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ÖNSÖZ 

 

Bu tez çalışması Karadeniz Teknik Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Balıkçılık 

Teknolojisi Mühendisliği Anabilim Dalı Yüksek Lisans programında yürütülmüş ve 

TUBİTAK 110O886 nolu proje tarafından desteklenmiştir. “Yersinia ruckeri’nin 

lipopolisakkarit ve dış membran protein profillerinin belirlenmesi” adlı bu çalışma KTÜ, 

Deniz Bilimleri Fakültesi, Moleküler Biyoloji Laboratuarı’nda gerçekleştirilmiştir. 

İlk defa 1991 yılında ülkemizde Denizli ilindeki bir işletmeden izole edilen ve daha 

sonra diğer bölgelerde de izole edilen yersiniosis etmeni Y. ruckeri hızla yayılım gösteren 

patojenlerden biridir. Su ürünleri yetiştiriciliğinde özellikle yavru dönemde verilen 

kayıplar yüzünden işletmeler için önemli ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Bunun 

için hastalığa neden olan bakterinin moleküler ve genetik profilinin çıkartılarak dağılım ve 

kaynağının tam olarak belirlenmesi gerekmektedir. Bu araştırmalar mevcut Y. ruckeri 

izolatlarına biyokimyasal testler ve SDS-PAGE metodu uygulanarak aralarındaki 

benzerlikler ortaya konmuştur. Türkiye’de bulunan Y. ruckeri suşlarının tipleri belirlenmiş 

ve yurtdışı suşlarla karşılaştırılmıştır. 
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Bu çalışmada Yersinia ruckeri’ye ait 40 suşun lipopolisakkarit (LPS) ve dış 

membran protein profilleri (DMP) sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi 

(SDS-PAGE) tekniği ile belirlenerek izolatlar arasındaki benzerlik araştırılmıştır. 

Ülkemizin değişik yöreleri ile ABD ve İtaya’dan izole edilen Y. ruckeri suşları 

incelenmiştir. Y. ruckeri izolatının tanımlanması amacıyla biyokimyasal testler 

uygulanmıştır. Klasik yöntemlerin uygulandığı testlerde suşlar arasında tam homojeniteye 

rastlanmamıştır. Benzerlik oranları düşük bulunan Y. ruckeri suşları LPS ve DMP 

analizinde 14 kümede toplanmıştır. Türkiye’den izole edilen suşlar hem LPS hem de DMP 

dendogramında ABD ve İtalya suşlarının arasında olduğu saptanmıştır. Yurtdışı suşları ile 

Türkiye’den izole edilen suşların benzerlik oranlarının %60 civarında olduğu tespit 

edilmiştir. Sonuç olarak 40 suşa ait veriler benzerliklerine göre karşılaştırıldığında, biyotip, 

LPS ve DMP profilleri arasında belirgin bir ilişki bulunamamıştır.  

 

Anahtar Kelimeler: Y. ruckeri, LPS, DMP, SDS-PAGE, genotip 
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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.  
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1. GENEL BİLGİLER 

 

1.1. Giriş 

 

Dünya nüfusunun artmasına paralel olarak, insan beslenmesinde önemli bir yeri olan 

protein kaynaklarının sınırlı olması dikkatleri su ürünlerine yöneltmiştir. Su 

kaynaklarından su ürünleri avcılığı ve yetiştiriciliği yapılarak yararlanılmaktadır. Gelişen 

teknoloji ile birlikte sanayileşmenin artması denizlerin ve iç suların giderek kirlenmesine 

ve bu kaynaklardan yararlanma oranının düşmesine yol açmaktadır. Bu nedenle son 

zamanlarda ülkemizde ve dünyada kültür balıkçılığına verilen önem ve ilgi bir hayli 

artmıştır (Yonar, 2008). 

Balıklar yaşadıkları ortam nedeniyle doğal olarak enfeksiyonlarla karşı karşıya 

kalmaktadır. Entansif yetiştiricilik yapılan yerlerde balıkların yoğun stoklanması 

enfeksiyöz hastalıkların büyük bir tehlike oluşturmasına neden olmaktadır. Bir balıkta 

başlayan hastalık çok kısa zamanda diğerlerine bulaşmakta ve yayılmaktadır (Ellis, 1988). 

Yersinia cinsinin neden olduğu enfeksiyonlar da bu hastalıklar içerisinde önemli bir yer 

tutmaktadır (Yonar, 2008). 

Yersiniosis, alabalık işletmelerinde özellikle yavru döneminde önemli kayıplara 

neden olan ve septisemi ile seyreden bakteriyel bir hastalıktır. İlk defa 1950’li yıllarda 

ABD’nin Idaho eyaletinin Hagerman vadisinde gökkuşağı alabalıklarında (Oncorhynchus 

mykiss) ortaya çıkan bu hastalık günümüzde Avrupa, Güney Amerika, Batı Afrika ve 

Avustralya kıtalarında değişik coğrafik bölgelerdeki ülkelerde yayılım göstermektedir. 

Yersinia ruckeri ülkemizde ilk kez 1991 yılında Ege bölgesindeki bir gökkuşağı alabalığı 

işletmesinden izole edilmiştir. Bu tarihten günümüze kadar hızla diğer alabalık 

işletmelerinede yayılan yersiniosis, ülkemizde ciddi bir problem haline gelmiştir (Kayis 

vd., 2009). Yersiniosis, furunkulozis, vibriozis ve bakteriyel hemorajik septisemi 

(Aeromonas hydrophila ve Pseudomonas fluorescens) gibi hastalıklarla benzer semptomlar 

meydana getirir (Busch, 1982; Austin, 1987). Ancak klinik vakalarda ağız bölgesinde, deri, 

yüzgeçler ve anüs civarında erimeler, göz çukurunun çevresinde ve iriste hemorajların 

görülmesi yersiniozisin en karakteristik belirtileridir (Busch, 1982). 

Yersinia ruckeri bütün salmonidlerde hastalık meydana getirmekte ve büyük 

ekonomik kayıplara sebep olmaktadır (McDaniel, 1979; Valtonen vd., 1992; Austin ve
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 Austin, 2007). Salmonid türlerinin dışında, Y. ruckeri’nin varlığı kalkan (Psetta maxima), 

sazan (Cyrinus carpio), yılan balığı (Anguilla anguilla), mersin balığı (Acipencer baeri) 

(Inglish vd., 1993) ve levrek (Dicentrarchus labrax) gibi türlerde de rapor edilmiştir 

(Savaş vd., 2006).  

Alt-tipleme fenotip ve genotipik tekniklerle yapılmakta olup bu teknikler türlerin 

populasyon yapısının belirlenmesinde, hedef organizmalarla diğer organizmalar arasındaki 

ilişkinin tespit edilmesinde, hedef organizmanın evaluasyona uğradığı basamakların 

belirlenmesinde ve moleküler epidemiyolojide kullanılmaktadır (Savaş vd., 2006). 

Elektroforetik metotlar, ya genel protein profillerine göre, ya da özel enzimlere ait 

protein profillerine göre farklı türlerin ayrımında kullanılmaktadır (Kim ve Shelef, 1986). 

Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) metodu kullanılarak 

yapılan çalışmalarda bu metodun yüksek rezolüsyon sağlaması, kolay tekrarlanabilirliği ve 

elektroferogronlarda proteinlerin molekül ağırlıklarına göre hareket etmesi gibi 

özelliklerinden dolayı üstün olduğu bildirilmiştir (Parisi ve Agulari, 1985). Bu metot bir 

çok araştırmacı tarafından, hayvan türü tayininde başarılı bir şekilde uygulanmıştır 

(Höyem 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 işlemi ile ayrılan maddeler 

ancak özel boyama yöntemlerinin kullanılmasından sonra tespit edilebilmektedir. Bu 

amaçla tüm proteinlerin boyanması için kenacid blue, amidoblack, commasie brillant blue 

ve gümüş boya gibi boyama yöntemleri kullanılmaktadır (Hofmann, 1978; Heinert ve 

Thorson, 1980; Hofmann ve Bluchel, 1991). 

 

1.2. Yersinia ruckeri 

 

Yersiniosis hastalığının etkeni olan Yersinia ruckeri ilk olarak 1950 yılında Amerika 

Birleşik Devletleri’nde Rucker tarafından gökkuşağı alabalıklarından izole edilmiştir 

(Rucker, 1966). Gram negatif, hareketli, spor oluşturmayan, oksidaz negatif, katalaz pozitif 

ve flagellalı olan bu bakterinin uygun olmayan su kriterleri ve aşırı stok yoğunluğunun 

bulunduğu yetiştiricilik işletmelerinde, balıklarda ağız ve dil üzerinde kanamalarla 

karakterize olduğu bildirilmektedir (Lasea, 1995). Inglish vd. (1993), hastalığın 

balıklardaki kronik seyrinde meydana gelen semptomları, renkte kararma, uyuşukluk, deri 
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üzerinde kanamalar ve ülserler, karaciğer, pilorik seka, hava kesesi ve iç organlar üzerinde 

bulunan yağlar üzerinde küçük çapta kanamalar şeklinde ifade etmişlerdir. 

