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ONSOZ
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izolatlarina biyokimyasal testler ve SDS-PAGE metodu uygulanarak aralarindaki
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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

YERSINIA RUCKERI’NIN LIPOPOLISAKKARIT VE DIS MEMBRAN PROTEIN
PROFILLERININ BELIRLENMESI
Giilsah AKYILDIZ

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Balikeilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. ilhan ALTINOK
2013, 45 Sayfa
Bu calismada Yersinia ruckeri’ye ait 40 susun lipopolisakkarit (LPS) ve dis
membran protein profilleri (DMP) sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) teknigi ile belirlenerek izolatlar arasindaki benzerlik arastirilmistir.
Ulkemizin degisik yoreleri ile ABD ve Itaya’dan izole edilen Y. ruckeri suslari
incelenmistir. Y. ruckeri izolatinin tanimlanmasi amaciyla biyokimyasal testler
uygulanmistir. Klasik yontemlerin uygulandig testlerde suslar arasinda tam homojeniteye
rastlanmamistir. Benzerlik oranlar1 diisiik bulunan Y. ruckeri suslar1 LPS ve DMP
analizinde 14 kiimede toplanmustir. Tiirkiye’den izole edilen suslar hem LPS hem de DMP
dendograminda ABD ve italya suslarinin arasinda oldugu saptanmistir. Yurtdis: suslari ile
Tirkiye’den izole edilen suslarin benzerlik oranlarinin %60 civarinda oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak 40 susa ait veriler benzerliklerine gore karsilastirildiginda, biyotip,

LPS ve DMP profilleri arasinda belirgin bir iligki bulunamamugtir.

Anahtar Kelimeler: Y. ruckeri, LPS, DMP, SDS-PAGE, genotip
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Master Thesis

SUMMARY

DETERMINATION OF THE LIPOPOLYSACCHARIDE AND OUTER MEMBRANE
PROTEIN PROFILES OF Yersinia ruckeri
Giilsah AKYILDIZ

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2013, 45 Pages

Fourty strains of Yersinia ruckeri isolated from Turkey, Italy and USA were
examined for lipopolysaccharide (LPS) and outer membrane protein (OMP) profiles by
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) technique.
Significant heterogenecities were observed among strains based on biochemical tests. Both
LPS and OMP were grouped in 14 clusters with lower similarites wich indicate significant
heterogeneity among strains. Turkish isolates were closely related to American and Italian
isolates after analysing with unweighted pair-group method with arithmetic mean
(UPGMA) dendogram. Similarities between Turkish, Usa and Italian strains were around
60%. Based on similarity index, there was no relationship between phenotypes, LPS and
OMP profile of 40 Y. ruckeri strains.

Key Words: Y. ruckeri, LPS, OMP, SDS-PAGE, genotyping
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Diinya niifusunun artmasina paralel olarak, insan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan
protein kaynaklarinin simirli  olmas1  dikkatleri su {riinlerine yoneltmistir. Su
kaynaklarindan su iriinleri avcilig1 ve yetistiriciligi yapilarak yararlanilmaktadir. Gelisen
teknoloji ile birlikte sanayilesmenin artmasi denizlerin ve i¢ sularin giderek kirlenmesine
ve bu kaynaklardan yararlanma oranmin diismesine yol agmaktadir. Bu nedenle son
zamanlarda lilkemizde ve diinyada kiiltiir balik¢iligina verilen 6nem ve ilgi bir hayli
artmistir (Yonar, 2008).

Baliklar yasadiklart ortam nedeniyle dogal olarak enfeksiyonlarla karsi karsiya
kalmaktadir. Entansif yetistiricilik yapilan yerlerde baliklarin yogun stoklanmasi
enfeksiydz hastaliklarin biiyiik bir tehlike olusturmasina neden olmaktadir. Bir balikta
baglayan hastalik ¢ok kisa zamanda digerlerine bulagmakta ve yayilmaktadir (Ellis, 1988).
Yersinia cinsinin neden oldugu enfeksiyonlar da bu hastaliklar icerisinde 6nemli bir yer
tutmaktadir (Yonar, 2008).

Yersiniosis, alabalik isletmelerinde ozellikle yavru doneminde 6nemli kayiplara
neden olan ve septisemi ile seyreden bakteriyel bir hastaliktir. Tk defa 1950°1i yillarda
ABD’nin Idaho eyaletinin Hagerman vadisinde gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss) ortaya ¢ikan bu hastalik gliniimiizde Avrupa, Giiney Amerika, Bati Afrika ve
Avustralya kitalarinda degisik cografik bolgelerdeki iilkelerde yayilim gostermektedir.
Yersinia ruckeri iilkemizde ilk kez 1991 yilinda Ege bolgesindeki bir gokkusagi alabalig
isletmesinden 1izole edilmistir. Bu tarthten giiniimiize kadar hizla diger alabalik
isletmelerinede yayilan yersiniosis, lilkemizde ciddi bir problem haline gelmistir (Kayis
vd., 2009). Yersiniosis, furunkulozis, vibriozis ve bakteriyel hemorajik septisemi
(Aeromonas hydrophila ve Pseudomonas fluorescens) gibi hastaliklarla benzer semptomlar
meydana getirir (Busch, 1982; Austin, 1987). Ancak klinik vakalarda agiz bolgesinde, deri,
yiizgecler ve aniis civarinda erimeler, goz cukurunun g¢evresinde ve iriste hemorajlarin
goriilmesi yersiniozisin en karakteristik belirtileridir (Busch, 1982).

Yersinia ruckeri biitin salmonidlerde hastalilk meydana getirmekte ve biiyiik

ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (McDaniel, 1979; Valtonen vd., 1992; Austin ve



Austin, 2007). Salmonid tiirlerinin disinda, Y. ruckeri’nin varligi kalkan (Psetta maxima),
sazan (Cyrinus carpio), yilan balig1 (Anguilla anguilla), mersin balig1 (Acipencer baeri)
(Inglish vd., 1993) ve levrek (Dicentrarchus labrax) gibi tiirlerde de rapor edilmistir
(Savas vd., 2006).

Alt-tipleme fenotip ve genotipik tekniklerle yapilmakta olup bu teknikler tiirlerin
populasyon yapisinin belirlenmesinde, hedef organizmalarla diger organizmalar arasindaki
iliskinin tespit edilmesinde, hedef organizmanin evaluasyona ugradigi basamaklarin
belirlenmesinde ve molekiiler epidemiyolojide kullanilmaktadir (Savas vd., 2006).

Elektroforetik metotlar, ya genel protein profillerine gore, ya da 6zel enzimlere ait
protein profillerine gore farkli tiirlerin ayriminda kullanilmaktadir (Kim ve Shelef, 1986).
Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) metodu kullanilarak
yapilan ¢alismalarda bu metodun yiiksek rezoliisyon saglamasi, kolay tekrarlanabilirligi ve
elektroferogronlarda proteinlerin molekiil agirliklarina gore hareket etmesi gibi
ozelliklerinden dolay1 {istiin oldugu bildirilmistir (Parisi ve Agulari, 1985). Bu metot bir
cok arastirmaci tarafindan, hayvan tiirii tayininde basarili bir sekilde uygulanmistir
(Hoyem ve Thorson, 1970; Coduri ve Rand, 1972; Kato ve Deki, 1977; Hofmann, 1978;
Heinert ve Thorson, 1980; Bonnefoi vd., 1986; An vd., 1988; Giovanni, 1988,
McCormick, 1988; Hofmann ve Bluchel, 1991). Elektroforez islemi ile ayrilan maddeler
ancak Ozel boyama yontemlerinin kullanilmasindan sonra tespit edilebilmektedir. Bu
amagla tiim proteinlerin boyanmasi i¢in kenacid blue, amidoblack, commasie brillant blue
ve giimiis boya gibi boyama yontemleri kullanilmaktadir (Hofmann, 1978; Heinert ve
Thorson, 1980; Hofmann ve Bluchel, 1991).

1.2. Yersinia ruckeri

Yersiniosis hastaliginin etkeni olan Yersinia ruckeri ilk olarak 1950 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde Rucker tarafindan gokkusagi alabaliklarindan izole edilmistir
(Rucker, 1966). Gram negatif, hareketli, spor olusturmayan, oksidaz negatif, katalaz pozitif
ve flagellali olan bu bakterinin uygun olmayan su kriterleri ve asir1 stok yogunlugunun
bulundugu yetistiricilik isletmelerinde, baliklarda agiz ve dil iizerinde kanamalarla
karakterize oldugu bildirilmektedir (Lasea, 1995). Inglish vd. (1993), hastaligin

baliklardaki kronik seyrinde meydana gelen semptomlari, renkte kararma, uyusukluk, deri



tizerinde kanamalar ve iilserler, karaciger, pilorik seka, hava kesesi ve i¢ organlar iizerinde

bulunan yaglar iizerinde kiiciik capta kanamalar seklinde ifade etmislerdir.

1.2.1. Y. ruckeri’nin Morfolojisi ve Kiiltiir Ozellikleri

Hastaligin etkeni olan Y. ruckeri Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ve Tryptic Soy
Agar (TSA) gibi genel besi yerlerine aseptik ekimler sonucu 20-25°C de 24 saatte
¢ogalabilir. Bunun yani sira hem izolasyonda hem de tanimlamada Y. ruckeri igin segici bir
besi yeri olan Shotts-Waltman Agar (SWA) yaygin olarak kullanilmaktadir (Waltman ve
Shotts, 1984). Y. ruckeri’nin tanimlanmasinda, rutin biyokimyasal testlerin diginda,
molekiiler teknikler (Altinok vd., 2001; Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
(Cossarini-Dunier, 1985) ve Analitical Profil Index (API) gibi ticari test Kitlerinin
kullanimi1 da yayginlasmis durumdadir (Balta vd., 2005).

1.2.2. Y. ruckeri’nin Biyokimyasal Ozellikleri

Yersinia ruckeri’nin biyokimyasal Ozelliklerinde serotipler arasinda 6nemli bir
farkliligin olmadig1 ve sadece tek bir biyotip gosterdigi bildirilmistir. Biyokimyasal
calismalarda inkiibasyon sicakligmin 22-25°C arasinda olmasi gerektigi, optimum
sicakligin disinda yapilan testlerde hatali negatif veya pozitif sonuglarin elde edilebilecegi
belirtilmistir (Sanders ve Fryer, 1988).

Yersinia ruckeri izolatlari; gram negatif, hareketli, oksidaz negatif, katalaz pozitif,
O/F glikoz ortaminda fermantatif ve nitritleri nitratlara indirgemesi 6zellikleri ile enterik
bakterilerin karakteristik 6zelligine sahiptir. Metil kirmizis1 (MR), sitrat kullanimi, ornitin
dekarboksilaz testleri pozitif, sitokrom oksidaz, indol fiiretimi, H>S iiretimi, iireaz,
glikozdan gaz {iiretimi testlerinin ise negatif reaksiyon verdigi, voges proskauer (VP),
hareketlilik, lizin dekarboksilaz, jelatin hidrolizi testlerinin suslar arasinda farklilik
gosterdigi bildirilmistir. Yersinia ruckeri, Yersinia cinsinin diger tiirlerinden jelatin ve
dekarboksilaz1 eritmesi ile farkliliklar gostermektedir. Karbonhidrat fermantasyon
testlerinden; dekstroz, mannitol, mannoz, maltoz, trehaloz, ve galaktozu fermentte ettigi,
laktoz, sakaroz, salisin, adonitol, sorbitol, arabinoz ve ramnozu ise fermente edemedigi

bildirilmistir (Holt vd., 1994).



