla Gram (-) enterik
bakterilerin identifikasyonunda API 20 E , Minitek, Micro-ID,
Uni-N/F, Microtube plates ve Biolog GN adiyla bilinen
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minyatlr multitest identifikasyon yontemleri gelistirimistir. Bu
identifikasyon sistemlerinin her biribirinetstunlUkleri olmakla
beraber calisma prensibleri konvensiyonel biyokimyasal
testler gibidir ve ¢ok sayida biyokimyasal testi ayni anda
ylrlitme esasina dayanmaktadir. Test ortamlari hazirlanirken
biyik miktarlarda hazirlanarak kalite ve kontrollerinin dikkatle
yaplimasi  sonucunda  yontem ve testin  kalite
standardisasyonu gercgeklestirilmis olmaktadir. Ancak bu
sistemlerin hemen hepsi insan ve hayvanlarda gorilen
mezofilik patojenlere yoneliktir. Psikrofilik tatli su ve deniz
baligi patojenlerinin  biyokimyasal profiline iliskin bilgiler
oldukga sinirlidir. Evcil hayvanlarin ve tatl su baliklarinin
bakteriyel patojenleri %0.5 tuz iceren ortamlarda iyi Ureme
gostermesine  ragmen  deniz  baliklarinin  bakteriyel
patojenlerinin identifikasyonu igin tuz ilavesi gereklidir.Ayrica
mezofilik bakteriler 35-37°C’de dremesine karsin balik
patojenlerinin  bir ¢ogu psikrofilik oldugundan inkubasyon
sicakhiginin 20-25°C’dir. Yukarida saydigimiz nedenlerden
dolayr  diger aragtiricilarin  bulgulariyla  karsilastirma
yapabilmek igin biyokiyasal test profili gikmis olan sistemlerin
kullanilmasi gerekmektedir. Balik patojenlerinin
identifikasyonunda en yaygin kullanilani APl 20E test
stripleridir (BioMerieux S.A.).

Deniz ve tatli su baliklarinin bakteriyel patojenlerinin
identifikasyonunda APl 20E sistemi bir ¢ok arastirmaci
tarafindan kullanilmistir (Baudin-Laurencin, 1981; MacDonell
ve dig., 1982; Kent, 1982; Maugeri ve dig., 1983, Romalde ve
Toranzo, 1991; Biosca ve dig., 1993; Grisez ve dig., 1991;
Kronvall ve Hagelberg, 2002)

Bakterilerin  fenotipik  Ozelliklerinin  belirlenmesinde
konvensiyonel yontemler her ne kadar referans olarak
kullaniimaktaysa da  besi, vyerlerinin  hazirlanis  ve
inokulasyonunda standartizasyon, laboratuvar personelinin
gosterecegi duyarliliga bagli oldugundan, her zaman mimkin
olmamaktadir. Klasik yéntem maliyet agisindan avantajli gibi
gorinsede is glicti yoninden olumsuzluklar icermektedir.

Bu arastirmada Kkiiltiirli yapilan levreklerde ortaya ¢ikan
vibriosis epizootilerinden izole edilen Vibrio turlerinin APl 20E
test kitleri kullanilarak identifiye edilmesi amaglanmis ve izole
edilen V. anguillarum suslari fenotipik olarak karsilastirilarak
farkliliklar belirtilmigtir.

Materyal ve Yontem

Bakterilerin izolasyonu 13 giftlikten, tipik vibriosis semptomu
gosteren baliklarin bébreklerinden yapildi. Bakterilerin izole
edildigi iftikler Tablo 1'de gdsterilmistir. izole edilen saf
bakteriler, %1.5 NaCl ilave edilmis trypton soy agarda (TSA,
Oxoid) yari yatik halde ddkiilerek burgu kapakl siselerde Gzeri
likit parafinle kapatiimis halde 4°C'de test edilinceye kadar
sakland.