 

1.2.1. Y. ruckeri’nin Morfolojisi ve Kültür Özellikleri 

 

Hastalığın 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 

çoğalabilir. Bunun yanı sıra hem izolasyonda hem de tanımlamada Y. ruckeri için seçici bir 

besi yeri olan Shotts-Waltman Agar (SWA) yaygın olarak kullanılmaktadır (Waltman ve 

Shotts, 1984). Y. ruckeri’nin tanımlanmasında, rutin biyokimyasal testlerin dışında, 

moleküler teknikler (Altinok vd., 2001; Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

(Cossarini-Dunier, 1985) ve Analitical Profil Index (API) gibi ticari test kitlerinin 

kullanımı da yaygınlaşmış durumdadır (Balta vd., 2005). 

 

1.2.2. Y. ruckeri’nin Biyokimyasal Özellikleri 

 

Yersinia ruckeri’nin biyokimyasal özelliklerinde serotipler arasında önemli bir 

farklılığın olmadığı ve sadece tek bir biyotip gösterdiği bildirilmiştir. Biyokimyasal 

çalışmalarda inkübasyon sıcaklığının 22-25°C arasında olması gerektiği, optimum 

sıcaklığın dışında yapılan testlerde hatalı negatif veya pozitif sonuçların elde edilebileceği 

belirtilmiştir (Sanders ve Fryer, 1988). 

Yersinia ruckeri izolatları; gram negatif, hareketli, oksidaz negatif, katalaz pozitif, 

O/F glikoz ortamında fermantatif ve nitritleri nitratlara indirgemesi özellikleri ile enterik 

bakterilerin karakteristik özelliğine sahiptir. Metil kırmızısı (MR), sitrat kullanımı, ornitin 

dekarboksilaz testleri pozitif, sitokrom oksidaz, indol üretimi, H2S üretimi, üreaz, 

glikozdan gaz üretimi testlerinin ise negatif reaksiyon verdiği, voges proskauer (VP), 

hareketlilik, lizin dekarboksilaz, jelatin hidrolizi testlerinin suşlar arasında farklılık 

gösterdiği bildirilmiştir. Yersinia ruckeri, Yersinia cinsinin diğer türlerinden jelatin ve 

dekarboksilazı eritmesi ile farklılıklar göstermektedir. Karbonhidrat fermantasyon 

testlerinden; dekstroz, mannitol, mannoz, maltoz, trehaloz, ve galaktozu fermentte ettiği, 

laktoz, sakaroz, salisin, adonitol, sorbitol, arabinoz ve ramnozu ise fermente edemediği 

bildirilmiştir (Holt vd., 1994). 
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1.2.3. Y. ruckeri’nin Serolojik Yapısı 

 

Bakterinin izole edildiği ilk yıllarda etken, tek serotip ve suş olarak 

düşünülmüş, (Rucker, 1966; Ross vd., 1966) sonraki yıllarda ise farklı özellikler 

göstermesi nedeniyle serotip I, II, III, IV, V, VI şeklinde sınıflandırılmıştır (Busch, 

1982; Austin vd., 2003).  

Enfekte balıklardan en sık izole edilen ve en yüksek virülense sahip Serotip I 

suşu (Hagerman suşu) Amerika başta olmak üzere dünyanın pek çok bölgesinde 

geniş bir coğrafik dağılım göstermektedir (Rucker, 1966; Stevenson ve Airdrie, 

1984). Serotip II (Big creek) suşu; ilk olarak pasifik salmonlarında saptanmıştır ve bu 

suş Serotip I suşundan daha az virülent olup, gökkuşağı alabalıkları dışında, diğer 

salmonid grubu balıklar ile Coregonus artedii gibi farklı balık türlerinden de izole 

edilmiştir (Bullock vd., 1981). Bu suşun Amerika dışında Kanada ve bazı Avrupa 

ülkelerinden de izole edilmiştir (Davies and Frerichs, 1989). Ayrıca Big creek 

suşunun sorbitolu fermente etme özelliği gösterdiği tespit edilmiştir (Busch,1982). 

Serotip III (Avustralya suşu) ise Avustralya’da gökkuşağı alabalıklarından izole 

edilen ve avirülent olduğu düşünülen bu suş, Norveç’te de izole edilmiştir (Busch, 

1982; Willumsen, 1989).  

Yersinia ruckeri’nin diğer suşlardan Serotip IV’ün L-arabinos, D-ksiloz, L-

rhamnoz’dan asit ürettiği, Serotip V’in ise sorbitolu fermente etmediği ve 

virülensinin diğer serotiplere göre daha düşük olduğu saptanmıştır (Austin vd., 

2003). Serotip VI hakkında ise yeterli bilgi mevcut değildir. 

Isıya dayanıklı O antijeni kullanılarak yapılan sınıflandırmada Yersinia ruckeri 

izolatları O1, O2, O5, O6, O7 şeklinde suşlara ayrılmıştır. Serotip III’ün serotip I’in 

mutantı olması ve serotip IV’ün de Yersinia ruckeri olarak tanımlanmaması 

nedeniyle bu sınıflandırmada O3 ve O4 serotipleri kullanılmamıştır. Bu suşlardan O1 

Avrupa’da en fazla izole edilen serotip olduğu, O2 tipinin Fransa, Büyük Britanya, 

Norveç ve Batı Almanya gibi farklı Avrupa ülkelerinden izole edildiği ve O5, O6, O7 

serotiplerinden daha fazla görüldüğü belirtilmiştir. O5 ve O7 serotiplerinin büyük 

Britanya ve Danimarka’dan, O6 serotipinin ise Finlandiya ve Batı Almanya’dan izole 

edildiği ve Avrupadaki serotip dağılımının Amerika’da da benzer olduğu, ayrıca O1 
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suşunun Güney Afrika ve Avustralya’dan da izole edildiği bildirilmiştir (Davies and 

Frerichs, 1989; Davies, 1990).  

Etkenin dış membran proteinlerine (ısı ile değişebilen ve peptidoglikan ilişkili 

proteinler) (DMP-tipi) göre yapılan sınıflandırmada, Fransa, Norveç, Danimarka, 

Bulgaristan, İtalya, Almanya gibi Avrupa ülkeleri ile Kuzey Amerika, Güney Afrika 

ve Avustralya olmak üzere dünyanın farklı coğrafik bölgelerinden izole edilen 

Yersinia ruckeri izolatları DMP tip I, II, III, IV, V şeklinde sınıflandırılmıştır. Bu 

sınıflandırılmada Avrupa orjinli suşların %75,3’nün DMP-tip III, ancak İngiltere’den 

elde edilen izolatların %92,6’sının DMP-tip I olduğu, DMP-tip II-IV’ün ise 

Avrupa’da çok az izole edildiği, DMP-tip V’in ise izolasyonun yapılmadığı 

bildirilmiştir. DMP-tip I, II, III, IV’ün Kuzey Amerika’da da izole edildiği, Güney 

Afrika kökenli suşun DMP-tip III olduğu, Avustralya’da izole edilen bütün suşların 

(tek bir DMP-tip II suşu dışında) DMP-tip I olduğu, ayrıca Amerika’da ilk izole 

edilen Y. ruckeri suşunun ise (Hagerman tipi) DMP-tip III’e ait olduğu ileri 

sürülmüştür (Davies, 1991). 

 

1.2.4. Y. ruckeri’nin Patojenitesi ve Virülensliği 

 

Yersinia ruckeri’nin patojenitesi su sıcaklığı, balık büyüklüğü, ortam şartları, 

beslenme ve stres koşulları gibi faktörlere bağlı olarak değişmektedir. Su sıcaklığının 

10°C’nin üzerinde olması halinde hastalık oluşmaktadır. Yersiniosis’den meydana gelen 

kayıplar 15-18°C su sıcaklığında yüksek olurken, 10°C’nin altında mortalite oldukça 

düşüktür. Aşırı yemleme, stres şartları ve 7,5 cm den küçük balıklarda ölümler artmaktadır 

(Busch, 1982; Ellis, 1988; Frerichs ve Roberts, 1989; Austin ve Austin, 1993). 

Hastalık etkeni önce sağlıklı balıkların bağırsaklarına yerleşmektedir. Stres, portör 

balıklarda tekrar enfeksiyonu, sağlıklı balıklarda ise enfeksiyon sürecini başlatmaktadır 

(Busch ve Lingg, 1975; Hunter vd., 1980). Gerek taşıyıcı gerekse bağırsaklarında kolonize 

olmuş halde Y. ruckeri bulunduran balıkların ellenmesi, aşırı kalabalık halde stoklanması, 

sudaki amonyak ve diğer zararlı maddelerin artması, oksijen düzeyinin azalması gibi 

istenmeyen durumlarda enfeksiyon akut bir seyir izlemektedir (Busch, 1978). Yersinia 

ruckeri’nin bulaşmasında portör balıklar önemli rol oynamaktadır. Etken bu balıkların 

dışkısıyla suya geçmekte ve diğer balıkları enfekte etmektedir. Yersiniosis’i geçiren 
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balıklar portör olarak kalmaktadır. Bu nedenle hastalığı atlatıp, iyileşmiş balıklarda 

enfeksiyon belirli aralıklarla nüksedebilmektedir (Austin ve Austin, 1993). 

Obligat, patojen bir bakteri olan Y. ruckeri’nin konakçı dışında uygun olmayan 

koşullarda yaşamını devam ettirebilme özelliği patojenite yönünden önemlidir. Yersinia 

ruckeri’nin göl, akarsu ve sedimentte 4 aya kadar yaşayabildiği belirtilmiştir. Yersinia 

ruckeri’nin dış membran proteinlerinin demir bağlayıcı sisteme sahip olduğu ve bu 

sistemin enfeksiyonun ilk safhasında konakçının kanındaki demiri bağlayarak hemoglobin 

ve transferrin gibi proteinlerin oluşumunu azalttığı bildirilmiştir (Altun, 2001). 