1.2.3. Y. ruckeri’nin Serolojik Yapisi

Bakterinin izole edildigi ilk yillarda etken, tek serotip ve sus olarak
distiniilmiis, (Rucker, 1966; Ross vd., 1966) sonraki yillarda ise farkli 6zellikler
gostermesi nedeniyle serotip I, II, III, IV, V, VI seklinde siiflandirilmistir (Busch,
1982; Austin vd., 2003).

Enfekte baliklardan en sik izole edilen ve en yiiksek viriilense sahip Serotip I
susu (Hagerman susu) Amerika basta olmak iizere diinyanin pek c¢ok bolgesinde
genis bir cografik dagilim gostermektedir (Rucker, 1966; Stevenson ve Airdrie,
1984). Serotip II (Big creek) susu; ilk olarak pasifik salmonlarinda saptanmistir ve bu
sus Serotip I susundan daha az viriilent olup, gokkusag: alabaliklar1 disinda, diger
salmonid grubu baliklar ile Coregonus artedii gibi farkli balik tiirlerinden de izole
edilmistir (Bullock vd., 1981). Bu susun Amerika diginda Kanada ve bazi1 Avrupa
tilkelerinden de izole edilmistir (Davies and Frerichs, 1989). Ayrica Big creek
susunun sorbitolu fermente etme o6zelligi gosterdigi tespit edilmistir (Busch,1982).
Serotip III (Avustralya susu) ise Avustralya’da gokkusagi alabaliklarindan izole
edilen ve aviriilent oldugu diisliniilen bu sus, Norve¢’te de izole edilmistir (Busch,
1982; Willumsen, 1989).

Yersinia ruckeri’nin diger suslardan Serotip IV’iin L-arabinos, D-ksiloz, L-
rhamnoz’dan asit TUrettii, Serotip V’in ise sorbitolu fermente etmedigi ve
virlilensinin diger serotiplere gore daha diisiik oldugu saptanmistir (Austin vd.,
2003). Serotip VI hakkinda ise yeterli bilgi mevcut degildir.

Isiya dayanikli O antijeni kullanilarak yapilan siniflandirmada Yersinia ruckeri
izolatlar1 O1, O2, Os, Os, O7 seklinde suslara ayrilmistir. Serotip III’lin serotip I'in
mutanti olmast ve serotip IV’in de Yersinia ruckeri olarak tanimlanmamasi
nedeniyle bu siniflandirmada Oz ve O4 serotipleri kullanilmamistir. Bu suslardan Oq
Avrupa’da en fazla izole edilen serotip oldugu, O2 tipinin Fransa, Biiyiik Britanya,
Norve¢ ve Bat1 Almanya gibi farkli Avrupa iilkelerinden izole edildigi ve Os, Os, O7
serotiplerinden daha fazla goriildigi belirtilmistir. Os ve O serotiplerinin biiyiik
Britanya ve Danimarka’dan, Og serotipinin ise Finlandiya ve Bati Almanya’dan izole

edildigi ve Avrupadaki serotip dagiliminin Amerika’da da benzer oldugu, ayrica O1



susunun Giiney Afrika ve Avustralya’dan da izole edildigi bildirilmistir (Davies and
Frerichs, 1989; Davies, 1990).

Etkenin dis membran proteinlerine (1s1 ile degisebilen ve peptidoglikan iligkili
proteinler) (DMP-tipi) gore yapilan smiflandirmada, Fransa, Norveg, Danimarka,
Bulgaristan, Italya, Almanya gibi Avrupa iilkeleri ile Kuzey Amerika, Giiney Afrika
ve Avustralya olmak iizere diinyanin farkli cografik bolgelerinden izole edilen
Yersinia ruckeri izolatlart DMP tip 1, II, III, IV, V seklinde siniflandirilmistir. Bu
siniflandirilmada Avrupa orjinli suslarm %75,3 niin DMP-tip III, ancak Ingiltere’den
elde edilen izolatlarin %92,6’sinin DMP-tip 1 oldugu, DMP-tip II-IV’iin ise
Avrupa’da ¢ok az izole edildigi, DMP-tip V’in ise izolasyonun yapilmadigi
bildirilmigtir. DMP-tip I, II, III, IV’lin Kuzey Amerika’da da izole edildigi, Giiney
Afrika kokenli susun DMP-tip III oldugu, Avustralya’da izole edilen biitiin suslarin
(tek bir DMP-tip II susu disinda) DMP-tip I oldugu, ayrica Amerika’da ilk izole
edilen Y. ruckeri susunun ise (Hagerman tipi) DMP-tip IlI’e ait oldugu ileri

stiriilmiistiir (Davies, 1991).

1.2.4. Y. ruckeri’nin Patojenitesi ve Viriilensligi

Yersinia ruckeri’nin patojenitesi su sicakligi, balik biiyiikliigii, ortam sartlari,
beslenme ve stres kosullar1 gibi faktorlere bagli olarak degismektedir. Su sicakliginin
10°C’nin iizerinde olmasi halinde hastalik olusmaktadir. Yersiniosis’den meydana gelen
kayiplar 15-18°C su sicakhiginda yiiksek olurken, 10°C’nin altinda mortalite oldukga
diisiiktiir. Asirt yemleme, stres sartlar1 ve 7,5 cm den kii¢iik baliklarda 6liimler artmaktadir
(Busch, 1982; Ellis, 1988; Frerichs ve Roberts, 1989; Austin ve Austin, 1993).

Hastalik etkeni once saglikli baliklarin bagirsaklarina yerlesmektedir. Stres, portor
baliklarda tekrar enfeksiyonu, saglikli baliklarda ise enfeksiyon siirecini baslatmaktadir
(Busch ve Lingg, 1975; Hunter vd., 1980). Gerek tasiyici gerekse bagirsaklarinda kolonize
olmus halde Y. ruckeri bulunduran baliklarin ellenmesi, asir1 kalabalik halde stoklanmasi,
sudaki amonyak ve diger zararli maddelerin artmasi, oksijen diizeyinin azalmasi gibi
istenmeyen durumlarda enfeksiyon akut bir seyir izlemektedir (Busch, 1978). Yersinia
ruckeri’nin bulagsmasinda portér baliklar 6nemli rol oynamaktadir. Etken bu baliklarin

digkisiyla suya gecmekte ve diger baliklari enfekte etmektedir. Yersiniosis’i gegiren



baliklar portdr olarak kalmaktadir. Bu nedenle hastaligi atlatip, iyilesmis baliklarda
enfeksiyon belirli araliklarla niiksedebilmektedir (Austin ve Austin, 1993).

Obligat, patojen bir bakteri olan Y. ruckeri’nin konak¢i disinda uygun olmayan
kosullarda yasaminit devam ettirebilme 6zelligi patojenite yoniinden onemlidir. Yersinia
ruckeri’nin gol, akarsu ve sedimentte 4 aya kadar yasayabildigi belirtilmistir. Yersinia
ruckeri’nin dis membran proteinlerinin demir baglayici sisteme sahip oldugu ve bu
sistemin enfeksiyonun ilk safhasinda konak¢inin kanindaki demiri baglayarak hemoglobin

ve transferrin gibi proteinlerin olusumunu azalttig1 bildirilmistir (Altun, 2001).

1.3. Yersiniosis (Enterik Kizil Ag1z) Hastahig

Enterik kizil agiz hastalif1 olarak da bilinen Yersiniosis ilk defa 1950’li yillarda
ABD’deki gokkusagi alabalig yetistiriciligi yapilan isletmelerde yiiksek mortaliteye neden
olan, subakut ve akut seyreden, septisemik bir hastalik olarak rapor edilmistir (Ross vd.,
1966). Hastalik diinyanin her bolgesine yayilmis durumdadir (Bullock vd., 1977;
Stevenson ve Daly, 1982; Roberts, 1983; Austin ve Austin, 1993).

Tiirkiye’de Yersinia ruckeri’nin neden oldugu Yersiniosis 1991 yilinda gokkusagi
alabaliginda saptanmis ve alabalik isletmelerinin de g¢ogalmasiyla birlikte hastaligin
goriilmesinde artiglar olmustur. Halen bu hastalik alabalik isletmelerinde yaygin halde
goriilmektedir ve tlilkemizin en 6nemli bakteriyel hastalig1 haline gelmistir (Cagirgan ve

Yiireklittirk, 1991).

1.3.1. Epizootiyolojisi ve Patogenezis

Bu enfeksiyon temel olarak gen¢ gokkusagi alabaliklarinda goriilmektedir. Bununla
birlikte biitiin yabani ve kiiltlir alabaliklar1 hastalia duyarhidir. Hastaliga en duyarh tiir
gokkusag1 alabaligidir. Mortalite, tedavi edilmeyen slirede %?25-75 arasinda seyreder.
Kahverengi alabaliklar ise daha direnclidir, mortalite %5-10 arasindadir. Tekrarlayan
enfeksiyonlarda mortalite genellikle disiiktiir. Enfeksiyonu gegiren baliklarin %60-70’1
portdr olarak kalabilir. Ayrica sazan, sudak ve yilan baliklarinda da enfeksiyon goriiliir
(Busch, 1978; Bullock ve Cipriano, 1990; Austin ve Austin, 1993; Horne ve Barnes, 1999).
Enfeksiyonun baliktan baliga yayilmasi su yoluyla olmaktadir. Etken herhangi bir



semptom olusturmaksizin baligin ince bagirsak, bobrek, dalak ve karacigerinde enfeksiyon
sonras1 60-65 giine kadar lokalize olabilir. Enfeksiyon akut ya da kronik seyredebilir
(Busch ve Lingg, 1975; Busch, 1982). Siddetli epidemiler su sicakligmin 15-18°C’ler
arasinda oldugunda gozlenir. Stres sartlarina bagl olarak degismekle birlikte, hastalik su
sicakliginin aniden yiikselmeye basladigt bahar aylarinda ozellikle genc baliklarda
genellikle perakut ve akut, su sicaklifinin diistiigii sonbahar aylarinda ve bir yasindaki
baliklarda ise kronik seyirlidir (Rucker, 1966; Busch, 1978). Hastaligin ortaya ¢ikmasinda,
yogun stoklama, kirlilik, oksijen yetmezligi gibi baliklarda strese neden olan faktorlerin
onemli rolii oldugu bildirilmistir. Portor baliklarin strese bagli olarak hastaligi yayabildigi,
stres iginde olmayan portorlerin ise hastaligi yayamadigi saptanmigtir (Rucker,1966; Busch
ve Lingg, 1975; Busch, 1978; Rodgers, 1991).

Enfeksiyon populasyonda ilk defa goriiliiyor ise, 15°C su sicakligindaki inkiibasyon
stiresinin 5-7 giin oldugu bildirilmistir. Eger daha Onceden populasyonda Yersiniosis
goriilmiis ve kronik enfeksiyon mevcutsa, stres sartlar1 altinda 3-5 giin i¢inde hastalik
yiiksek bir mortaliteyle sonuglanabilir. Yersinia ruckeri’nin isletmeye girdikten sonra suda,
sedimentte ve ¢amurda uzun silire canli kalabilmesi, hastalikla miicadeleyi

zorlastirmaktadir (Austin ve Austin, 1993).

1.3.2. Hastahi@gin Klinik Bulgular:

Yersiniosis hemorajik septisemi bulgular1 ile seyreder. En ¢ok gozlenen klinik
semptomlar; agiz boslugu, ¢ene etrafi, yiizgec tabanlar1 ve aniis etrafinda goriilen subkutan
hemorajilerdir. Viicudun yan taraflarinda 1-2 mm boyutlarinda hemorajik lezyonlar
gozlenir. Cene ve damakta erozyonlar olusabilir ancak bu lezyonlar her vakada
goriilmeyebilir. Deride pigment kaybi, renkte koyulasma ve pullarda dokiilme onemli
bulgular arasindadir. Gézlerde hemoraji ile birlikte genellikle tek tarafli baslayan ancak
hastaligin ilerlemesiyle birlikte cift tarafli ekzoftalmus goriliir (Bullock ve Snieszko, 1975;
Busch, 1978; Bragg ve Henton, 1986; Austin ve Austin, 1993).