izolasyon hasta levreklerin bdbreklerinden steril pamuklu
cubukla alinarak %1.5 NaCl ilave edilmis trypton soy agara
(TSA, Oxoid) ekilmesiyle yapildi. Ekim yapilan besi yerleri
25°C'de 72 saat inkube edildi. Primer izolasyondan sonra tipik
Vibrio anguillarum  kolonileri  saflagtirmak i¢in ¢ kez

thiosulphate citrate bile salts sucrose agara (TCBS, Oxoid)
pasaj edildi. Pasajlar 48 saatte bir tekrarlandiktan sonra
biyokimyasal testler icin %1.5 NaCl ilave ediimis TSA'ya (T-
TSA) ekildi. Bakterilerde hareket muayenesi asili damla
ybntemiyle, oksidaz testi, test stripine (Merck) koloninin
strlilmesiyle, katalaz testi lamda bir damla %3'lik H20 ile
koloninin karistinimasiyla, 0/129 (150mg)a duyarlihik T-
TSA'da vyapildi. izole edilen Vibrio tiirlerinin  tuza
gereksinimleri ve toleranslari %0 ve %7 NaCl tuz igeren
peptonlu suda belirlendi. Bakterinin APl 20E striplerine
inokulasyonunda saf su yerine %1.5 NaCl igeren steril su
kullanildi. Koloni homojenize edildikten sonra McFarland No: 4
yogunlugunda standardize edildi. Stripler 25°C’'de 72 saat
inkube edildi. Austin and Austin (1999) tarafindan bildirilen
tabloya gore identifiye edildi. Fenotipik olarak identifiye edilen
bakteriler konfirmasyon igin V. anguillarum serotip O1’e karsi
(ATTC 43305) tavsanda (retilen antiserum ile lamda
aglutinasyona tabi tutuldu. Antiserum ve aglutinasyon testi
Toranzo ve dig. (1987) nin belirttigi ydntemle yapildi.

Tablo 1. izole edilen bakterilerin izole edildikleri balik tiirleri ve bélgeler.

Bakteri Balik Tiirii Balge-Yil

Vibrio sp.(G-1) Levrek izmir-Cesme-1998
Vibrio sp.(G-3) Levrek izmir-Cesme-1998
Vibrio sp.(G-4) Levrek izmir-Cesme-1998
Vibrio sp.(G-5)) Levrek izmir-Cesme-2002
Vibrio sp.(G-6)) Levrek izmir-Cesme-2003
Vibrio sp.(K-1)) Levrek izmir-Karaburun-1998
Vibrio sp.(K-2) Levrek izmir-Karaburun-1998
Vibrio sp.(B-1) Levrek Mugla-Bodrum-1997
Vibrio sp.(B-2) Levrek Mugla-Bodrum-1997
Vibrio sp.(M-1) Levrek Mugla-Milas-1997
Vibrio sp.(M-2) Levrek Mugla-Milas-1997
Vibrio sp.(D-1) Levrek Aydin-Didim-2002
Vibrio sp.(D-2) Levrek Aydin-Didim-2004
Bulgular

Hasta baliklardan izole edilen bakteriler Gram (-) kivrik,
pleomorfik, hareketli, 0/129'a duyarli, jelatini eritme, oksidaz
ve katalaz testi pozitif bulundu. Diger izolatlardan farkli olarak
G-6 ile D-2 %0 ve %7 NaCl iceren ortamda Ureme gdsterirken
C-5 izolati %7 NaCl iceren ortamda iredi. izole edilen
bakterilerin  temel fenotipik karakterleri Tablo 2'de
gosterilmistir. Bu Ozellikleri dikkate alinarak izole edilen
bakteriler Vibrio genusuna ait oldugu goruldl. Bakterilerin API
20E ydntemiyle ile yapilan biyokimyasal test sonuglarina gore
bir izolat (C-4) V. ordalii, digerleri ise V. anguillarum olarak
identifiye edildi.

Biyokimyasal testler incelendiginde V. anguillarum
suslari icersinde ortho-nitro-phenyl-galactoside (ONPG), sitrat
kullanim ve indol testi sonuglarinda farkliliklar bulunmus,
sekerlerden inositol, sorbitol, amigdalin ve arabinoz'dan
aerobik olarak asit olusturmada farkli sonuglar elde edilmistir.
izole edilen Vibrio tiirlerinin AP 20E identifikasyon sistemi ile
yapilan biyokimyasal ézellikleri Tablo 3'de gosterilmistir.