 

1.3. Yersiniosis (Enterik Kızıl Ağız) Hastalığı 

 

Enterik kızıl ağız hastalığı olarak da bilinen Yersiniosis ilk defa 1950’li yıllarda 

ABD’deki gökkuşağı alabalığı yetiştiriciliği yapılan işletmelerde yüksek mortaliteye neden 

olan, subakut ve akut seyreden, septisemik bir hastalık olarak rapor edilmiştir (Ross vd., 

1966). Hastalık dünyanın her bölgesine yayılmış durumdadır (Bullock vd., 1977; 

Stevenson ve Daly, 1982; Roberts, 1983; Austin ve Austin, 1993). 

Türkiye’de Yersinia ruckeri’nin neden olduğu Yersiniosis 1991 yılında gökkuşağı 

alabalığında saptanmış ve alabalık işletmelerinin de çoğalmasıyla birlikte hastalığın 

görülmesinde artışlar olmuştur. Halen bu hastalık alabalık işletmelerinde yaygın halde 

görülmektedir ve ülkemizin en önemli bakteriyel hastalığı haline gelmiştir (Çagırgan ve 

Yüreklitürk, 1991). 

 

1.3.1. Epizootiyolojisi ve Patogenezis 

 

Bu enfeksiyon temel olarak genç gökkuşağı alabalıklarında görülmektedir. Bununla 

birlikte bütün yabani ve kültür alabalıkları hastalığa duyarlıdır. Hastalığa en duyarlı tür 

gökkuşağı alabalığıdır. Mortalite, tedavi edilmeyen sürede %25-75 arasında seyreder. 

Kahverengi alabalıklar ise daha dirençlidir, mortalite %5-10 arasındadır. Tekrarlayan 

enfeksiyonlarda mortalite genellikle düşüktür. Enfeksiyonu geçiren balıkların %60-70’i 

portör olarak kalabilir. Ayrıca sazan, sudak ve yılan balıklarında da enfeksiyon görülür 

(Busch, 1978; Bullock ve Cipriano, 1990; Austin ve Austin, 1993; Horne ve Barnes, 1999). 

Enfeksiyonun balıktan balığa yayılması su yoluyla olmaktadır. Etken herhangi bir 
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semptom oluşturmaksızın balığın ince bağırsak, böbrek, dalak ve karaciğerinde enfeksiyon 

sonrası 60-65 güne kadar lokalize olabilir. Enfeksiyon akut ya da kronik seyredebilir 

(Busch ve Lingg, 1975; Busch, 1982). Şiddetli epidemiler su sıcaklığının 15-18ºC’ler 

arasında olduğunda gözlenir. Stres şartlarına bağlı olarak değişmekle birlikte, hastalık su 

sıcaklığının aniden yükselmeye başladığı bahar aylarında özellikle genç balıklarda 

genellikle perakut ve akut, su sıcaklığının düştüğü sonbahar aylarında ve bir yaşındaki 

balıklarda ise kronik seyirlidir (Rucker, 1966; Busch, 1978). Hastalığın ortaya çıkmasında, 

yoğun stoklama, kirlilik, oksijen yetmezliği gibi balıklarda strese neden olan faktörlerin 

önemli rolü olduğu bildirilmiştir. Portör balıkların strese bağlı olarak hastalığı yayabildiği, 

stres içinde olmayan portörlerin ise hastalığı yayamadığı saptanmıştır (Rucker,1966; Busch 

ve Lingg, 1975; Busch, 1978; Rodgers, 1991). 

Enfeksiyon populasyonda ilk defa görülüyor ise, 15°C su sıcaklığındaki inkübasyon 

süresinin 5-7 gün olduğu bildirilmiştir. Eğer daha önceden populasyonda Yersiniosis 

görülmüş ve kronik enfeksiyon mevcutsa, stres şartları altında 3-5 gün içinde hastalık 

yüksek bir mortaliteyle sonuçlanabilir. Yersinia ruckeri’nin işletmeye girdikten sonra suda, 

sedimentte ve çamurda uzun süre canlı kalabilmesi, hastalıkla mücadeleyi 

zorlaştırmaktadır (Austin ve Austin, 1993). 

 

1.3.2. Hastalığın Klinik Bulguları 

 

Yersiniosis hemorajik septisemi bulguları ile seyreder. En çok gözlenen klinik 

semptomlar; ağız boşluğu, çene etrafı, yüzgeç tabanları ve anüs etrafında görülen subkutan 

hemorajilerdir. Vücudun yan taraflarında 1-2 mm boyutlarında hemorajik lezyonlar 

gözlenir. Çene ve damakta erozyonlar oluşabilir ancak bu lezyonlar her vakada 

görülmeyebilir. Deride pigment kaybı, renkte koyulaşma ve pullarda dökülme önemli 

bulgular arasındadır. Gözlerde hemoraji ile birlikte genellikle tek taraflı başlayan ancak 

hastalığın ilerlemesiyle birlikte çift taraflı ekzoftalmus görülür (Bullock ve Snieszko, 1975; 

Busch, 1978; Bragg ve Henton, 1986; Austin ve Austin, 1993). 

Otopside; peritonun kan damarlarında konjesyon, dalak, karaciğer ve böbrek gibi iç 

organlarda yaygın peteşiyal kanamalar gözlenir. Mide ve bağırsakta sarımsı renkte veya 

renksiz bir sıvı mevcuttur. Dalak büyümüş ve yumuşamış, gonadlar genellikle kızarmış ve 

hemorajiktir. Bağırsağın son kısmı hemorajik yangılı, yoğun mukoid materyal ile doludur. 

Böbreklerde, karaciğerde ve dalakta ödem şekillenir. İç organlardan yapılan ezme 
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preparatlarda bakteriler mikroskopta yoğun şekilde görülmektedir. Portör balıklar herhangi 

bir klinik belirti göstermezler. Yapılan hematolojik incelemelerde eritrosit, hematokrit, 

hemoglobin, total plazma protein miktarında önemli oranda azalmalar görülebilmektedir. 

Klinik ve patolojik bulgular önem taşımakla birlikte kesin tanı, hastalıklı organlardan etken 

izolasyonu ve identifikasyonu ile gerçekleştirilir (Rucker, 1966; Busch ve Lingg, 1975; 

Bullock ve Snieszko, 1975; Bragg ve Henton, 1986; Post, 1987). 

 

1.3.3. Hastalığın Teşhisi 

 

Bakteriyolojik hastalıkların teşhisi, mikroorganizmaların morfolojik, biyokimyasal, 

fizyolojik, serolojik ve moleküler özelliklerinin incelenmesiyle yapılabilmektedir (Horne 

ve Barnes, 1999; Arda vd., 2005). Bakteriyel balık hastalıklarının teşhisinde genellikle 

klinik belirtilerin belirlenmesiyle birlikte, bakteriyolojik ve histopatolojik yöntemler 

uygulanmaktadır. Bakterilerin izolasyon ve identifikasyonunda uygulanan klasik 

laboratuvar analizlerinin yanı sıra, gerek insan hekimliği gerekse veteriner hekimlikte 

kullanılan çeşitli serolojik testler de su ürünleri hastalıklarının teşhisinde uygulanmaya 

başlanmıştır (Tanrıkul vd., 1996; Kubilay ve Diler, 1999). 

Yersiniosis gram negatif septisemilerle benzer semptomlar göstermesi nedeniyle, 

klinik ve otopsi bulgularına bakılarak kesin teşhis yapılamamaktadır. Kesin teşhis; hasta 

balık populasyonundan tipik semptom gösteren balıkların organlarından genel besi 

yerlerine yapılan ekimlerle, 29°C’de 48 saat inkubasyonu takiben şüpheli suşların 

izolasyonu ve bakterinin fenotipik ve serolojik özelliklerinin tespitiyle yapılmaktadır. 

Etken hasta balıkların böbrek, karaciğer ve dalak gibi organlarından Tryptic Soy Agar 

(TSA), Brain Heart Infusion Agar (BHIA) gibi rutin bakteriyolojik ortamlarda aerobik 

şartlarda izole edilebilmektedir (Ross vd., 1966; Austin ve Austin, 1993). 

Yersinia ruckeri, Shotts-Waltman besi yerinde 1 mm çapında, yeşil renkli, konveks, 

kenarları düz koloniler verirler. Kolonilerin etrafında Tween 80’in hidrolizi nedeniyle 5 

mm çapa kadar büyüklükte buzlu cam görünümünde bir bölge görüldüğü bildirilmiştir 

(Waltman ve Shotts, 1984). Yersinia ruckeri suşları Riboz Ornitin Dezoksikolat agarda 

kırmızı zeminde sarı renkli koloniler oluşturmaktadır (Busch, 1982; Stevenson ve Daly, 

1982; Arda, 1985; Sanders ve Freyer, 1988; Rodgers, 1991; Horne ve Barnes, 1999). 

Yersinia ruckeri’nin kesin teşhisi ve identifikasyonu biyokimyasal ve floresan antikor 

tekniği (FAT), indirekt enzymelinked immunosorbent assay (ELISA) ve aglutinasyon 
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tekniği gibi serolojik metodlara dayandırılmalıdır (Busch, 1982; Arda vd., 2005). 