Otopside; peritonun kan damarlarinda konjesyon, dalak, karaciger ve bobrek gibi i¢
organlarda yaygin petesiyal kanamalar gozlenir. Mide ve bagirsakta sarimsi renkte veya
renksiz bir sivi mevcuttur. Dalak biiylimiis ve yumusamis, gonadlar genellikle kizarmis ve
hemorajiktir. Bagirsagin son kismi hemorajik yangili, yogun mukoid materyal ile doludur.

Bobreklerde, karacigerde ve dalakta 6dem sekillenir. I¢ organlardan yapilan ezme



preparatlarda bakteriler mikroskopta yogun sekilde goriilmektedir. Portor baliklar herhangi
bir klinik belirti gostermezler. Yapilan hematolojik incelemelerde eritrosit, hematokrit,
hemoglobin, total plazma protein miktarinda 6nemli oranda azalmalar goériilebilmektedir.
Klinik ve patolojik bulgular 6nem tasimakla birlikte kesin tani, hastalikli organlardan etken
izolasyonu ve identifikasyonu ile gerceklestirilir (Rucker, 1966; Busch ve Lingg, 1975;
Bullock ve Snieszko, 1975; Bragg ve Henton, 1986; Post, 1987).

1.3.3. Hastahgin Teshisi

Bakteriyolojik hastaliklarin teshisi, mikroorganizmalarin morfolojik, biyokimyasal,
fizyolojik, serolojik ve molekiiler 6zelliklerinin incelenmesiyle yapilabilmektedir (Horne
ve Barnes, 1999; Arda vd., 2005). Bakteriyel balik hastaliklarinin teshisinde genellikle
klinik belirtilerin belirlenmesiyle birlikte, bakteriyolojik ve histopatolojik yontemler
uygulanmaktadir. Bakterilerin izolasyon ve identifikasyonunda uygulanan Kklasik
laboratuvar analizlerinin yani sira, gerek insan hekimligi gerekse veteriner hekimlikte
kullanilan cesitli serolojik testler de su iiriinleri hastaliklarinin teshisinde uygulanmaya
baslanmistir (Tanrikul vd., 1996; Kubilay ve Diler, 1999).

Yersiniosis gram negatif septisemilerle benzer semptomlar gostermesi nedeniyle,
klinik ve otopsi bulgularina bakilarak kesin teshis yapilamamaktadir. Kesin teshis; hasta
balik populasyonundan tipik semptom gosteren baliklarin organlarindan genel besi
yerlerine yapilan ekimlerle, 29°C’de 48 saat inkubasyonu takiben siipheli suslarin
izolasyonu ve bakterinin fenotipik ve serolojik oOzelliklerinin tespitiyle yapilmaktadir.
Etken hasta baliklarin bobrek, karaciger ve dalak gibi organlarindan Tryptic Soy Agar
(TSA), Brain Heart Infusion Agar (BHIA) gibi rutin bakteriyolojik ortamlarda aerobik
sartlarda izole edilebilmektedir (Ross vd., 1966; Austin ve Austin, 1993).

Yersinia ruckeri, Shotts-Waltman besi yerinde 1 mm ¢apinda, yesil renkli, konveks,
kenarlar1 diiz koloniler verirler. Kolonilerin etrafinda Tween 80’in hidrolizi nedeniyle 5
mm c¢apa kadar biiyiikliikte buzlu cam goriiniimiinde bir bolge goriildiigii bildirilmistir
(Waltman ve Shotts, 1984). Yersinia ruckeri suslart Riboz Ornitin Dezoksikolat agarda
kirmiz1 zeminde sar1 renkli koloniler olusturmaktadir (Busch, 1982; Stevenson ve Daly,
1982; Arda, 1985; Sanders ve Freyer, 1988; Rodgers, 1991; Horne ve Barnes, 1999).
Yersinia ruckeri’nin kesin teshisi ve identifikasyonu biyokimyasal ve floresan antikor

teknigi (FAT), indirekt enzymelinked immunosorbent assay (ELISA) ve aglutinasyon



teknigi gibi serolojik metodlara dayandirilmalidir (Busch, 1982; Arda vd., 2005).
Fragment-uzunluk polimorfizm (RFLP) (Garcia vd., 1998) ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) (Gibello vd., 1999; Altinok vd., 2001) gibi molekiiler teknikler de
hastaligin teshisinde kullanilabilmektedir.

1.3.4. Hastahigin Kontrolii ve Tedavisi

Balik yetistiriciligi yapilan isletmelerde enfeksiyonlarin ¢ikmamasi igin biitiin genel
koruma oOnlemleri alinmalidir. Olumsuz tiim kosullar diizeltilmeli ve minimal diizeyde
tutulmalidir. Yersiniosis’den korunmada en etkili yol isletmelere hastaliklarin girmesini
engelleyecek tedbirlerin (uygun yetistiricilik kosullarinin saglanmasi, uygun yemleme ve
yemlerin kullanilmasi, enfekte olmus baliklarin karantinaya alinmasi, patojen etken ile
duyarli konake¢1 arasindaki iligkinin kesilmesi) alinmasidir. Ayrica hastaliktan dnce spesifik
bagisiklik olugsmasina olanak veren asilar uygulanmalidir. Bunun i¢in 3 g agirhigin
tizerindeki baliklar banyo tarzinda 30 saniye siireyle asilanabilirler. Bu sekilde yaklagik 6-
12 aylik bir koruma saglanabilir (Ellis, 1988; Arda vd., 2005). Mikroorganizmalar
yumurtalarin yiizeyinde de bulunabileceginden bunlar iyot igeren preparatlarla dezenfekte
edilmelidir. Gerektigi hallerde baliklarin yemlerine koruyucu amagla antibiyotikler ve
vitaminler katilabilir (Arda wvd., 2005). Hastaliginin tedavisinde; sulfamerazin ve
oksitetrasiklin, metilen mavisi ve oksitetrasiklin, bazi sulfanamidler, tiamulin, flumequin,
nalidiksik asit, gentamisin, eritromisin, oksolinik asit gibi antimikrobiyal bilesikler
kullanilmaktadir. Sulfamerazin igeren ilagh yemler 200 mg/kg balik agirli§ina/3 giin siire
ile bunu takiben 3 giin daha 50 mg/kg balik agirlik hesabiyla oksitetrasiklin ilave edilmis
yemler verilmesiyle bagarili sonuglar alinabilecegi bildirilmistir (Ross vd., 1966; Rodgers,
1991; Austin ve Austin, 1993; Kubilay, 1997; Arda vd., 2005). Sulfanamidlerden;
siilfadimetoksin ve ormetoprim karigiminin 50 mg/kg balik agirligina/giinliik doz/5 giin
stireyle, sulfadiazin ve trimetoprim kombinasyonu ise 1 mg/kg balik agirligina/giinliik doz
/14 giin siire ile basarili bir sekilde kullanilmistir. Yine sulfamerazin 66 mg/kg
balik/giinliikk doz/5 giin veya siilfametazin 200 mg/kg balik/giinliik doz/5 giin siire ile
verilebilir. Ayrica; oksolinik asit, 10 mg/kg balik agirligina/giinliik doz/10 giin stire ile
kullanildiginda hastaliga kars1 etkili oldugu ifade edilmistir (Austin ve Austin, 1993; Arda
vd., 2005).
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Balik patojenlerine karsi koruma amacglh asi1 ¢alismalar ilk olarak 1940’11 yillarda
Duff tarafindan ele alinmistir. Daha sonralari, baliklarda yersiniosise karsi fenolle inaktif
hale getirilmis asiyr oral yolla basariyla kullanmiglardir (Ross ve Klontz, 1965).
Giliniimiizde yersiniosise karst enjeksiyon ve immersiyon yoluyla ticari olarak asilama

yapilabilmektedir (Bullock ve Anderson, 1984; Ellis, 1988).

1.4. SDS-PAGE

SDS-PAGE, denatiire edici maddeler (6rnegin; sodyum dodesil siilfat, B-
merkaptoetanol) kullanilarak proteinlerin poliakrilamid jelde ayrilmasini saglayan bir
tekniktir. Bu teknikte proteinler denatiirasyona ugrayarak {i¢ boyutlu yapidan linear yapiya
dontiserek poliakrilamid jelde ayrilirlar (Aslan vd., 2006).

SDS-PAGE’de destekleyici madde (matriks) olarak poliakrilamid yaygin olarak
kullanilmaktadir. ~ Poliakrilamid  jellerin molekiiler elek  ozellikleri  akrilamid
konsantrasyonunun artmasi ile degisir. Poliakrilamid jellerin por biiyiikliigii niikleik
asitlerin ayrilmasinda kullanilan agaroz jellerinkinden daha kiiciik oldugu icin kiiciik
molekiillerin ayrilmasini daha 1yi saglamaktadir. Bu yiizden poliakrilamid jeller, genellikle
niikleik asitlerden daha kiiciik olan proteinlerin ayrilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. SDS-PAGE Jel Elektroforezi (Sekil 1), proteinlerin molekiil agirliginin
belirlenmesinde, safliginin kontroliinde, alt birimlerinin belirlenmesinde, izoenzimlerinin
belirlenmesinde, aminoasit dizisinin tespit edilmesinde, tiirler arasi benzerlik ve
farkliliklarin belirlenmesinde ve genetik hastaliklarin teshisinde kullanilmaktadir (Aslan

vd., 20086).
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Sekil 1. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi ve gii¢ kaynagi

1.5. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkaritler (LPS) ya da lipoglikanlar kovalent bag ile baglanmis lipid ve bir
polisakkarit iceren biiylikk molekiillerdir (Sekil 2). Gram negatif bakterilerin dis
membraninda bulunurlar. Hayvanlarda gii¢lii immun tepki olusturan endotoksinler olarak
etki gosterirler. Lipopolisakkaritler bakterilerin dis zarmin ana bilesenidir ve bakteriyi
kimyasal saldirilardan korurlar. Ayrica hiicre zariin negatif yiiklenmesine yardimci olarak
genel bir stabilizasyon saglar (Ritting, 2004).

Endotoksinlerin klasik 6rnegi, cesitli Gram-negatif bakterilerin dis membraninda
bulunan lipopolisakkaritler veya lipo-oligosakkaritlerdir. LPS ve endotoksin terimleri sik
olarak birbiri yerine kullanilir, LPS’nin ilk kesfedilen endotoksin olmasindan dolay:
1800’li yillarda bakterilerin ortamlarina “ekzotoksin” olarak adlandirilan toksinler
salgiladiklar1 anlasilmigti. Endotoksin terimi, Gram-negatif bakterilerin kendi parcalarinin
da toksisiteye yol acabilecegi kesfine dayanir. Sonraki arastirmalar bu “endotoksin”
etkisinin aslinda LPS’den kaynaklandigin1 gostermistir. LPS disinda bagka endotoksinler
de vardir. Ornegin, Bacillus thuringiensis’de bulunan delta endotoksin bakterinin i¢indeki
endosporun yanibasinda kristal gibi enkliizyon cisimleri meydana getirir. Bunlar bitkileri
yiyen bocek larvalari igin zehirlidir ama insanlara zararsizdir, ¢iinkii onun iglem gormesi
icin gerekli enzim ve reseptorler insanda yoktur (Steward vd., 2006).