Lamda termolabil antijenlerle yapilan aglutinasyon
muayenesi sonucunda V.anguillarum suslarinin tamaminin
serotip O1 oldugu gordld.
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Tablo 2. izole edilen Vibrio suslarinin fenotipik karekterleri.
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Morfolojikve Biyokimyasal Karekterler ~ C-1 C-3 C-4 C-5
Gram boyama - -

Hareket + + + + + + + + + + + + +
Kok(K)-Basil(B) B B B B B B B B B B B B B
Oksidaz + + + + + + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + + + + + + +
Jelatini eritme + + + + + + + + + + + + +
0/129'a duyarlilik + + + + + + + + + + + + +
%0 NaCl'de ireme - - - - + - - - - - - R +
%7 NaCl'de tireme - - - + + n
Tablo 3 izole edilen Vibrio tiirlerinin API 20E identifikasyon sistemi ile yapilan biyokimyasal ézellikleri.
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ONPG + - +
ADH + + - + + + + + + +
LDH - - .
obcC - - - - - -
Sitrat + + - + + + + - + + +
H2S - - -
Ure - -
TDA - - - -
Indol - + - + + + + + +
VP + + - + + + + + + + + + +
Jelatin + + + + + + + + + + + +
Sekerden asit liretimi
Glukoz + + + + + + + + + + + + +
Mannitol + + + + + + + + + + + + +
Inositol - - - + + - + + +
Sorbitol + + + + + + . + + +
Rhamnoz - - - - - -
Sukroz + + + + + + + + + + + + +
Melibioz - R R
Amigdalin + + + +
Arabinoz - - - - R +
Oksidaz + + + + + + + + + + + + +

Tartigma ve Sonug

Levrek yetigtiriciligi yapilan ciftliklerde ortaya ¢ikan vibriosiz
enfeksiyonlari V. anguillarum Serotip Of’den
kaynaklanmaktadir (Grisez ve Ollevier, 1995). V. ordalii,
nadiren de olsa hasta levreklerden izole edilmektedir
(Cagirgan,1993). Bu arastirmada izole edilen 9 sustan sadece
biri (C-4) V. ordalii olarak identifiye edilmistir. Bu izolat V.
ordaliinin tim tipik Ozelliklerini gbstermektedir (Tablo 4).
Grisez ve dig. (1991) API 20E ile identifiye edilen 5 V. ordalii
susundan 2 sinde Voges Proskauer testinin (VP) negatif
oldugunu bildirmigse de Austin ve Austin (1999) s6z konusu
ozelligin  negatif oldugunu bildirmistir. V. anguillarum
izolatlarinin hepsinde arjinin dihidrolaz (ADH) VP, jelatini
erime testleri pozitif; lizin dekarboksilaz (LDH), ornitin
dekarboksilaz (ODC) negatif bulunmustur (Tablo 5). V.
anguillarum izolatlarindan K-2, B-2 ve D-1 sitrat kullanimi
yoninden negatif bulunurken , diger V. anguillarum suglarinda
pozitif bulunmustur. Sitrat kullanimi Austin and Austin (1999),