Fragment-uzunluk polimorfizm (RFLP) (Garcia vd., 1998) ve Polimeraz Zincir 

Reaksiyonu (PCR) (Gibello vd., 1999; Altinok vd., 2001) gibi moleküler teknikler de 

hastalığın teşhisinde kullanılabilmektedir. 

 

1.3.4. Hastalığın Kontrolü ve Tedavisi 

 

Balık yetiştiriciliği yapılan işletmelerde enfeksiyonların çıkmaması için bütün genel 

koruma önlemleri alınmalıdır. Olumsuz tüm koşullar düzeltilmeli ve minimal düzeyde 

tutulmalıdır. Yersiniosis’den korunmada en etkili yol işletmelere hastalıkların girmesini 

engelleyecek tedbirlerin (uygun yetiştiricilik koşullarının sağlanması, uygun yemleme ve 

yemlerin kullanılması, enfekte olmuş balıkların karantinaya alınması, patojen etken ile 

duyarlı konakçı arasındaki ilişkinin kesilmesi) alınmasıdır. Ayrıca hastalıktan önce spesifik 

bağışıklık oluşmasına olanak veren aşılar uygulanmalıdır. Bunun için 3 g ağırlığın 

üzerindeki balıklar banyo tarzında 30 saniye süreyle aşılanabilirler. Bu şekilde yaklaşık 6-

12 aylık bir koruma sağlanabilir (Ellis, 1988; Arda vd., 2005). Mikroorganizmalar 

yumurtaların yüzeyinde de bulunabileceğinden bunlar iyot içeren preparatlarla dezenfekte 

edilmelidir. Gerektiği hallerde balıkların yemlerine koruyucu amaçla antibiyotikler ve 

vitaminler katılabilir (Arda vd., 2005). Hastalığının tedavisinde; sulfamerazin ve 

oksitetrasiklin, metilen mavisi ve oksitetrasiklin, bazı sulfanamidler, tiamulin, flumequin, 

nalidiksik asit, gentamisin, eritromisin, oksolinik asit gibi antimikrobiyal bileşikler 

kullanılmaktadır. Sulfamerazin içeren ilaçlı yemler 200 mg/kg balık ağırlığına/3 gün süre 

ile bunu takiben 3 gün daha 50 mg/kg balık ağırlık hesabıyla oksitetrasiklin ilave edilmiş 

yemler verilmesiyle başarılı sonuçlar alınabileceği bildirilmiştir (Ross vd., 1966; Rodgers, 

1991; Austin ve Austin, 1993; Kubilay, 1997; Arda vd., 2005). Sulfanamidlerden; 

sülfadimetoksin ve ormetoprim karışımının 50 mg/kg balık ağırlığına/günlük doz/5 gün 

süreyle, sulfadiazin ve trimetoprim kombinasyonu ise 1 mg/kg balık ağırlığına/günlük doz 

/14 gün süre ile başarılı bir şekilde kullanılmıştır. Yine sulfamerazin 66 mg/kg 

balık/günlük doz/5 gün veya sülfametazin 200 mg/kg balık/günlük doz/5 gün süre ile 

verilebilir. Ayrıca; oksolinik asit, 10 mg/kg balık ağırlığına/günlük doz/10 gün süre ile 

kullanıldığında hastalığa karşı etkili olduğu ifade edilmiştir (Austin ve Austin, 1993; Arda 

vd., 2005). 
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Balık patojenlerine karşı koruma amaçlı aşı çalışmaları ilk olarak 1940’lı yıllarda 

Duff tarafından ele alınmıştır. Daha sonraları, balıklarda yersiniosise karşı fenolle inaktif 

hale getirilmiş aşıyı oral yolla başarıyla kullanmışlardır (Ross ve Klontz, 1965). 

Günümüzde yersiniosise karşı enjeksiyon ve immersiyon yoluyla ticari olarak aşılama 

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

 

1.4. SDS-PAGE  

 

SDS-PAGE, denatüre edici maddeler (örneğin; sodyum dodesil sülfat, ß-

merkaptoetanol) kullanılarak proteinlerin poliakrilamid jelde ayrılmasını sağlayan bir 

tekniktir. Bu teknikte proteinler denatürasyona uğrayarak üç boyutlu yapıdan linear yapıya 

dönüşerek poliakrilamid jelde ayrılırlar (Aslan vd., 2006). 

SDS-PAGE’de destekleyici madde (matriks) olarak poliakrilamid yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Poliakrilamid jellerin moleküler elek özellikleri akrilamid 

konsantrasyonunun artması ile değişir. Poliakrilamid jellerin por büyüklüğü nükleik 

asitlerin ayrılmasında kullanılan agaroz jellerinkinden daha küçük olduğu için küçük 

moleküllerin ayrılmasını daha iyi sağlamaktadır. Bu yüzden poliakrilamid jeller, genellikle 

nükleik asitlerden daha küçük olan proteinlerin ayrılmasında yaygın olarak 

kullanılmaktadır. SDS-PAGE Jel Elektroforezi (Şekil 1), proteinlerin molekül ağırlığının 

belirlenmesinde, saflığının kontrolünde, alt birimlerinin belirlenmesinde, izoenzimlerinin 

belirlenmesinde, aminoasit dizisinin tespit edilmesinde, türler arası benzerlik ve 

farklılıkların belirlenmesinde ve genetik hastalıkların teşhisinde kullanılmaktadır (Aslan 

vd., 2006).  
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                       Şekil 1. Sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi ve güç kaynağı 

 

1.5. Lipopolisakkarit  

 

Lipopolisakkaritler  (LPS) ya da lipoglikanlar kovalent bağ ile bağlanmış lipid ve bir 

polisakkarit içeren büyük moleküllerdir (Şekil 2). Gram negatif bakterilerin dış 

membranında bulunurlar. Hayvanlarda güçlü immun tepki oluşturan endotoksinler olarak 

etki gösterirler. Lipopolisakkaritler bakterilerin dış zarının ana bileşenidir ve bakteriyi 

kimyasal saldırılardan korurlar. Ayrıca hücre zarının negatif yüklenmesine yardımcı olarak 

genel bir stabilizasyon sağlar (Ritting, 2004).  

Endotoksinlerin klasik örneği, çeşitli Gram-negatif bakterilerin dış membranında 

bulunan lipopolisakkaritler veya lipo-oligosakkaritlerdir. LPS ve endotoksin terimleri sık 

olarak birbiri yerine kullanılır, LPS’nin ilk keşfedilen endotoksin olmasından dolayı 

1800’lü yıllarda bakterilerin ortamlarına “ekzotoksin” olarak adlandırılan toksinler 

salgıladıkları anlaşılmıştı. Endotoksin terimi, Gram-negatif bakterilerin kendi parçalarının 

da toksisiteye yol açabileceği keşfine dayanır. Sonraki araştırmalar bu “endotoksin” 

etkisinin aslında LPS’den kaynaklandığını göstermiştir. LPS dışında başka endotoksinler 

de vardır. Örneğin, Bacillus thuringiensis’de bulunan delta endotoksin bakterinin içindeki 

endosporun yanıbaşında kristal gibi enklüzyon cisimleri meydana getirir. Bunlar bitkileri 

yiyen böcek larvaları için zehirlidir ama insanlara zararsızdır, çünkü onun işlem görmesi 

için gerekli enzim ve reseptörler insanda yoktur (Steward vd., 2006). 

Gram-pozitif bakteriler arasında endotoksinli tek bakteri Listeria 

mononcytogenes’tir. LPS, lipit A olarak adlandırılan bir lipit bölüm ile bir polisakkarit 
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zincirden oluşur, lipit A onun toksik etkisinden sorumludur. Polisakkarit grubu farklı 

bakteriler arasında büyük çeşitlilik gösterir. Endotoksinlerin moleküler ağırlığı yaklaşık 10 

kDa olmasına rağmen bunlar 1000 kDa’a varan büyüklükte öbekler oluşturabilirler. 

Endotoksine maruz kaldıktan sonra insanda ona karşı antikor oluşturur ama bunlar 

endotoksinin polisakkarit zincire yönelik olduğu için başka endotoksinler için koruma 

sağlamazlar (Raetz ve Whitfield, 2002). 

 

 

Şekil 2. Gram negatif bakterilerde lipopolisakkarit’in hücre duvarında yerleşimi ve 

yapısı (Jones ve Spring-Mills, 1988). 