Gram-pozitif =~ bakteriler ~— arasinda  endotoksinli ~ tek  bakteri  Listeria

mononcytogenes tir. LPS, lipit A olarak adlandirilan bir lipit boliim ile bir polisakkarit
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zincirden olusur, lipit A onun toksik etkisinden sorumludur. Polisakkarit grubu farkli
bakteriler arasinda biiyiik ¢esitlilik gosterir. Endotoksinlerin molekiiler agirlig: yaklasik 10
kDa olmasma ragmen bunlar 1000 kDa’a varan biiylikliikte obekler olusturabilirler.
Endotoksine maruz kaldiktan sonra insanda ona karsi antikor olusturur ama bunlar
endotoksinin polisakkarit zincire yonelik oldugu i¢in baska endotoksinler igin koruma

saglamazlar (Raetz ve Whitfield, 2002).
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Sekil 2. Gram negatif bakterilerde lipopolisakkarit’in hiicre duvarinda yerlesimi ve
yapisi (Jones ve Spring-Mills, 1988).

1.6. Gram-Negatif Bakterilerin Hiicre Duvar Yapisi

Gram negatif bakterilerin hiicre duvart siki ve capraz bagli peptidoglikanlardan
olusan ve yiiksek i¢ ozmotik basincina karsi hiicre seklini koruyabilen karmasik bir
yapidir. Distan i¢e dogru; dis zar (lipopolisakkarit tabaka), peptidoglikan tabakasi,
periplazmik aralik ve i¢ zar seklinde katmanlagsmistir. Periplazmik aralik dis zarla hiicre
zar1 arasindaki boliimii kapsar. Peptidoglikan, ardr ardina 20-100 adet N-asetilglukozamin

ve N-asetilmuramik asidin olusturdugu zincirlerin {i¢ boyutlu ag1 seklindedir (Babic vd.,
2006).
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Sekil 3. Gram negatif bakterinin hiicre duvar yapis1 (Bauman, 2005)

1.7. D1is Membran Proteini (DMP)

Hiicre zar1 ya da hiicre membrani, hiicrenin dis kisminda bulunan, molekiilleri
ozelliklerine gore hiicre igine alan veya disar1 birakan katmandir. Gram negatif bakterilerde
peptidoglikan tabaka Gram pozitif bakterilere gére daha incedir. Yapist ¢ok benzer fakat
L-lizin yerine, mezodiaminopimelik asid bulunur. Peptidoglikan tabakasinin iizerine bir
lipoprotein tabaka ve bunun da tizerinde bir dis zar bulunur. Dis zar igte fosfolipid, dista
ise lipopolisakkarit katmanindan olusur ve gram negatif bakteri duvarina segicilik 6zelligi
kazandirir. D1g membranda bulunan porin proteinleri (porlar) dis ortamla i¢ ortam arasinda
madde aligverisini saglar. Bu porlar antibiyotik direncinde de rol alirlar. Ornegin
Pseudomonas’larin porlari, E.coli’den 100 kat daha az gegirgen oldugu i¢in antibiyotiklere
oldukca direnglidir. Poru proteinleri ayrica bakteriyofajlar ve bakteriyosinler i¢in de
reseptOr gorevi yaparlar. Dig membran proteinleri kendilerini kodlayan genlere gére DMP

A, B, C, D, F vb. olarak isimlendirilirler (Van der ley vd., 1991).

1.8. Biyokimyasal Teshis Yontemleri

Tiim diinyada kullanilan en yaygin yontem olan bu teshis yontemi yeni 6lmiis ya da
O0lmekte olan baliklardan alinan orneklerin kati besi yeri iizerinde saf kiiltiirlerinin elde
edilmesi ile gerceklestirilmektedir. Ileri asamalarda bu bakteri kiiltiirlerine biyokimyasal

testlerin uygulanmasi ile bakterinin teshisi saglanabilmektedir (Bernardet vd., 1990).
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Mikroorganizmalarin gesitli karbon kaynaklarini (sekerler, alkoller, aminoasitler,
deterjanlar) enerji kaynagi olarak kullanmalar1 ve bu durum sonucu olusan farkliliklarin
tan1 amaciyla kullanilmasi esasina dayali bir metottur. Bu amacgla 1980’11 yillarda birgok
biyokimyasal testi bir arada barindiran test panel sistemleri gelistirilmistir. Analitical Profil
Index (API), bu sistemler igerisinde en yaygin, hizli ve etkin olarak kullanilan sistemler
arasinda goriilmektedir (Amandi vd., 1982). Ancak bu sistemlerin daha ¢ok insan
patojenleri i¢in gelistirilmis olmas1 uygulamada bazi1 yanilmalara sebep olmaktadir.

Fenotipik teshis yontemi olarak da ifade edilen bu tani yonteminde bakterilerin
koloni morfolojisi, gram boyama, hareket gibi 6zelliklerinin yani sira, katalaz, oksidaz,
indol, iire, metil red, voges proskauer, eskiilin, sitrat, arjinin, ornitin, lizin, mannitol,
glikoz, sukroz, mannoz gibi testler kullanilmaktadir. Balik patojeni olan bir¢ok bakteri bu
yontemle teshis edilebilmektedir. Bazi balik patojeni bakteriler i¢in selektif olan besi
yerleri gelistirilmistir (Austin ve Austin, 2007).

1.9. Onceki Cahsmalar

Kiiltlir balik¢iliginin gelisimi ve yayginlasmasiyla birlikte bulasici balik hastaliklar
da artmistir. Bu hastaliklardan kaynaklanan kayiplar1 azaltmak icin patojenlerinin teshisi,
tedavisi ve molekiiler metotlarla tiplendirilmesi ile ilgili yapilan calismalarda artmistir.
Bakterilerin teshisinde kullanilan en yaygin yoOntemlerin basinda biyokimyasal testler
gelmektedir. Klasik biyokimyasal testlerin yaninda API kitleri de kullanilmaktadir. Ancak
Ozellikle gram negatif sitokrom oksidaz negatif enterobakteriler i¢in kullanilan API 20E
kiti inkiibasyon sicakligindan kaynaklanan yanlis sonuglar vermektedir. Yersiniosis son
yillarda gerek bolgemizde gerekse tiim {iilkedeki balik isletmelerinde goriilmektedir.
Bolgemizde hastalik tatli su alabalik isletmelerinde, deniz kafeslerinde yetistiriciligi
yapilan levrek ve alabaliklardan izole edilmistir. Bu hastalik yaz aylarinda ve ani su
sicakligr degisikliklerinde ortaya ¢ikmakta ve Ozellikle yavru ve genc baliklarda yiiksek
6lim yapmaktadir. Erken teshis durumunda hastalik kontrol altina alinabilmektedir. Ayrica
hastaliga kars1 koruyucu agilama da yapilabilmektedir (Ttire, 2011).

Ulkemizde ilk kez 1991 yilinda Denizli B6lgesindeki bir alabalik isletmesinden izole
edilen Yersinia ruckeri varliginin giiniimiizde bolgedeki durumunu ortaya koymayi
amaglayan bir calismada 76 ciftlikten toplam 152 numune alinmis, 13 adet ciftlikte

Yersinia ruckeri tespit edilmistir. En fazla numune Subat ayinda toplanmis, 35 ¢iftlikten 70
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numune alinmig ve 3 ¢iftlikte hastalik teshis edilmistir. Buna karsilik Mayis ayinda 11
ciftlikten 22 numune alinmis, 5 ¢iftlikte hastalik teshisi yapilmistir. Haziran ve Temmuz
aylarinda ise 16 ciftlikten alinan 32 numunenin hi¢birinde hastalik teshisi yapilamamustir.
Oransal olarak en fazla hastalik teshisi mevsimsel su sicakliklarinin degisim gosterdigi
Mayis ayinda yapilmistir. Calisma sonucunda hastaligin bolgede ekonomik anlamda biiyiik
zararlar meydana getirmedigi goriilmiis ancak yersiniozis disinda da baska bakteriyel
enfeksiyonlarin varligi goriilmiistiir (Timur ve Timur, 1991).

2010 yilinda yapilan bir ¢aligmada iilkemizin farkli cografik bolgelerinde bulunan
gokkusagi isletmelerinden izole edilmis olan 19 adet Yersinia ruckeri susunun 2 adet
referans susla (serotip 1 ve serotip 2) karsilastirmal1 olarak fenotipik ve serotipik 6zellikleri
incelenmistir. Yersinia ruckeri suslarmin fenotipik 6zelliklerinin  belirlenmesinde
geleneksel mikrobiyolojik ve API 20E testleri kullanilmistir. Geleneksel mikrobiyolojik ve
API 20E testlerinde bakterinin olduk¢a homojen (API 20E testinde suslar arasinda jelatin
hidrolizi, voges proskauer reaksiyonu, sitrat kullanimi testleri yoniinden farkliliklar
olmakla birlikte) bir yap1 gosterdigi belirlenmistir. Shotts-Watlman Medium (SWM) ve
Riboz Ornitin Dezoksikolat (ROD) selektif besiyerlerinde Y. ruckeri suslarinin spesifik
koloniler olusturdugu saptanmistir. Serotip 1 ve serotip 2 immunserumlar kullanilarak
yapilan mikroagliitinasyon testinde ise lilkemizden izole edilmis olan 19 sustan 18’inin
serotip 1, geri kalan 1 susun ise serotip 2 Ozellikte oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar,
tilkemizde serotip 1 susunun yaygin oldugunu gostermistir (Altun vd., 2010).

Diger bir arastirmada 40 adet Yersinia ruckeri susunun (38 tanesi iilkemizden, 2
tanesi Danimarkadan izole edilmis olan) fenotipik ve antijenik ozellikleri incelenmistir
(Altun, 2001). Yersinia ruckeri suslarinin fenotipik 6zellikleri geleneksel mikrobiyolojik
ve APl 20E testleri kullanilarak incelenmistir. Geleneksel mikrobiyolojik ve API 20E
testlerinde Y. ruckeri suslarinin olduka homojen (API 20E testinde suslar arasinda jelatin
hidrolizi, VP reaksiyonu, sitrat kullanimi testleri yoniinden farkliliklar olmakla birlikte) bir
yapt gosterdigi gorlilmiistiir. Yersinia ruckeri suslarmm antijenik  6zelliklerinin
belirlenmesinde SDS-PAGE ve immunoblotting testlerinden yararlanilmigtir. SDS-PAGE
analiz sonucunda Yersinia ruckeri suslarinin hiicre protein profillerinin oldukga benzer
olduklart (%95,9 - %100) ancak serotip 2 izolatlarinin 33 kDA molekiil agirliginda farkli
bir major bant igerdikleri saptanmigtir. Immunoblotting analiz sonucunfa ise Y. ruckeri
suslarinin antijenik yonden farkli olmadiklari, 35-42 kDA’lik aralikta bant olusturduklari
goriilmistir (Altun, 2001).
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Cesitli hayvan tiirlerine ait etlerin ve bu etlere yapilan katki seviyelerinin
belirlenmesi amaciyla, bazi et proteinlerinin ayiriminda SDS-PAGE  teknigi
kullanilabilmektedir. Et tiirlerinin ayiriminda spesifik protein bantlar1 kullanilmustir.
Arastirmada ¢ig sigir, domuz, koyun ve at etleri ayr1 ayr1 ve agirliklarina goére mubhtelif
seviyelerde ikili karigimlar seklinde hazirlanmistir. Hazirlanan 6rneklerdeki tiir ¢esidi ve
bunlarin yiizde nispetleri SDS-PAGE teknigi ile protein profilleri yine molekiil 6zellikleri
bilinen standart protein markirlar1 ile karsilastirilarak, teshis ve tespitler
gerceklestirilmistir. SDS-PAGE tekniginin, et karisimlarindaki tiirlerin ve bunlarin
karigimlardaki oranlarmin % 5-10’a kadar tespitinde basar1 ile kullanilabilecegi ortaya
konmustur (Ekici ve Akytiz, 2003).