Kent (1982) ve Maugeri ve dig. (1983)'nin API 20E ile yapilan
testlerinde V. anguillarum'da pozitif oldugunu tespit
etmiglerdir. Bu arastirmada V. anguillarum izolatlarindan 2
tanesi ONPG yoninden negatif 10 tanesinde ise pozitif
bulunmustur. ONPG testi Maugeri ve digerlerinin (1983)in
izolatlarinda negatif sonug vermistir. ADH testinde de sadece
Grisez ve di§. (1991) de negatiftir Bu arastirmada identifiye
edilen V. anguillarum izolatlarindan G-1, G-5, G-6, D-1 ve D-2
izolarinda indol negatif, digerlerinde pozitif sonug vermektedir.
Grisez ve dig., (1991)de de indol negatif bir grup
bulunmaktadir. V. anguillarum tiirleri igersinde biyokimyasal
farkliliklar sekerlerden asit (retiminde daha ¢ok dikkati
cekmektedir. Giftliklerden izole edilen suglardan inositol G-5,
G-6, B-2, D-1, D-2 de pozitif digerlerinde negatiftir. Diger
arastirmacilarin izolatlarin timiinde ise negatiftir. Sorbitol,
amigdalin ve arabinozdan asit olusturma yonlnden
arastirmacilarin suglarinda farklilklar goriimektedir (Tablo 5).
Buna karsilk glukoz, mannitol, rhamnoz, sukroz ve
arabinozun fermentasyonunda bitiin izolatlar ayni sonucu
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vermektedir. Identifiye edilen V. anguillarum tiirlerinin API 20E
ile vyapilan biyokimyasal testlerinin  dider izolatlarla
karsilagtinimasi Tablo 5'te gdsterilmistir. izole edilen V.
anguillarum suslarinin tamami V. anguillarum serotip O1
serumuyla lamda aglutinasyon vermislerdir. Bununla beraber
yakin tlirlerin gapraz reaksiyonda verebilme ihtimalleri
sekerlerden asit olusturmada farkliliklarin  bulunmasi
nedeniyle Vibrio tirlerinin tanimlanmasinda molekuler genetik
tekniklerin kullanilimasi daha givenilir sonuglar verecektir
(Vandenberg ve dig., 2003)

Vibriosiz Ulkemizde genellikle deniz baliklarinda sik
ortaya ¢ikan bakteriyel bir hastaliktir. Enfeksiyona neden olan
Vibrio'larin identifikasyonunda biyokimyasal testler énemli bir
yer tutmaktadr. Bu amacgla AP 20E sisteminin
identifikasyonda  kullanilmasi  uygundur. Balik patojeni
Vibrio'larin identifikasyonunda APl 20E striplerinin tim balik
hastaliklari  laboratuvarlarinda  kullanimi ile  ydntem
kargasalarina da son verilmis olacaktir.
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Tablo 4. API 20E sistemi ile identifiye edilen Vibrio ordaliinin biyokimyasal
ozelliklerinin diger arastirmacilarin izolatlariyla karsilastirimasi.
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ONPG R - R
ADH - R - R
LDC - - - -
ODH - - - -
Sitrat - - - -
H2S - - - -
Ure - - - -
TDA - - - -
indol - - - -
VP - - + -
Jelatin + + + + +
Sekerden asit Uretimi
Glukoz + + + + +
Mannitol + + + + +
inositol - - -
Sorbitol - - - -
Ramnoz - - - -
Sukroz + + + + +
Melibioz -
Amigdalin - - - -
Arabinoz - - - -
Oksidaz + + + + +

Tablo 5. API 20E sistemiyle identifiye edilen Vibrio anguillarum tiirlerinin biyokimyasal ézelliklerinin diger arastirmacilarin izolatlariyla karsilagtiriimasi.
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LDH - - - - - - - - - - . .
obC - - - - - - - - - - -
Sitrat + + + + + - + + + + + + + + + Vv
H2S - - - - - - - - - -
Ure - - - - - - - - - - N
TDA - - - - - - - - - - - - -
Indol - + - - + + + + + + - + V + V V
VP + + + + + + + + + + + + + + V + + V
Jelatin + + + + + + + + + + + + + + + + + Y
Sekerden asit Uretimi
Glukoz + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Mannitol + + + + + + + + + + + + + + Y + + +
Inositol - - + + - + - - + + - R
Sorbitol - + + + + + - - + - + + V + + + +
Rhamnoz - - - - - - - - - -
Sukroz + + + + + + + + + + + + + + v + + V
Melibioz - - - - - - - - - .
Amigdalin - - - - + - + - + + Vv vV + + +
Arabinoz - - - - + R - + v v
Oksidaz + + + + + + + + + + + + + + + + + +
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