 

1.6. Gram-Negatif Bakterilerin Hücre Duvar Yapısı 

 

Gram negatif bakterilerin hücre duvarı sıkı ve çapraz bağlı peptidoglikanlardan 

oluşan ve yüksek iç ozmotik basıncına karşı hücre şeklini koruyabilen karmaşık bir 

yapıdır. Dıştan içe doğru; dış zar (lipopolisakkarit tabaka), peptidoglikan tabakası, 

periplazmik aralık ve iç zar şeklinde katmanlaşmıştır. Periplazmik aralık dış zarla hücre 

zarı arasındaki bölümü kapsar. Peptidoglikan, ardı ardına 20-100 adet N-asetilglukozamin 

ve N-asetilmuramik asidin oluşturduğu zincirlerin üç boyutlu ağı şeklindedir (Babic vd., 

2006). 
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Şekil 3. Gram negatif bakterinin hücre duvar yapısı (Bauman, 2005) 

 

1.7. Dış Membran Proteini (DMP) 

 

Hücre zarı ya da hücre membranı, hücrenin dış kısmında bulunan, molekülleri 

özelliklerine göre hücre içine alan veya dışarı bırakan katmandır. Gram negatif bakterilerde 

peptidoglikan tabaka Gram pozitif bakterilere göre daha incedir. Yapısı çok benzer fakat 

L-lizin yerine, mezodiaminopimelik asid bulunur. Peptidoglikan tabakasının üzerine bir 

lipoprotein tabaka ve bunun da üzerinde bir dış zar bulunur. Dış zar içte fosfolipid, dışta 

ise lipopolisakkarit katmanından oluşur ve gram negatif bakteri duvarına seçicilik özelliği 

kazandırır. Dış membranda bulunan porin proteinleri (porlar) dış ortamla iç ortam arasında 

madde alışverişini sağlar. Bu porlar antibiyotik direncinde de rol alırlar. Örneğin 

Pseudomonas’ların porları, E.coli’den 100 kat daha az geçirgen olduğu için antibiyotiklere 

oldukça dirençlidir. Poru proteinleri ayrıca bakteriyofajlar ve bakteriyosinler için de 

reseptör görevi yaparlar. Dış membran proteinleri kendilerini kodlayan genlere göre DMP 

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

 

1.8. Biyokimyasal Teşhis Yöntemleri 

 

Tüm dünyada kullanılan en yaygın yöntem olan bu teşhis yöntemi yeni ölmüş ya da 

ölmekte olan balıklardan alınan örneklerin katı besi yeri üzerinde saf kültürlerinin elde 

edilmesi ile gerçekleştirilmektedir. İleri aşamalarda bu bakteri kültürlerine biyokimyasal 

testlerin uygulanması ile bakterinin teşhisi sağlanabilmektedir (Bernardet vd., 1990).  
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Mikroorganizmaların çeşitli karbon kaynaklarını (şekerler, alkoller, aminoasitler, 

deterjanlar) enerji kaynağı olarak kullanmaları ve bu durum sonucu oluşan farklılıkların 

tanı amacıyla kullanılması esasına dayalı bir metottur. Bu amaçla 1980’li yıllarda birçok 

biyokimyasal testi bir arada barındıran test panel sistemleri geliştirilmiştir. Analitical Profil 

Index (API), bu sistemler içerisinde en yaygın, hızlı ve etkin olarak kullanılan sistemler 

arasında görülmektedir (Amandi vd., 1982). Ancak bu sistemlerin daha çok insan 

patojenleri için geliştirilmiş olması uygulamada bazı yanılmalara sebep olmaktadır. 

Fenotipik teşhis yöntemi olarak da ifade edilen bu tanı yönteminde bakterilerin 

koloni morfolojisi, gram boyama, hareket gibi özelliklerinin yanı sıra, katalaz, oksidaz, 

indol, üre, metil red, voges proskauer, eskülin, sitrat, arjinin, ornitin, lizin, mannitol, 

glikoz, sukroz, mannoz gibi testler kullanılmaktadır. Balık patojeni olan birçok bakteri bu 

yöntemle teşhis edilebilmektedir. Bazı balık patojeni bakteriler için selektif olan besi 

yerleri geliştirilmiştir (Austin ve Austin, 2007). 

 

1.9. Önceki Çalışmalar 

 

Kültür balıkçılığının gelişimi ve yaygınlaşmasıyla birlikte bulaşıcı balık hastalıkları 

da artmıştır. Bu hastalıklardan kaynaklanan kayıpları azaltmak için patojenlerinin teşhisi, 

tedavisi ve moleküler metotlarla tiplendirilmesi ile ilgili yapılan çalışmalarda artmıştır. 

Bakterilerin teşhisinde kullanılan en yaygın yöntemlerin başında biyokimyasal testler 

gelmektedir. Klasik biyokimyasal testlerin yanında API kitleri de kullanılmaktadır. Ancak 

özellikle gram negatif sitokrom oksidaz negatif enterobakteriler için kullanılan API 20E 

kiti inkübasyon sıcaklığından kaynaklanan yanlış sonuçlar vermektedir. Yersiniosis son 

yıllarda gerek bölgemizde gerekse tüm ülkedeki balık işletmelerinde görülmektedir. 

Bölgemizde hastalık tatlı su alabalık işletmelerinde, deniz kafeslerinde yetiştiriciliği 

yapılan levrek ve alabalıklardan izole edilmiştir. Bu hastalık yaz aylarında ve ani su 

sıcaklığı değişikliklerinde ortaya çıkmakta ve özellikle yavru ve genç balıklarda yüksek 

ölüm yapmaktadır. Erken teşhis durumunda hastalık kontrol altına alınabilmektedir. Ayrıca 

hastalığa karşı koruyucu aşılama da yapılabilmektedir (Türe, 2011). 

Ülkemizde ilk kez 1991 yılında Denizli Bölgesindeki bir alabalık işletmesinden izole 

edilen Yersinia ruckeri varlığının günümüzde bölgedeki durumunu ortaya koymayı 

amaçlayan bir çalışmada 76 çiftlikten toplam 152 numune alınmış, 13 adet çiftlikte 

Yersinia ruckeri tespit edilmiştir. En fazla numune Şubat ayında toplanmış, 35 çiftlikten 70 
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numune alınmış ve 3 çiftlikte hastalık teşhis edilmiştir. Buna karşılık Mayıs ayında 11 

çiftlikten 22 numune alınmış, 5 çiftlikte hastalık teşhisi yapılmıştır. Haziran ve Temmuz 

aylarında ise 16 çiftlikten alınan 32 numunenin hiçbirinde hastalık teşhisi yapılamamıştır. 

Oransal olarak en fazla hastalık teşhisi mevsimsel su sıcaklıklarının değişim gösterdiği 

Mayıs ayında yapılmıştır. Çalışma sonucunda hastalığın bölgede ekonomik anlamda büyük 

zararlar meydana getirmediği görülmüş ancak yersiniozis dışında da başka bakteriyel 

enfeksiyonların varlığı görülmüştür (Timur ve Timur, 1991). 

2010 yılında yapılan bir çalışmada ülkemizin farklı coğrafik bölgelerinde bulunan 

gökkuşağı işletmelerinden izole edilmiş olan 19 adet Yersinia ruckeri suşunun 2 adet 

referans suşla (serotip 1 ve serotip 2) karşılaştırmalı olarak fenotipik ve serotipik özellikleri 

incelenmiştir. Yersinia ruckeri suşlarının fenotipik özelliklerinin belirlenmesinde 

geleneksel mikrobiyolojik ve API 20E testleri kullanılmıştır. Geleneksel mikrobiyolojik ve 

API 20E testlerinde bakterinin oldukça homojen (API 20E testinde suşlar arasında jelatin 

hidrolizi, voges proskauer reaksiyonu, sitrat kullanımı testleri yönünden farklılıklar 

olmakla birlikte) bir yapı gösterdiği belirlenmiştir. Shotts-Watlman Medium (SWM) ve 

Riboz Ornitin Dezoksikolat (ROD) selektif besiyerlerinde Y. ruckeri suşlarının spesifik 

koloniler oluşturduğu saptanmıştır. Serotip 1 ve serotip 2 immunserumlar kullanılarak 

yapılan mikroaglütinasyon testinde ise ülkemizden izole edilmiş olan 19 suştan 18’inin 

serotip 1, geri kalan 1 suşun ise serotip 2 özellikte olduğu görülmüştür. Bu sonuçlar, 

ülkemizde serotip 1 suşunun yaygın olduğunu göstermiştir (Altun vd., 2010). 

Diğer bir araştırmada 40 adet Yersinia ruckeri suşunun (38 tanesi ülkemizden, 2 

tanesi Danimarkadan izole edilmiş olan) fenotipik ve antijenik özellikleri incelenmiştir 

(Altun, 2001). Yersinia ruckeri suşlarının fenotipik özellikleri geleneksel mikrobiyolojik 

ve API 20E testleri kullanılarak incelenmiştir. Geleneksel mikrobiyolojik ve API 20E 

testlerinde Y. ruckeri suşlarının olduka homojen (API 20E testinde suşlar arasında jelatin 

hidrolizi, VP reaksiyonu, sitrat kullanımı testleri yönünden farklılıklar olmakla birlikte) bir 

yapı gösterdiği görülmüştür. Yersinia ruckeri suşlarının antijenik özelliklerinin 

belirlenmesinde SDS-PAGE ve immunoblotting testlerinden yararlanılmıştır. SDS-PAGE 

analiz sonucunda Yersinia ruckeri suşlarının hücre protein profillerinin oldukça benzer 

oldukları (%95,9 - %100) ancak serotip 2 izolatlarının 33 kDA molekül ağırlığında farklı 

bir major bant içerdikleri saptanmıştır. İmmunoblotting analiz sonucunfa ise Y. ruckeri 

suşlarının antijenik yönden farklı olmadıkları, 35-42 kDA’lık aralıkta bant oluşturdukları 

görülmüştür (Altun, 2001). 
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Çeşitli hayvan türlerine ait etlerin ve bu etlere yapılan katkı seviyelerinin 

belirlenmesi amacıyla, bazı et proteinlerinin ayırımında SDS-PAGE tekniği 

kullanılabilmektedir. Et türlerinin ayırımında spesifik protein bantları kullanılmıştır. 