Yersinia ruckeri’nin 135 izolatinin dis membran profilleri, dokuz farkli Avrupa
tilkesinden (100 izolat), kuzey Amerika’dan (23 izolat), Avustralya’dan (6 izolat), giiney
Afrika’dan (2 izolat) ve 4 referans susu olmak tizere 135 susu SDS-PAGE’te incelenmistir.
Izolasyon sonrasi dis membran proteinlerinin stabil ve OMP profillerinde higbir
varyasyonun olmadig1 goriilmiistiir. 39.5 kDa peptidoglikan iligkili protein disinda biiyiime
dongiisiiniin ¢esitli evrelerinde herhangi bir varyasyon goriilmemistir. Bu calisma dis
membran protein analizinin Y. ruckeri igin yapilan epidemiyolojik caligmalarda yararl

oldugu gosterilmistir (Davies, 1991).

1.10. Calismanin Onemi ve Amaci

Ulkemizde su iiriinleri sektorii hizla gelismekte olup, havuzlarda, baraj golleri ve
denizlerdeki ag kafeslerde giderek artan sayida isletme faaliyete gegmektedir. Yersiniosis,
alabalik isletmelerinde o6zellikle yavru doneminde Onemli kayiplara neden olan ve
septisemi ile seyreden bakteriyel bir hastaliktir. Son zamanlarda hizla alabalik
isletmelerinde yayilan yersiniosis, iilkemizde ciddi bir problem haline gelmistir Ayrica,
Yersiniosiz hastaliginin biitiin  salmonidlerde hastalik meydana getirdigi ve biyiik
ekonomik kayiplara sebep oldugu bilinmektedir.

Proteinlerin analizi i¢in en fazla kullanilan yontemlerden birisi SDS-PAGE olup,
proteinlerin karakterizasyonunda ve karsilastirilmalarinda kullanilan bir yontemdir. Bu
yontem, proteinlerin molekiil agirliklarinin  belirlenmesinde, proteinlerin safliginin
kontroliinde, tiirler aras1 benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesinde, genetik hastaliklarin

teshisinde kullanilmaktadir.
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Bu aragtirmada Yersinia ruckeri bakterisinin farkli iilke ve bdlgelerden izole edilen
40 susu’nun lipopolisakkarit ve dis membran proteinlerinin sodyum dodesil stilfat
poliakrilamid jel elektroforezinde analizi yapilarak tiirler arasi1 benzerlik ve farliliklar

belirlenmistir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1. Bakteri Ornekleri

Bu calismada LPS ve DMP profillerinin incelenmesi amaci ile 40 adet Y. ruckeri
izolat1 kullanilmistir. Bu suslar farkli yillarda iilkemizdeki c¢esitli bolgelerden ve
yurtdisindan gokkusagi alabaliklarindan izole edilmistir. Bu izolatlarin toplanildig: yillar

ve isimler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan Yersinia ruckeri suslarinin izole edildigi yer, yil ve temin

eden kisiler.

Referans No (sus) Ulke ve Y1l Koleksiyon
Referans suslar

NCIMB 1315 1965 NCIMB
ATCC 29473 1975 ATCC
Serotip suslar

3018 (serotip 1) Italya , 2003 A. Manfrin
3019 (serotip 2) Italya , 2003 A. Manfrin
3020 (serotip 3) Italya , 2003 A. Manfrin
Diger iilkelerden izole edilen suslar

691/97 Italya , 1998 A. Manfrin
GA97016 ABD, 1997 K. Hayden
ALG 94-88 ABD, 1994 K. Hayden
LV-01 ABD, 2008 K. Hayden
ALG 94-883 ABD, 1994 K. Hayden
MSA 3016 ABD, 2006 K. Hayden
MO 688 ABD, 1997 K. Hayden
GA 9707 ABD, 1997 K. Hayden
GA 97126 ABD, 1997 K. Hayden
GA 99045 ABD, 1999 K. Hayden
GA 9804 ABD, 1998 K. Hayden
Tiirkive'den izole edilen suslar

ANT10 Antalya, 2005 Laboratuvar
ANT117 Antalya, 2003 Laboratuvar
DEN12 Denizli, 2005 Laboratuvar
EL14 Elaz1g, 2001 E. Seker
ISYrl Isparta, 2006 Laboratuvar
1Yr2 Istanbul, 2008 N. Turk
KA012 Kayseri, 2008 Laboratuvar
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KM27 Kahraman Maras,2002 Laboratuvar
L14 Zonguldak, 2006 Laboratuvar
M22 Mugla, 1999 H. Cagirgan
M45 Mugla, 2000 H. Cagirgan
M72 Mugla, 2002 H. Cagirgan
M84 Mugla, 2005 H. Cagirgan
ME128 Mersin, 2007 S. Ozer

ME17 Mersin, 2007 S. Ozer

RARDE-07-1 Rize, 2007 Laboratuvar
SAYrl4 Sakarya, 2004 Laboratuvar
TMP 08-9 Trabzon, 2007 Laboratuvar
TCO-07-10 Trabzon, 2007 Laboratuvar
TSE-07-5 Trabzon, 2007 Laboratuvar
TA-07-12 Trabzon, 2007 Laboratuvar
TT-07-2 Trabzon, 2007 Laboratuvar
Yrll8 Antalya, 2007 Laboratuvar
Yrnif Izmir, 2000 N. Turk

2.1. Lipopolisakkarit izolasyonu

Yersinia ruckeri izolatlar1 -80 °C’de stok kiiltiir ortamindan ¢ikartildiktan sonra steril
0ze yardimiyla TSA’ya ekildi. 29°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra LPS izolasyonu
islemine gecildi. Y.ruckeri ekimi TSA ¢ogaldiktan sonra koloniler fosfat tamponlu PBS
icerisine konularak bakteri yogunlugu ortalama 1,0 OD olacak sekilde spektrofotometrede
(Shimadzu UV 2550, Japonya) 525 nm dalga boyunda ayarlandi. Yogunlugu ayarlanan
bakteri 1,5 ml’lik tliplere pipet yardimiyla alind1 ve 3000 g’de 4 dakika santrifiij edildi,
¢oktiirtildii. Stipernatant kismi atildiktan sonra peletler 200 pl Laemmli buffer (%2 SDS,
%10 gliserol, %5 B-mercaptoethanol, %0,01 bromophenol blue, 60 mM Tris—HCI; pH 6,8)
ile karigtirild1 ve 10 dakika 90°C’de kaynatildi. Sonra sogutulan 6rnekler tizerine 1,5 ul
Proteinaz K (25 mg/ml) eklendi ve 60°C’de 90 dakika inkiibe edildi. SDS-PAGE i¢in
%4’lik yiikleme ve %]12’lik yiiriitme jeli hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler SDS-PAGE’e
yiiklendi ve 150 V 35 mA akimda 70 dk. yiiriitiildii (Romalde vd., 1993).
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2.3. Dis Membran Protein izolasyonu

Bir giin 6nceden bakteri ekimi yapildi ve bakteri PBS (137 mM sodyum Kloriir, 2,7
mM potasyum kloriir, 10 mM disodyum fosfat ve 1,8 mM potasyum fosfat, pH 7.4)
icerisinde yogunlugu 525 nm dalga boyunda 1,0 OD olacak sekilde ayarlandi. Ornekler
prob sonikat6r (Sonics Vibra-Cell, VC 505, USA) yardimiyla bir dakika buz igerisinde
sonikasyona tabi tutulduktan sonra santrifiij edildi. Bakteri siispansiyonu 1,5 ml’lik tiiplere
alindi. 3000 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kismi dokiildi. Tiipteki ¢oken
kismin iizerine Laemmli buffer konuldu ve 10 dakika kaynatildi. Kaynatmadan sonra
sogutulan ornekler tizerine 1,5 pl Proteinaz K (25 mg/ml) eklendi ve son olarak 60°C’de
60 dakika inkiibe edildi. Hazirlanan 6rnekler SDS-PAGE’e yiiklendi ve 150 V 35 mA
akimda 70 dakika yiiritme tamponunda (25 mM Tris Base, 192 mM Glycine, %0,1 SDS)
yiriitiildii (Davies, 1990).

2.4. SDS-PAGE Yonteminde Kullanilan Cozelti ve Jellerin Hazirlanmasi

2.4.1. Amonyum Persiilfat (%610 APS)

100 mg amonyum persiilfat tartilarak tizerine 1ml saf su konuldu. Her giin taze

olarak hazirland.

2.4.2. Akrilamid/Bis (%30 T, %2,67 C)
14,6 g akrilamid tartilarak 50 ml saf su ile tamamlandi. 0,4 g N’N’-metilen-bis-
akrilamid tartilarak 50 ml saf su ile tamamlandi. Bu ikisi karistirilarak tizerine 150 ml saf

su konularak 250 ml’ye tamamlandi. 4 °C’de karanhikta saklandi. Bu ¢ozelti oda

sicakliginda koyu renkli sisede 2-3 ay muhafaza edilebilir.

2.4.3. Sodyum Dodesil Siilfat (%610 SDS w/v)

1 g SDS tartilarak tizerine 9 ml saf su konuldu ve 10 ml’ye tamamlandi.
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2.4.4, Fix/stop Soliisyonu

25 ml glacial asetik asid lizerine 225 ml saf su konularak 250 ml’ye tamamlandi.

2.4.5. Giimiis Boyama Soliisyonu

1 g silver nitrat, 1,5 ml %37 formaldehit, 1000 ml saf su ile tamamlandi.

2.4.6. Developer Soliisyonu

1,5 ml %37 formaldehit, 200 uL 10 mg/mL sodyum tiyosiilfat, 30 g sodyum

karbonat, 1000 ml saf su ile tamamlandi.

2.4.7. Giimiis Boyama Asamalari
LPS ve DMP izolasyonu yapilan Y. ruckeri suslarinin SDS-PAGE’de yiiriitme
isleminden sonra, jeldeki bantlarin gorliniimii i¢in glimiis boyama teknigi kullanildi. Bu

yontem Tablo 2’de gdsterilen asamalar takip edilerek yapilmistir.

Tablo 2. Giimiis boyama yontemi

Asama Soliisyon Siire

A fix/stop sollisyonu 30 dakika
B saf su 2 dakika
c B'yi 2 kere tekrarla 2x2 dakika
D staining sollisyonu 30 dakika
E saf su 10 saniye
F gelistirici su (4-10 C) gfnﬁg(gdealillﬁaa)
G fix/stop soltisyonu* 10 dakika
H saf su 2 dakika
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2.4.8. Resolving Jel (Alt Jel)

Alt jel %4°lik hazirlandi. 6,1 ml DDI H20, 1,3 ml %30 Acrylamide/Bis, 2,5 ml Jel
bufer, 0,1 ml %10 (w/v) SDS. 50 ul %10 APS ve 5 ul TEMED konuldu. Bu jel

yiiklemeden bir saat 6nce hazirlandi.

2.4.9. Stacking Jel (Ust Jel)

Ust jel %12°1ik hazirlandi. 3,4 ml DDI H20, 4,0 ml %30 Acrylamide/Bis, 2,5 ml Jel
bufer, 0,1 ml %10 (w/v) SDS. 50 ul %10 APS ve 10 pl TEMED konuldu. Bu jel
yiiklemeden yarim saat dnce hazirlandi. Jel cam plaklar arasina konulduktan sonra {lizerine

hava ile temasinin kesilmesi ve daha ¢abuk polimerizasyonu i¢in ethanol konuldu.

2.4.10. izolatlarin Biyokimyasal Karakterlerinin Belirlenmesi

Yersinia ruckeri izolatlarinin biyokimyasal karakterlerinin belirlenmesi amaciyla bu
izolatlara Y. ruckeri’nin tanimlanmasi i¢in tiim izolatlara ornitin dekarboksilaz (O), arjinin
dihidrolaz (ARGQG), lizin dekarboksilaz (Lys), sitrat (CiT), tireaz (U), triptofan deaminaz
(TDA), voges proskauer (VP), jelatin (GEL), eskulin hidrolizi (ESC), motility (MOT),
glikoz fermentasyonu (GLU), mannitol (MAN), sorbitol (SOR), amygdalin (AMY),
inositol (INO), ramnoz (RHM), sukroz (SUC), melibioz (MEL), laktoz (LAK), ksiloz
(XYL), metil red (MR) ve arabinoz (ARA) biyokimyasal testleri yapilmistir. Ayrica Tiim

izolatlarin kanl agarda hemolizi olusumu testi yapildi (Benson, 1985).

2.4.11. LPS ve DMP Profillerinin Analizi

Bantlarin analizi Bionumerics Gelcompar Il software’i (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium) kullanilarak yapilmistir. Farkli izolatlarin bantlar1 arasindaki
benzerlik, %2,5 tolerans ve %]1 optimizasyon yapilarak Dice benzerlik katsayisi ile
hesaplanmistir. Kiimeleme analizi ilede dendrogram [unweighted pair-group method with

arithmetic mean (UPGMA)] olusturulmustur.



3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Test Sonuc¢lar1

Y. ruckeri’nin tanimlanmasi i¢in Yyapilan klasik testlerle ilgili sonuglar incelendiginde
Y. ruckeri izolatlarinin fenotipik 6zelliklerinin biiyiik 6l¢lide benzer oldugu goériilmistiir.
Tim izolatlarin kanli agar besiyerine ekimi yapildiginda alfa hemolizi olusturdugu
gbzlenmistir. Tiim izolatlarda sitokram oksidaz negatif ve katalaz pozitif, HzS, inositol,
ramnoz, sukroz, amygdalin, melibioz ve laktoz negatiftir. 1Yr2, 1ISYrl, ME17 ve EL14
digindaki tim izolatlarda bakterilerin oksijeni fermente ettigi (O/F testi pozitif)
saptanmigtir. Sorbitol testi yoniinden kullanilan referans suslardan NCIMB1315, 3020 ve
3018’in sorbitolii fermente ederek pozitif sonu¢ verdigi, 3019 adli susun negatif sonug
verdigi goriilmiistir. Sorbitolii fermente etme Gzelliklerine gore biyotip 1 ve biyotip 2
olarak izolatlar iki grupta toplanmustir. Alt1 Y. ruckeri izolat1 Biyotip 1 olarak belirlenirken
diger 34 izolat ise sorbitolu fermente etmediginden Biyotip 2 olarak bulunmustur.
Hareketlilik yeteneklerine gore ise kirk izolatin pozitif sonu¢ verdigi gorilmiistiir. Y.
ruckeri suslarinin onsekizinin Tween 20 ve Tween 80’1 hidrolize edemedigi goriilmiistir

(Tablo 3).
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Tablo 3. Yersinia ruckeri izolatlarmin Biyokimyasal Karakterizasyon Test Sonuglari.

Biyokimyasal Testler

% — o 2 v kE L g
Suslar Yer 0 % > E > |<D—E S o 2 < § é g g 9 s X ﬁ % %’
NCIMB1315 + - - + - - + + + + + - - -+ o+ - + + +
3020 ftalya + - - + - -+ - S S T T S S S
3018 ftalya + - - + - -+ - S T S R
3019 Italya + - - + - -+ - + o+ - - - -+ o+ - -+ +
Biyotip 1 (sorbitol fermentasyonu)
L14 Zonguldak  + - + - - + + + + + + o+ +
GA97016 ABD + - - + - - + + - - -+ - - -
TA-07-12 Trabzon + - + + + - - - + + + o+ -+ -+ - - -
GA 97126 ABD + - + + - -+ - + -4+ + -+ + o+ O+ - - -
MSA 3016 ABD + - + - - - + + + - - - + - - + +
TT-07-2 Trabzon + - + + + - - - + + + + -+ - + - - -
Biyotip 2 (sorbitol fermentasyonu)
TSEO075 Trabzon + + - - - - + - + + - + -+ o+ - + - - -
ALG 94-88 ABD + - + + + -+ + + o+ - - - -+ o+ - -+
LV-01 ABD + - + + + - + + + + - - - -+ o+ - + o+
ALG 94-883 ABD + - + + + - + + + + - - -+ o+ o+ - - - -
'26‘9-235 ABD + - + + - -+ - + + - + -+ + o+ 4+ -+ +
MO 688 ABD - - + + + -+ + + + - - -+ o+ o+ - - - -
GA 9707 ABD + - + + -+ - + - - + - -+ o+ o+ -+
GA 99045 ABD + - + + - -+ + + - - + - -+ o+ o+ -
GA 9804 ABD + - + + + - + - + - - + - -+ o+ o+ - - -
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Tablo 3’Un devami

Biyokimyasal Testler

Suslar oo g ¢ 5 5 85e @ 2 %8 85%6¢yx 3§ 8
< - o = O 0 = o » < 63 2 X W gz 2
RARDEOQ71 Rize + - - - - - + - + + - - + +
TCO0710 Trabzon - - + - - - + - + + - - + +
TA0712 Trabzon + + - - - + - + + - - +
Kfe691/97 Italya + - + - + + + + + + . -
M22 Mugla + + + - + - + + + + + +
M45 Mugla + + + - + + + + + + +
M72 Mugla + - + - + + + + + + + +
M84 Mugla - + - - - - - - + } + +
KMm27 Maras + + - + + + + + + - -
Yrll8 Antalya - - + - + + + - + + . N
SAYrl4 Sakarya + + - - + + + + + + - -
ANT117 Antalya - - + + - + + - + + - -
1Yr2 Istanbul - - + + + + + - - ¥ - -
Yrnif [zmir + + - + + + + + - -
ANT10 Antalya + + - + + + + + - -
DEN12 Denizli + + + - - - + + + + + +
KA012 Kayseri - - + - - + - - + +
ISYrl Isparta + + + - + - + + - + - -
ME17 Mersin + + + - - - + + + + + +
EL14 Elazig + + + - - - + + + + + +
ME128 Mersin - + + - + - + + + + - -
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3.2. SDS-PAGE Analiz Sonuglar:

Ulkemizdeki farkli bolgelerden ve diinyanin farkli iilkelerinden izole edilen ve Y.
ruckeri oldugu biyokimyasal testler ve API 20E kiti ile tanimlanan 40 izolatin LPS ve
DMP izolasyonu yapildiktan sonra SDS-PAGE teknigi kullanilarak suslar arasindaki
benzerlikler karakterize edilmistir (Sekil 4). Y. ruckeri suslarinin LPS ve DMP profilleri,
glimilis boyama yapildiktan sonra goriintiilenmis ve fragmantlarin molekiil agirliklarina

gbre ayrimi yapilarak suslar arasi farkliliklar ve benzerlikler belirlenmistir.

M 1 2 3 45 6 78 M1 2 3 45 6 7 8

=

A B
Sekil 4. SDS-PAGE ham goriintiileri 6rnek sekiz sus (A: Lipopolisakkarit, B: Dis zar
proteini, M: Marker)
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GA 9707 ABD

Sekil 5. Lipopolisakkarit dendogrami
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Kirk adet Y. ruckeri susunun LPS profillerinin SDS-PAGE’de analizi sonucu 3 ile 20
arasinda farkli fragmentler olusarak 14 adet farkli kiime belirlenmistir (L1-L14). Bu
sonuglara gore izolatlar aras1 benzerlik oranlar1 ¢ok yiiksek degildir (< %60). Amerikadan
izole edilen Alg94-88 susu ile LV-01 susu %62 benzerlik orami ile L1 kiimesini
olustururken, 691-97 (Italya), NCIMB 1315 referans sus, GA97016 (Amerika) EL14
(Elaz1g), 3018 (italya), M22 (Mugla) ve MSA3016 (Amerika) suslarida L2 kiimesini %66
benzerlikle olusturmuslardir. L1 ve L2 kiimeleride birbirleriyle %50 benzerlik
gostermektedirler. L3 kiimesini Mersin (ME17), Amerika (Alg9480), Izmir (Yrnif) ve
Antalya (Antl10) suslart olusturmakta ve bu suslar ATCC 29473 referans susu ile %52
iligkilidir. Denizli (Den12) Mugla (M45), Trabzon (TT0712, TT0702) ve Mersin (ME128)
suslarida L4 kiimesini olusturmaktadirlar. Trabzon (TSE075, TCO0710), Isparta (ISYrl)
ve Elazig (L14) suslar1 da Italya (3019) susu ile iliskili olup, L5 kiimesini olusturmustur.
L6 kiimesini ise M84 ve Iyr2 suslart %66 benzerlikle olusturmustur. L7 ise SaYrl4, M72,
Yrl118 ve Antl17 suslar tarafindan olusturulurken, LS ve L6 kiimeleri de birbirlerine %50
benzemektedirler. L8 kiimesi de %54 benzerlikte Kayseri (Ka012) ve Trabzon (TMP089)
suslarindan olusmaktadir. 3020 Italya susu da tek basma L9 kiimesini olusturmustur ve
diger suslarla %40 benzerdir. L10 ve L11 kiimelerini Amerikan suslar1 olustururken L12
kiimesini Rize (RARDEOQ71) ve Kahraman Maras (KM27) suslar1 olusturmustur. GA9707
(Amerika) izolat1 ise diger tiim izolatlardan uzak ulup tek basina L14 kiimesini
olusturmustur (Sekil 5).