Araştırmada çiğ sığır, domuz, koyun ve at etleri ayrı ayrı ve ağırlıklarına göre muhtelif 

seviyelerde ikili karışımlar şeklinde hazırlanmıştır. Hazırlanan örneklerdeki tür çeşidi ve 

bunların yüzde nispetleri SDS-PAGE tekniği ile protein profilleri yine molekül özellikleri 

bilinen standart protein markırları ile karşılaştırılarak, teşhis ve tespitler 

gerçekleştirilmiştir. SDS-PAGE tekniğinin, et karışımlarındaki türlerin ve bunların 

karışımlardaki oranlarının % 5-10’a kadar tespitinde başarı ile kullanılabileceği ortaya 

konmuştur (Ekici ve Akyüz, 2003). 

Yersinia ruckeri’nin 135 izolatının dış membran profilleri, dokuz farklı Avrupa 

ülkesinden (100 izolat), kuzey Amerika’dan (23 izolat), Avustralya’dan (6 izolat), güney 

Afrika’dan (2 izolat) ve 4 referans suşu olmak üzere 135 suşu SDS-PAGE’te incelenmiştir. 

İzolasyon sonrası dış membran proteinlerinin stabil ve OMP profillerinde hiçbir 

varyasyonun olmadığı görülmüştür. 39.5 kDa peptidoglikan ilişkili protein dışında büyüme 

döngüsünün çeşitli evrelerinde herhangi bir varyasyon görülmemiştir. Bu çalışma dış 

membran protein analizinin Y. ruckeri için yapılan epidemiyolojik çalışmalarda yararlı 

olduğu gösterilmiştir (Davies, 1991). 

 

1.10. Çalışmanın Önemi ve Amacı  

 

Ülkemizde su ürünleri sektörü hızla gelişmekte olup, havuzlarda, baraj gölleri ve 

denizlerdeki ağ kafeslerde giderek artan sayıda işletme faaliyete geçmektedir. Yersiniosis, 

alabalık işletmelerinde özellikle yavru döneminde önemli kayıplara neden olan ve 

septisemi ile seyreden bakteriyel bir hastalıktır. Son zamanlarda hızla alabalık 

işletmelerinde yayılan yersiniosis, ülkemizde ciddi bir problem haline gelmiştir Ayrıca, 

Yersiniosiz hastalığının bütün salmonidlerde hastalık meydana getirdiği ve büyük 

ekonomik kayıplara sebep olduğu bilinmektedir. 

Proteinlerin analizi için en fazla kullanılan yöntemlerden birisi SDS-PAGE olup, 

proteinlerin karakterizasyonunda ve karşılaştırılmalarında kullanılan bir yöntemdir. Bu 

yöntem, proteinlerin molekül ağırlıklarının belirlenmesinde, proteinlerin saflığının 

kontrolünde, türler arası benzerlik ve farklılıkların belirlenmesinde, genetik hastalıkların 

teşhisinde kullanılmaktadır. 
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Bu araştırmada Yersinia ruckeri bakterisinin farklı ülke ve bölgelerden izole edilen 

40 suşu’nun lipopolisakkarit ve dış membran proteinlerinin sodyum dodesil sülfat 

poliakrilamid jel elektroforezinde analizi yapılarak türler arası benzerlik ve farlılıklar 

belirlenmiştir. 

 



    
 

 

2. MATERYAL VE METOD 

 

2.1. Bakteri Örnekleri 

 

Bu çalışmada LPS ve DMP profillerinin incelenmesi amacı ile 40 adet Y. ruckeri 

izolatı kullanılmıştır. Bu suşlar farklı yıllarda ülkemizdeki çeşitli bölgelerden ve 

yurtdışından gökkuşağı alabalıklarından izole edilmiştir. Bu izolatların toplanıldığı yıllar 

ve isimler Tablo 1’de verilmiştir. 

Tablo 1. Çalışmada kullanılan Yersinia ruckeri suşlarının izole edildiği yer, yıl ve temin  

eden kişiler. 

Referans No (suş) Ülke ve Yıl Koleksiyon 

Referans suşlar 

  NCIMB 1315 1965 NCIMB 

ATCC 29473 1975 ATCC 

Serotip suşlar 

  3018  (serotip 1) İtalya , 2003 A. Manfrin 

3019  (serotip 2) İtalya , 2003 A. Manfrin 

3020  (serotip 3) İtalya , 2003 A. Manfrin 

Diğer ülkelerden izole edilen suşlar 

 691/97 İtalya , 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 

Türkiye'den izole edilen suşlar 

  ANT10 Antalya, 2005 Laboratuvar 

ANT117 Antalya, 2003 Laboratuvar 

DEN12 Denizli, 2005 Laboratuvar 

EL14 Elazığ, 2001 E. Seker 

ISYr1 Isparta, 2006 Laboratuvar 

IYr2 İstanbul, 2008 N. Turk 

KA012 Kayseri, 2008 Laboratuvar 
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KM27 Kahraman Maraş,2002 Laboratuvar 

L14 Zonguldak, 2006 Laboratuvar 

M22 Muğla, 1999 H. Cagirgan 

M45 Muğla, 2000 H. Cagirgan 

M72 Muğla, 2002 H. Cagirgan 

M84 Muğla, 2005 H. Cagirgan 

ME128 Mersin, 2007 S. Ozer 

ME17 Mersin, 2007 S. Ozer 

RARDE-07-1 Rize,     2007 Laboratuvar 

SAYr14 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 

Yr118 Antalya, 2007 Laboratuvar 

Yrnif İzmir,     2000 N. Turk 

 

2.1. Lipopolisakkarit İzolasyonu 

 

Yersinia ruckeri izolatları 80 ºC’de stok kültür ortamından çıkartıldıktan sonra steril 

öze yardımıyla TSA’ya ekildi. 29ºC’de 24 saat inkübe edildikten sonra LPS izolasyonu 

işlemine geçildi. Y.ruckeri ekimi TSA çoğaldıktan sonra koloniler fosfat tamponlu PBS 

içerisine konularak bakteri yoğunluğu ortalama 1,0 OD olacak şekilde spektrofotometrede 

(Shimadzu UV 2550, Japonya) 525 nm dalga boyunda ayarlandı. Yoğunluğu ayarlanan 

bakteri 1,5 ml’lik tüplere pipet yardımıyla alındı ve 3000 g’de 4 dakika santrifüj edildi, 

çöktürüldü. Süpernatant kısmı atıldıktan sonra peletler 200 μl Laemmli buffer (%2 SDS, 

%10 gliserol, %5 β-mercaptoethanol, %0,01 bromophenol blue, 60 mM Tris–HCl; pH 6,8) 

ile karıştırıldı ve 10 dakika 90ºC’de kaynatıldı. Sonra soğutulan örnekler üzerine 1,5 µl 

Proteinaz K (25 mg/ml) eklendi ve 60°C’de 90 dakika inkübe edildi. SDS-PAGE için 

%4’lük yükleme ve %12’lik yürütme jeli hazırlandı. Hazırlanan örnekler SDS-PAGE’e 

yüklendi ve 150 V 35 mA akımda 70 dk. yürütüldü (Romalde vd., 1993). 
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2.3. Dış Membran Protein İzolasyonu 

 

Bir gün önceden bakteri ekimi yapıldı ve bakteri PBS (137 mM sodyum klorür, 2,7 

mM potasyum klorür, 10 mM disodyum fosfat ve 1,8 mM potasyum fosfat, pH 7.4) 

içerisinde yoğunluğu 525 nm dalga boyunda 1,0 OD olacak şekilde ayarlandı. Örnekler 

prob sonikatör (Sonics Vibra-Cell, VC 505, USA) yardımıyla bir dakika buz içerisinde 

sonikasyona tabi tutulduktan sonra santrifüj edildi. Bakteri süspansiyonu 1,5 ml’lik tüplere 

alındı. 3000 g’de 5 dakika santrifüj edildi ve süpernatant kısmı döküldü. Tüpteki çöken 

kısmın üzerine Laemmli buffer konuldu ve 10 dakika kaynatıldı. Kaynatmadan sonra 

soğutulan örnekler  üzerine 1,5 µl Proteinaz K (25 mg/ml) eklendi ve son olarak 60°C’de 

60 dakika inkübe edildi. Hazırlanan örnekler SDS-PAGE’e yüklendi ve 150 V 35 mA 

akımda 70 dakika yürütme tamponunda (25 mM Tris Base, 192 mM Glycine, %0,1 SDS) 

yürütüldü (Davies, 1990). 

 

2.4. SDS-PAGE Yönteminde Kullanılan Çözelti ve Jellerin Hazırlanması 

 

2.4.1. Amonyum Persülfat (%10 APS) 

 

100 mg amonyum persülfat tartılarak üzerine 1ml saf su konuldu. Her gün taze 

olarak hazırlandı. 

 

2.4.2. Akrilamid/Bis (%30 T, %2,67 C) 

 

14,6 g akrilamid tartılarak 50 ml saf su ile tamamlandı. 0,4 g N’N’-metilen-bis-

akrilamid tartılarak 50 ml saf su ile tamamlandı. Bu ikisi karıştırılarak üzerine 150 ml saf 

su konularak 250 ml’ye tamamlandı. 4 °C’de karanlıkta saklandı. Bu çözelti oda 

sıcaklığında koyu renkli şişede 2-3 ay muhafaza edilebilir.  