Kirk adet Y. ruckeri susunun DMP profillerinin SDS-PAGE’de analizi sonucu 6 ile
29 arasinda farkli fragmentler olusarak 14 adet farkli kiime belirlenmistir (D1-D14). Bu
sonuglara gore suslar arasinda benzerlik oranlarinin diistik oldugu tespit edilmistir (< %80).
D1 kiimesi benzerlik oranlar1 %90 olan GA9804 (ABD) ile MO0688 (ABD) suslarindan
olusmaktadir ve IYr2 (Istanbul) susu bu iki sus ile %55 benzerdir. D2 kiimesi benzerlik
oranl %82 olan GA99045 (ABD) ile GA97126 (ABD) susunu igermektedir ve GA9707
(ABD) susu ile bu izolatlar arasinda %75 benzerlik vardir. EL14 (Elazig) susununda bu
izolatlarla arasinda %65 oraninda bir benzerlik tespit edilmistir. D3 kiimesi 10 ABD
susundan 3 tanesini icermektedir. ALG94-80 (ABD) ile
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Sekil 6. Dis membran proteinlerinin dendogrami
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MSA3016 (ABD) suslar1 arasinda %95 benzerlik bulunmaktadir ve bu iki susun ALG94-
88 (ABD) susu ile %80 benzerligi tespit edilmistir. D4 kiimesi, benzerlik oranlar1 %100
olan RARDEOQ71 (Rize) ile M22 (Mugla) suslarindan olusmaktadir ve bu suslar 3018
(Italya) susu ile de %75 benzer bulunmustur. D5 kiimesi GA97016 (ABD) susu ve 3019
(Italya) susu arasinda %80 benzerlik goriilmiistiir ve 691-97 (italya) ile bu iki sus arasinda
%75 benzerlik tespit edilmistir. Dért Italya susunun ikisi bu kiimede bulunmaktadir. D6
kiimesi, benzerlik oran1 %70 olan TSE075 (Trabzon) ve ISYrl (Isparta) suslarindan
olugmaktadir. L14 (Zonguldak) susuda bu iki sus ile %65 oraninda benzerdir. D7 kiimesi
benzerlik oran1 %70 olan TTO0702 (Trabzon) ve TMP089 (Trabzon) suslarindan
olusmaktadir. D8 kiimesi benzerlik oran1 %85 olan DEN12 (Denizli) ve M45 (Mugla) ve
bu iki susa %80 oraninda benzeyen TA0712 (Trabzon) susundan olusmaktadir. D9 kiimesi
ise benzerlik orant %90 olan M84 (Mugla) ve Yr118 (Antalya) suslarindan ve bunlara %70
oraninda benzeyen KAQ012 (Kayseri) susundan olusmaktadir. D10 kiimesi ise SaYrl4
(Sakarya) ve ANT117 (Antalya) susu ile birbirine %90 oraninda benzerdir. D11 kiimesi,
benzerlik oran1 %100 olan YrNif (Izmir) ve ANT10 (Antalya) susundan olusmaktadir ve
bu iki sus ile M72 (Mugla) birbilerine %80 orarninda benzerdirler. D12 kiimesi referans
suslardan NCIMB1315 ile 3020 (italya) suslarindan olusmaktadir. D13 kiimesi benzerlik
oranlar1 %85 olan LV0O1 (ABD) ile ATCC29473 (ABD) suslarindan olusmaktadir. Bu iki
Y. ruckeri susunun benzer olugunu gostermektedir. D14 kiimesi iki tane Mersin, referans,
Kahramanmaras ve bir Trabzon susundan olusmaktadir. Bu suslarin diger suslar ile

benzerlik oranlar1 oldukga diistiktiir (Sekil 6).



4. TARTISMA

4.1. Biyokimyasal Test Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Yersiniozis, alabalik isletmelerinde oOzellikle yavru doneminde iilkemizde ve
diinyada 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle bircok arastirmaci bu hastaligin
epidemiyolojisi hakkinda arastirmalar yapmuslardir. Ulkemizde yurt ici ve yurt disindan
izole edilen Y. ruckeri izolatlar1 arasinda epidemiyolojik iliski bakimindan yeterince
arastirma yapilmamistir. Bu nedenle hastaligin kaynaginin ne oldugu, nereden ve nasil
yayildigi arastirilan konulardir. Bakterilerin serotip farkliliklari sorbitolii fermente etme
yetenegi ile ilgilidir (Bullock ve Cipriano, 1990; Diler, 2004). Bu ¢aligmada kullanilan 40
izolatin tiremesi 29°C’de saglanmistir. Bakterilerin sorbitolii fermente etme 6zelliklerine
gore suslar biyotip 1 ve biyotip 2 olarak siniflandirilmistir.

Yersinia ruckeri suslartyla yapilan galismalarda; suslar arasinda serolojik farkliliklar
olmasina ragmen, fenotipik 6zelliklerinin ¢ok benzer oldugu belirtilmistir. Y. ruckeri’nin
fenotipik oOzelliklerinin belirlenmesinde, klasik mikrobiyolojik testler ve API 20E hizh
teshis kiti kullanilmaktadir (Austin ve Austin, 1999; Horne ve Barnes, 1999; Davies ve
Frerichs, 1989). Bu arastirmada geleneksel biyokimyasal testleri kullanarak elde edilen
sonuglar agisindan suslar arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar gortilmemistir. Bu yoniiyle izole
edilen Y. ruckeri suslart homojen bir yap1 géstermistir. Elde edilen biyokimyasal sonuglar,
tilkemizde daha oOnce Y. ruckeri ile yapilan galismalarla benzesmektedir (Cagirgan ve
Yireklitiirk, 1991; Savaser ve Diler, 1997; Candan ve Yazici, 2000).

Yapilan arastirmalarda, bazi Y. ruckeri suslarinin tween 80’1 hidrolize edemedigi
bildirilmistir (Bullock vd., 1978; Davies ve Frerichs, 1989; Austin ve Austin, 1999).
Davies ve Frerichs (1989), hareketsiz Y. ruckeri suslarinin tween 80’1 hidrolize edemedigi,
Bush (1982) ise, hareketlilik ile tween 80 hidrolizi arasinda bir iliskinin olmadigim
bildirmistir. Cagirgan (1991), ¢alistigi 20 adet Y. ruckeri susunun hepsinin hareketli
oldugunu, ancak bu suslardan bir kisminin tween 80’1 hidrolize etmedigini saptamistir. Bu
calismada ise, 40 adet Y. ruckeri susunun hepsinin hareketli oldugu ve 40 susdan 18’inin
Tween 80’1 ve Tween 20’yi hidrolize edemedigi tespit edilmistir. Tween 80’1 hidrolize
etmeyen 18 susun hareketli olmas1 Davies ve Frerichs’dan ayrilirken, Bush (1982) ve

Cagirgan (1991) ile benzerlik gostermistir.
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Yersinia ruckeri’nin biyokimyasal 6zellikler bakimindan homojen karakterde olup
bazi suslarda metil red, voges proskauer, lizin dekarboksilaz, arjinin dihidrolaz ve laktoz
fermentasyon testlerinde farkliliklar goriilebildigi bildirilmektedir (Ross vd., 1966;
Stevenson vd., 1993; Wobeser, 1973). Bu ¢alismada da kullanilan izolatlardan VP testinin
40 susdan 10 tanesinin negatif sonug verdigi, Lys testinin 40 susdan 26’sinin pozitif sonug
verdigi, ARG testinin 40 susdan 8 tanesinin pozitif sonug verdigi tespit edilmistir. Yersinia
ruckeri 22°C’de inkiibe edildiginde katalaz, metil red, sitrat kullanimi, ornitin
dekarboksilaz testlerinin pozitif, sitokrom oksidaz, indol {iretimi, H>S iiretimi, iireaz,
glikozdan gaz {retimi testlerinin negatif oldugu bildirilmektedir (Bercovier, 1984).
Geleneksel yontemlerin disinda API 20E testinin de kullanilabilecegi bildirilmistir (Santos
vd., 1993). Fakat APl 20E testinde arjinin dihidrolaz, sitrat kullanimi, voges proskauer,
jelatin ve sorbitol testlerinin hatali pozitif veya negatif sonu¢ verebilecegi ve etkenin
Hafnia alvei ile karisabilecegi belirtilmektedir (Davies, 1991; Rintamaki, 1986; Santos vd.,
1993; Stevenson ve Daly, 1982).

Yersinia ruckeri suslarinin teshisinde, klinik gézlemler, geleneksel testler ve API
20E hizli teshis kitinden yararlanilmistir. Geleneksel mikrobiyolojik testleri kullanarak
elde edilen sonuglar agisindan Y. ruckeri suslarinin fenotipik 6zelliklerinin biiyiik 6l¢tide
benzer oldugu goriilmiistiir. API 20E sonuglarina gore Y. ruckeri suslart arasinda lizin
dekarboksilaz ve jelatin hidrolizi testlerinde; geleneksel testler acgisindan bakildiginda
Voges Proskauer testlerinde farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte lizin
dekarboksilaz testinde suslarin %32’sinin negatif oldugu tespit edilmistir. Y. ruckeri suslar
arasinda lizin dekarboksilaz testi agisindan farkliliklar olabilecegini ve suslarin %88’inin
pozitif oldugunu bildirilmistir. Ayni1 arastirmacilar, Y. ruckeri suslari arasinda jelatin
hidrolizi testi sonucunda suslarin %352’sinin pozitif oldugunu bildirilmistir (Horne ve
Barnes, 1999). Ayrica Y. ruckeri Serotip 2’de VP testinin pozitif oldugunu bildirilmistir
(Romalde vd., 2003). Bu ¢alismada ise Y. ruckeri suslarmin VP testinin pozitif sonug
verdigi her susun serotip 2 6zellikte olmadig1 tespit edilmistir.

Yersinia ruckeri serotipleri arasinda sorbitolii fermente etme yeteneginin
degisebilecegi, serotip 2 suslarin sorbitolii fermente etme yetenegiyle diger serotiplerden
ayrilabilecegi belirtilmistir (Schill vd., 1984; Horne ve Barnes., 1999). Buna gore biyotip
1’de ¢ikan pozitif sonuclar, alt1 izolatin serotip 2 6zellikte oldugunu ve biyotip 2’de ¢ikan

negatif sonuglar, otuz izolatin serotip 1 dzellikte olmalarindan kaynaklanmaktadir.
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4.2. SDS-PAGE Sonug¢larimin Degerlendirilmesi

Proteinlerin analizi i¢in en fazla kullanilan yontemlerden birisi SDS-PAGE olup
proteinlerin karakterizasyonunda ve karsilastirilmasinda kullanilan bir yontemdir (Altintas,
1991; Altintas ve Yolasigmaz, 1997). Izole edilen bircok susun birbirleriyle
karsilastirilmasi, suslar arasinda ayrimi gelistirmek ve suglarin teshisinin dogrulugunu
ispatlamak zorunlulugunu gilindeme getirmistir. Siniflandirmaya yonelik ilk caligmalar
genelde morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyon temel almarak yapilmistir. Ozellikle
fenotipik o6zellikler suslarin  ayrimi igin yeterli olmadigindan degisik metodlar
gelistirilmistir (Bagce1 vd., 1991). Mikrobiyal sistematikte protein jel elektroforezi, 6zellikle
ayn tiirler veya alt tiirlere ait suslarin hiicresel proteinlerin karsilastirilmasi ve ayrimi i¢in
hassas bir teknik olarak yillardir kullanilmaktadir (Bruce ve Jordens, 1991; Cokmiis ve
Yousten, 1994; Kampfer, 1995; Nick vd., 1999).