 

2.4.3. Sodyum Dodesil Sülfat (%10 SDS w/v)  

 

1 g SDS tartılarak üzerine 9 ml saf su konuldu ve 10 ml’ye tamamlandı.  
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2.4.4. Fix/stop Solüsyonu 

 

25 ml glacial asetik asid üzerine 225 ml saf su konularak 250 ml’ye tamamlandı.  

 

2.4.5. Gümüş Boyama Solüsyonu 

 

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

 

2.4.6. Developer Solüsyonu 

 

1,5 ml %37 formaldehit, 200 µL 10 mg/mL sodyum tiyosülfat, 30 g sodyum 

karbonat, 1000 ml saf su ile tamamlandı.  

 

2.4.7. Gümüş Boyama Aşamaları 

 

LPS ve DMP izolasyonu yapılan Y. ruckeri suşlarının SDS-PAGE’de yürütme 

işleminden sonra, jeldeki bantların görünümü için gümüş boyama tekniği kullanıldı. Bu 

yöntem Tablo 2’de gösterilen aşamalar takip edilerek yapılmıştır. 

                    

Tablo 2. Gümüş boyama yöntemi 

 

 

 

 



22 
 

 

2.4.8. Resolving Jel (Alt Jel) 

 

Alt jel %4’lük hazırlandı. 6,1 ml DDl H2O, 1,3 ml %30 Acrylamide/Bis, 2,5 ml Jel 

bufer, 0,1 ml %10 (w/v) SDS. 50 µl %10 APS ve 5 µl TEMED konuldu. Bu jel 

yüklemeden bir saat önce hazırlandı.  

 

 

2.4.9. Stacking Jel (Üst Jel) 

 

Üst jel %12’lik hazırlandı. 3,4 ml DDl H2O, 4,0 ml %30 Acrylamide/Bis, 2,5 ml Jel 

bufer, 0,1 ml %10 (w/v) SDS. 50 µl %10 APS ve 10 µl TEMED konuldu. Bu jel 

yüklemeden yarım saat önce hazırlandı. Jel cam plaklar arasına konulduktan sonra üzerine 

hava ile temasının kesilmesi ve daha çabuk polimerizasyonu için ethanol konuldu.  

 

2.4.10. İzolatların Biyokimyasal Karakterlerinin Belirlenmesi 

 

Yersinia ruckeri izolatlarının biyokimyasal karakterlerinin belirlenmesi amacıyla bu 

izolatlara Y. ruckeri’nin tanımlanması için tüm izolatlara ornitin dekarboksilaz (O), arjinin 

dihidrolaz (ARG), lizin dekarboksilaz (Lys), sitrat (CiT), üreaz (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 yapılmıştır. Ayrıca Tüm 

izolatların kanlı agarda hemolizi oluşumu testi yapıldı (Benson, 1985). 

 

2.4.11. LPS ve DMP Profillerinin Analizi 

 

Bantların analizi Bionumerics Gelcompar II software’i (Applied Maths, Sint-

Martens-Latem, Belgium) kullanılarak yapılmıştır. Farklı izolatların bantları arasındaki 

benzerlik, %2,5 tolerans ve %1 optimizasyon yapılarak Dice benzerlik katsayısı ile 

hesaplanmıştır. Kümeleme analizi ilede dendrogram [unweighted pair-group method with 

arithmetic mean (UPGMA)] oluşturulmuştur. 



    
 

 

3. BULGULAR 

 

3.1. Biyokimyasal Test Sonuçları 

 

Y. ruckeri’nin tanımlanması için yapılan klasik testlerle ilgili sonuçlar incelendiğinde 

Y. ruckeri izolatlarının fenotipik özelliklerinin büyük ölçüde benzer olduğu görülmüştür.  

Tüm izolatların kanlı agar besiyerine ekimi yapıldığında alfa hemolizi oluşturduğu 

gözlenmiştir. Tüm izolatlarda sitokram oksidaz negatif ve katalaz pozitif, H2S, inositol, 

ramnoz, sukroz, amygdalin, melibioz ve laktoz negatiftir. IYr2, ISYr1, ME17 ve EL14 

dışındaki tüm izolatlarda bakterilerin oksijeni fermente ettiği (O/F testi pozitif) 

saptanmıştır. Sorbitol testi yönünden kullanılan referans suşlardan NCIMB1315, 3020 ve 

3018’in sorbitolü fermente ederek pozitif sonuç verdiği, 3019 adlı suşun negatif sonuç 

verdiği görülmüştür. Sorbitolü fermente etme özelliklerine göre biyotip 1 ve biyotip 2 

olarak izolatlar iki grupta toplanmıştır. Altı Y. ruckeri izolatı Biyotip 1 olarak belirlenirken 

diğer 34 izolat ise sorbitolu fermente etmediğinden Biyotip 2 olarak bulunmuştur. 

Hareketlilik yeteneklerine göre ise kırk izolatın pozitif sonuç verdiği görülmüştür. Y. 

ruckeri suşlarının onsekizinin Tween 20 ve Tween 80’i hidrolize edemediği görülmüştür 

(Tablo 3). 
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Tablo 3. Yersinia ruckeri İzolatlarının Biyokimyasal Karakterizasyon Test Sonuçları.  

Suşlar Yer 

Biyokimyasal Testler 

O 

A
R

G
 

L
Y

S
 

C
IT
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T
D

A
 

V
P

 

G
E
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G
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M
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O

R
 

S
U

C
 

A
R

A
 

G
A

S
 

M
O

T
 

M
R

 

X
Y

 

E
S

C
 

T
W

2
0
 

T
W

8
0
 

NCIMB1315   + - - + - - + + + + + - - - + + - + + + 

3020 İtalya + - - + - - + - + + + - - - + + - - + + 

3018 İtalya + - - + - - + - + + + - - - + + - - + + 

3019 İtalya + - - + - - + - + + - - - - + + - - + + 

Biyotip 1 (sorbitol fermentasyonu)                                   

L14 Zonguldak + - + - + - + + + + + - + + + + - + + + 

GA97016 ABD + - - + + - + - + + + - - - + - - - + + 

TA-07-12 Trabzon + - + + + - - - + + + + + - + - + - - - 

GA 97126 ABD + - + + - - + - + - + + - + + + + - - - 

MSA 3016 ABD + - + - - - + + + + + - - - + + - - + + 

TT-07-2 Trabzon + - + + + - - - + + + + + - + - + - - - 

Biyotip 2 (sorbitol fermentasyonu)                                   

TŞE075 Trabzon + + - - - - + - + + - + - + + - + - - - 

ALG 94-88 ABD + - + + + - + + + + - - - - + + - - + + 

LV-01 ABD + - + + + - + + + + - - - - + + - + + + 

ALG 94-883 ABD + - + + + - + + + + - - - + + + - - - - 

ATCC 

29479 
ABD + - + + - - + - + + - + - + + + + - + + 

MO 688 ABD - - + + + - + + + + - - - + + + - - - - 

GA 9707 ABD + - + + + - + - + - - + - - + + + - + + 

GA 99045 ABD + - + + - - + + + - - + - - + + + - + + 

GA 9804 ABD + - + + + - + - + - - + - - + + + - - - 
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Tablo 3’ün devamı 

  Suşlar         Yer 

Biyokimyasal Testler 

  O 
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R
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2
0
 

T
W

8
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RARDE071 Rize + - - - - - + - + + - - - - + - - - + + 

TCO0710 Trabzon - - + - - - + - + + - - + - + + - - + + 

TA0712 Trabzon + + + - - - + - + + - - + - + - - - - - 

Kfe691/97 İtalya + - - + - - + + + + - - - - + + - - - - 

M22 Muğla + - + + - - + - + + - - - - + + - - + + 

M45 Muğla + - + + - - + + + + - - - - + + - - + + 

M72 Muğla + - - + - - + + + + - - - - + + - - + + 

M84 Muğla - - + - - - - - - - - - - - + - - - + + 

KM27 Maraş + - + + - - + + + + - - - - + + - + - - 

Yr118 Antalya - + - + + - + + + - - - + - + + - - - - 

SAYr14 Sakarya + - + - - - + + + + - - - - + + - - - - 

ANT117 Antalya - + - + + + - + + - - - + - + + - - - - 

IYr2 İstanbul - + - + + + + + + - - - - - - + - - - - 

Yrnif İzmir + - + + - + - + + + - - - - + + - - - - 

ANT10 Antalya + - + + - + - + + + - - - - + + - - - - 

DEN12 Denizli + - + + + - - - + + - - - - + + - - + + 

KA012 Kayseri - + - + + - - + - - - - - - + + + - + + 

ISYr1 Isparta + - + + - - + - + + - - - - - + - - - - 

ME17 Mersin + - + + + - - - + + - + + - + + + + + + 

EL14 Elazığ + + + + + - - - + + - + + - + + + + + + 

ME128 Mersin - + + + - - + - + + - - + - + + + - - - 
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3.2. SDS-PAGE Analiz Sonuçları 

 

Ülkemizdeki farklı bölgelerden ve dünyanın farklı ülkelerinden izole edilen ve Y. 

ruckeri olduğu biyokimyasal testler ve API 20E kiti  ile tanımlanan 40 izolatın LPS ve 

DMP izolasyonu yapıldıktan sonra SDS-PAGE tekniği kullanılarak suşlar arasındaki 

benzerlikler karakterize edilmiştir (Şekil 4). Y. ruckeri suşlarının LPS ve DMP profilleri, 

gümüş boyama yapıldıktan sonra görüntülenmiş ve fragmantların molekül ağırlıklarına 

göre ayrımı yapılarak suşlar arası farklılıklar ve benzerlikler belirlenmiştir.  