Bu ¢alismada Y. ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesi amaciyla SDS-PAGE
metodu optimize edilerek kullanilmistir. Bu ¢alismada benzerlik orami diisiik bulunan Y.
ruckeri suslar1 LPS analizinde ve DMP analiznde 14 kiimede toplanmistir. Bu da suslar
arasinda onemli heterojenitenin oldugunu gostermektedir. Benzerlik oranlart diisiik bu
izolatlarin ¢ogunun birbirine uzak alanlardan elde edilmesi ve bakteri suslarinin mutasyon
ve benzeri bazi olaylar sonucu genetik yapilarinda degisiklik olabilecegini akla getirebilir.
LPS profillerinin degerlendirmesinde, 10 tane ABD susunun genel olarak L1, L2, L4, L5
ve L13 kiimesinde bulundugu tespit edilmistir. L13 kiimesinde 4 tane ABD susu
bulunmaktadir. Bu kiimedeki suslarin digerlerinden 6nemli derecede ayrilmasi bakterilerin
ayn1 orjinli olmalari seklinde yorumlanabilir. ABD suslarimin farkli kiimelerde bulunmasi
ve benzerlik oranlarinin ¢ok yiiksek olmamasi iilkemizde izole edilen Y. ruckeri suslari ile
ABD suslar1 arasinda benzerlik oraninin diisiik oldugunu gdstermekte ve bu genetik
farklihigin mutasyon sonucu olusabilecegi sdylenebilir. Dért Italya susu ii¢ farkli kiimede
toplanmistir (L2, L3, L8). Bulunduklar1 kiimelerdeki izolatlar ile benzerlik oranlari
oldukca yiiksektir ve bu kiimelerdeki izolatlarin iilkemizin farkli bdlgelerinden izole
edilmis olmasi, italya suslarmin yine yurt disindan iilkemize gelip ve yurt icinde
kontrolsiiz bir sekilde balik transferi ile yayildigini1 gostermektedir. Dort Mugla susunun
ise dort fakli kiimede toplandig1 belirlenmistir (L4, L7, L9, L11). Mugla suslarindan sadece
bir tanesinin ABD susu ile ayn1 kiimede olup ve benzerlik oranlarininda yiiksek olmasi, bu

iki susun LPS profillerinin ayni olabilecegini gostermektedir. Bulunduklart diger kiimedeki
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suslarin izole edildikleri bolgelerin birbirine yakin olmasi, benzerlik oranlarinin bazilari ile
yiiksek olmasi yine biligsiz bir sekilde yapilan balik hareketlerini akla getirmektedir. Bes
Trabzon susunun her biri farkli kiimelerde toplanmistir. L8 kiimesinde bulunan susun
Italya susu ile benzerlik oran1 ¢ok yiiksektir. Diger kiimedeki suslar iilkemiz bdlgelerinden
izole edilmistir. L7 kiimesinde bulunan Trabzon susunun, Mugla ve Denizli susglar ile
benzer olmasi ve bu iki susun ayni orjinli olmasi, Trabzon susunun Ege bdlgesinden
Karadeniz bolgesine geldigini gosterebilir. Ug¢ tane Antalya susu iki farkli grupta
toplanmistir. Bu suslardan orjinlerinin Ege bolgesi olanlar ile benzerlik oranlar yiiksek
bulunmustur. Ege bolgesinden Akdeniz bolgesine yayilmis olabilcegi ve izole edildigi
yillar arasinda yakinlik bulunmasi, bu bakterilerin zamanla mutasyon gibi nedenlerle
genetik yapilarinin degisebilecegi diisiiniilebilir. Denizli susunun Mugla susu ile aym
kiimede bulunmasi ve orjinlerinin ayni bolge olmasi bu bélgedeki ¢iftlikler aras1 balik
transferlerinin yapildigim akla getirebilir. izmir susunun bir Antalya susu ile ayn1 kiimede
olup benzerlik oranlarininda yiliksek olmasi yine benzer ihtimalleri akillara getirmektedir.
Bir tane olan Sakarya susunun bir Mugla susu ile %100 benzer olmasi1 ve bulunduklar
bolgelerin hemde izole edildikleri yillarin birbirine yakin olmasi bu bélgeler arasi balik
hareketlerinin yapilmis olabilecegini akla getirmektedir. Kahramanmaras, Kayseri,
Istanbul, Rize, Zonguldak gibi suslarin diger suslar ile benzerlik oranlar1 oldukca diisiik
bulunmustur. Bu sonuglar iilkemizde bolgeler arasi balik hareketlerinin ne kadar bilingsiz
yapildigini ve genis yayilim gosterdigini kanitlar diizeydedir. DMP profillerinin
degerlendirilmesinde, ABD suslarinin ¢cogu dort kiime icerisinde toplanmistir. Benzerlik
oranlart oldukga yiiksektir (D1, D2, D3, D4). D1 kiimesinde bulunan GA9804 (ABD) ve
MOO0688 (ABD) susunun izole edildigi yillarin farkli olmasina ragmen orjinlerinin ayni
olmast ve OMP profilleri yoniindende benzerlik oranlarinin yiliksek olmasi aralarindaki
akrabalik derecesini artirmaktadir. ABD suslarinin orjinlerinin ayni oldugu sekilde
yorumlanabilir. Bu suslar arasinda benzerlik oranin yiiksek olmasi, suslarin bolge arasi
transferi ile miimkiin olmus olabilir. Italya suslar1 iki farkli kiimede toplanmistir. Ayni
kiime icerisinde Rize, Mugla ve ABD suslarindanda bir tane bulunmaktadir. italya
suslarmin birinin Rize susu ile ayn1 kiimede olmasi1 ve benzerlik oranlarmin ¢ok yiiksek
olmast bu iki susun orjinlerinin ayni oldugu yoniinde diisiiniilebilir. Antalya suslar1 ii¢
farkli kiimede toplandig1 goriilmiistiir (D9, D10, D11). Ayn1 kiimelerde birer tane Mugla,
Sakarya, Izmir ve Kayseri suslarida bulunmaktadir. Antalya suslarinin diger suslar ile

benzerlik oranlari oldukg¢a yiiksektir. Bu suslarin orjinlerinin birbirine yakin bolgeler
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olmasi, bilingsiz ve kontrolsliz yapilan balik hareketleri sonucu bu boélgeler icerisinde
yayilim gosterdigi diistiniilebilir. Trabzon susglar1 genel olarak iki kiimede toplanmistir (D6,
D7). iki Trabzon susunun ayni kiimede bulunmasi, benzerlik oranlarinin yiiksek olmasi ve
ayni bolgede bulunmasi bu iki susun biribirine yakin oldugunu gdstermektedir.
Kiimelerden bir tanesinde Isparta ve Zonguldak susunun bulunmasi, bu suslarin Akdeniz
bolgesinden Karadeniz bolgesine yayillim gosterdigini akillara getirmektedir. Farkli bir
kiime igerisine Denizli, Mugla ve bir Trabzon susu toplanmistir. Bu ii¢ susun bezerlik
oranlar1 birbirine olduk¢a yakin bulunmustur. Bu sonuglar Ege bdlgesinde balik
hareketlerinin bilingsiz yapildig1 bolgede dar alanda balik ve yavru aligverisinin siklikla
yapildig1 gergegini akillara getirmektedir. Kahramanmaras, bir adet Mersin, Referans sus,
Istanbul, Kayseri suslarmin diger suslar ile benzerlik oranlarmin ¢ok diisiik bulundugu
goriilmiistiir.

Genel olarak inceledigimizde ABD suglarinin ayni kiimelerde bulundugu ve bu
kiimelerde bulunan diger suslarin ayni ya da birbirine yakin bolgelerden izole edilmis
olmasinin, Y. ruckeri’nin suslarmin yurtdist orjinli olup daha sonra tilkemize geldigini
gostermektedir. 3018 (Italya) susunun ayni1 zamanda serotip 1 sus olmasindan dolayi, Rize
ve Mugla suslarinin hem DMP benzerlik oranlarinin yiliksek derecede benzer olmasi hemde
biyokimyasal test sonuglarinin birbirine yakin olmasi serotip 1 olduklarimi
desteklemektedir. Bu izolatlarin Karadeniz ve Akdeniz bolgesi arasinda ciftliklerden balik
transferi ile miimkiin olmas: diisiiniilebilir. Diger kiimelerdeki suslarin orjinlerinin de

yakin bolgeler olmasi Y. ruckeri’nin iilkemizde yayildigini géstermektedir.



5. SONUCLAR

Gram negatif, hareketli, cubuk seklinde enterik bir bakteri olan Y. ruckeri’nin teshisi;
genellikle fenotipik (morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal) ozellikleri incelenerek
yapilmaktadir. Bes kitaya yayilmis olan Y. ruckeri suslariyla yapilan ¢alismalarda; suslar
arasinda serolojik farkliliklar olmasina ragmen, fenotipik Ozelliklerinin benzer oldugu
belirtilmistir. Y. ruckeri’nin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde, klasik mikrobiyolojik
testler ve APl 20E hizli teshis kiti kullanilmaktadir. Y. ruckeri suslarmin genotipik
Ozelliklerinin belirlenmesinde molekiiler teshis yontemleri de kullanilmaktadir. Son
yillarda molekiiler bakteriyolojide ve birgok laboratuar ortaminda in vitro kosullarda
genetik  profilleme yapilmast amaciyla SDS-PAGE yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Yersinia ruckeri’nin genotiplendirilmesi amaci ile ¢esitli iilke ve Tiirkiye’nin ¢esitli
bolgelerinden izole edilen Y. ruckeri’nin 40 susu tez ¢alismasinda kullanilmistir. Y. ruckeri
suslarinin genotipik profillerinin belirlenmesi amaciyla, gram negatif bakterinin hiicre
duvar yapisinda bulunan LPS ve DMP analizleri SDS-PAGE’de incelenerek
genetiplendirilmesi yapilmigtir. Y. ruckeri’nin 40 susu incelenerek bu suslar arasinda
akrabalik iligkisi ve suslar arasi gesitlilik belirlenmistir. Laboratuar kosullarinda yapilan
biyokimyasal testlerde Y. ruckeri suslarinin fenotipik 6zelliklerinin biiyiik dl¢tide benzer
oldugu ancak sorbitolde farklilik goriildiigii tespit edilmistir. Sorbitol testi ydniinden
biyotip 1 grubu pozitif ve biyotip 2 grubu negatif sonug vermistir.

Ulkemizin farkli cografik bdlgelerinden ve diinyadaki farkh bolgelerindeki
gokkusagi alabaliklarindan toplanan 40 adet Y. ruckeri susunun 2 adet referans sus
(NCIMBI1315 ve ATCC29473) ve 3 adet serotip sus (3018 serotip 1, 3019 serotip 2, 3020
serotip 3) ile karsilastirmali olarak LPS ve DMP profillendirilmesi SDS-PAGE yontemi
kullanilarak yapilmigtir. Benzerlik oranlari diisiik bulunan Y. ruckeri suslarimin LPS
profillerinin incelenmesinde 14 kiimede toplanmistir. Yapilan DMP profilleri de 14
kiimede toplanmistir. Bu da suslar arasinda 6nemli taksonomik heterojenitenin oldugu

belirlenmistir.



6. ONERILER

Ulkemizde ilk defa 1991 yilinda Denizli yéresinde bir ¢iflite izole edilen Y. ruckeri,
tilkemizde ve diinyada genis bir yayilim gostermektedir. Y. ruckeri, yersiniosis hastaligina
neden olmaktadir. Hastaligin yayilim gosterdigi iilke sayisi ilk izole edilisinden itibaren
giderek yayilim gostermistir. Yetistiricilik anlaminda iilkemizdeki c¢iftliklerimizde,
Ozellikle yavru donemde, stok yogunlugunun fazla oldugu donemlerde ve diger farkli
nedenler dolayisi ile nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Yersiniosis etmeni olan
Y. ruckeri’nin dogru teshis ve tedavi edilmesi ve yayilimimin bilinmesine yonelik bu
calisma 6nemli sonuglari ortaya koymaktadir.

Bu sonuclar temelinde su iiriinleri sektoriindeki bilingli ireticilere, konu ile
ilgilenecek arastirmacilara ve sektorle ilgili yasal diizenlemelere katki saglayabilecek
Oneriler sdyle siralanabilir;

1. Bu g¢alismada biyokimyasal ve molekiiler metotlar kullanilarak Yersinia
ruckeri’nin genetik gesitliligi ve yayilimi konusunda bilgi verilmistir. Uretim asamasinda
siklikla karsilasilan diger balik patojenleri i¢cinde benzer ¢alismalar yapilmali ve korunma
stratejileri belirlenmelidir.

2. SDS-PAGE profillerine gore viriilent gen belirlenmeli ve ileride patojenite
caligmalar1 yapilmali uygun izolat belirlenerek koruyucu as1 denemeleri yapilmalidir.

3. Yersinia ruckeri ve benzeri hastalik etmenlerinin yayilmasinda en 6nemli etken
olan balik hareketleri miimkiinse T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi ya da
tniversiteler  kontroliinde  olmalidir.  Biiylik ¢apta diretim yapan isletmeler
sertifikalandirilmali  ve diger {reticiler yavru ve yumurta alimi konusunda

bilgilendirilmelidir.
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