 

  M      1     2     3     4     5      6      7    8        M    1     2     3    4    5     6     7     8 

  
A        B 

Şekil 4. SDS-PAGE ham görüntüleri örnek sekiz suş (A: Lipopolisakkarit, B: Dış zar 

proteini, M: Marker) 
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   Şekil 5. Lipopolisakkarit dendogramı 

 

yr LPS

1
0
0

9
0

8
0

7
0

6
0

5
0

4
0

3
0

yr LPS

0 2
0

4
0

6
0

8
0

1
0

0

ALG 94-88

LV-01

691-97

NCIMB 1315

GA97016

EL14

3018

M22

MSA 3016

ME17

ALG 94-80

YrNif

Ant10

ATCC 29473

DEN12

M45

TA0712

ME128

TT0702

3019

TSE075

ISYr1

L14

TCO0710

M84

IYr2

SaYr14

M72

Yr118

ANT117

KA012

TMP089

3020

MO0688

GA 9804

GA 99045

GA 97126

RARDE071

KM27

GA 9707

ABD

ABD

İtalya

Referans

ABD

Elazığ

Italya

Muğla

ABD

Mersin

ABD

Izmir

Antalya

ABD

Denizli

Muğla

Trabzon

Mersin

Trabzon

İtalya

Trabzon

Isparta

Zonguldak

Trabzon

Muğla

Istanbul

Sakarya

Mugla

Antalya

Antalya

Kayseri

Trabzon

Italya

ABD

ABD

ABD

ABD

Rize

Kahraman Maraş

ABD



28 
 

 

Kırk adet Y. ruckeri suşunun LPS profillerinin SDS-PAGE’de analizi sonucu 3 ile 20 

arasında farklı fragmentler oluşarak 14 adet farklı küme belirlenmiştir (L1-L14). Bu 

sonuçlara göre izolatlar arası benzerlik oranları çok yüksek değildir (≤ %60). Amerikadan 

izole edilen Alg94-88 suşu ile LV-01 suşu %62 benzerlik oranı ile L1 kümesini 

oluştururken, 691-97 (Italya), NCIMB 1315 referans suş, GA97016 (Amerika) EL14 

(Elazığ), 3018 (İtalya), M22 (Muğla) ve MSA3016 (Amerika) suşlarıda L2 kümesini %66 

benzerlikle oluşturmuşlardır. L1 ve L2 kümeleride birbirleriyle %50 benzerlik 

göstermektedirler. L3 kümesini Mersin (ME17), Amerika (Alg9480), İzmir (Yrnif) ve 

Antalya (Ant10) suşları oluşturmakta ve bu suşlar ATCC 29473 referans suşu ile %52 

ilişkilidir. Denizli (Den12) Muğla (M45), Trabzon (TT0712, TT0702) ve Mersin (ME128) 

suşlarıda L4 kümesini oluşturmaktadırlar. Trabzon (TSE075, TCO0710), Isparta (ISYr1) 

ve Elazığ (L14) suşları da İtalya (3019) suşu ile ilişkili olup, L5 kümesini oluşturmuştur. 

L6 kümesini ise M84 ve Iyr2 suşları %66 benzerlikle oluşturmuştur. L7 ise SaYr14, M72, 

Yr118 ve Ant117 suşları tarafından oluşturulurken, L5 ve L6 kümeleri de birbirlerine %50 

benzemektedirler. L8 kümesi de %54 benzerlikte Kayseri (Ka012) ve Trabzon (TMP089) 

suşlarından oluşmaktadır. 3020 İtalya suşu da tek başına L9 kümesini oluşturmuştur ve 

diğer suşlarla %40 benzerdir. L10 ve L11 kümelerini Amerikan suşları oluştururken L12 

kümesini Rize (RARDE071) ve Kahraman Maraş (KM27) suşları oluşturmuştur. GA9707 

(Amerika) izolatı ise diğer tüm izolatlardan uzak ulup tek başına L14 kümesini 

oluşturmuştur (Şekil 5). 

Kırk adet Y. ruckeri suşunun DMP profillerinin SDS-PAGE’de analizi sonucu 6 ile 

29 arasında farklı fragmentler oluşarak 14 adet farklı küme belirlenmiştir (D1-D14). Bu 

sonuçlara göre suşlar arasında benzerlik oranlarının düşük olduğu tespit edilmiştir (≤ %80). 

D1 kümesi benzerlik oranları %90 olan GA9804 (ABD) ile MO0688 (ABD) suşlarından 

oluşmaktadır ve IYr2 (İstanbul) suşu bu iki suş ile %55 benzerdir. D2 kümesi benzerlik 

oranı %82 olan GA99045 (ABD) ile GA97126 (ABD) suşunu içermektedir ve GA9707 

(ABD) suşu ile bu izolatlar arasında %75 benzerlik vardır. EL14 (Elazığ) suşununda bu 

izolatlarla arasında %65 oranında bir benzerlik tespit edilmiştir. D3 kümesi 10 ABD 

suşundan 3 tanesini içermektedir. ALG94-80 (ABD) ile  
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      Şekil 6. Dış membran proteinlerinin dendogramı 
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MSA3016 (ABD) suşları arasında %95 benzerlik bulunmaktadır ve bu iki suşun ALG94-

88 (ABD) suşu ile %80 benzerliği tespit edilmiştir. D4 kümesi, benzerlik oranları %100 

olan RARDE071 (Rize) ile M22 (Muğla) suşlarından oluşmaktadır ve bu suşlar 3018 

(İtalya) suşu ile de %75 benzer bulunmuştur. D5 kümesi GA97016 (ABD) suşu ve 3019 

(İtalya) suşu arasında %80 benzerlik görülmüştür ve 691-97 (İtalya) ile bu iki suş arasında 

%75 benzerlik tespit edilmiştir. Dört İtalya suşunun ikisi bu kümede bulunmaktadır. D6 

kümesi, benzerlik oranı %70 olan TSE075 (Trabzon) ve ISYr1 (Isparta) suşlarından 

oluşmaktadır. L14 (Zonguldak) suşuda bu iki suş ile %65 oranında benzerdir. D7 kümesi 

benzerlik oranı %70 olan TT0702 (Trabzon) ve TMP089 (Trabzon) suşlarından 

oluşmaktadır. D8 kümesi benzerlik oranı %85 olan DEN12 (Denizli) ve M45 (Muğla) ve 

bu iki suşa %80 oranında benzeyen TA0712 (Trabzon) suşundan oluşmaktadır. D9 kümesi 

ise benzerlik oranı %90 olan M84 (Muğla) ve Yr118 (Antalya) suşlarından ve bunlara %70 

oranında benzeyen KA012 (Kayseri) suşundan oluşmaktadır. D10 kümesi ise SaYr14 

(Sakarya) ve ANT117 (Antalya) suşu ile birbirine %90 oranında benzerdir. D11 kümesi, 

benzerlik oranı %100 olan YrNif (İzmir) ve ANT10 (Antalya) suşundan oluşmaktadır ve 

bu iki suş ile M72 (Muğla) birbilerine %80 orarnında benzerdirler. D12 kümesi referans 

suşlardan NCIMB1315 ile 3020 (İtalya) suşlarından oluşmaktadır. D13 kümesi benzerlik 

oranları %85 olan LV01 (ABD) ile ATCC29473 (ABD) suşlarından oluşmaktadır. Bu iki 

Y. ruckeri suşunun benzer oluğunu göstermektedir. D14 kümesi iki tane Mersin, referans, 

Kahramanmaraş ve bir Trabzon suşundan oluşmaktadır. Bu suşların diğer suşlar ile 

benzerlik oranları oldukça düşüktür (Şekil 6). 

 



    
 

 

4. TARTIŞMA 

 

4.1. Biyokimyasal Test Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

 

Yersiniozis, alabalık işletmelerinde özellikle yavru döneminde ülkemizde ve 

dünyada önemli kayıplara neden olmaktadır. Bu nedenle birçok araştırmacı bu hastalığın 

epidemiyolojisi hakkında araştırmalar yapmışlardır. Ülkemizde yurt içi ve yurt dışından 

izole edilen Y. ruckeri izolatları arasında epidemiyolojik ilişki bakımından yeterince 

araştırma yapılmamıştır. Bu nedenle hastalığın kaynağının ne olduğu, nereden ve nasıl 

yayıldığı araştırılan konulardır. Bakterilerin serotip farklılıkları sorbitolü fermente etme 

yeteneği ile ilgilidir (Bullock ve Cipriano, 1990; Diler, 2004). Bu çalışmada kullanılan 40 

izolatın üremesi 29ºC’de sağlanmıştır. Bakterilerin sorbitolü fermente etme özelliklerine 

göre suşlar biyotip 1 ve biyotip 2 olarak sınıflandırılmıştır.  

Yersinia ruckeri suşlarıyla yapılan çalışmalarda; suşlar arasında serolojik farklılıklar 

olmasına rağmen, fenotipik özelliklerinin çok benzer olduğu belirtilmiştir. Y. ruckeri’nin 

fenotipik özelliklerinin belirlenmesinde, klasik mikrobiyolojik testler ve API 20E hızlı 

teşhis kiti kullanılmaktadır (Austin ve Austin, 1999; Horne ve Barnes, 1999; Davies ve 

Frerichs, 1989). Bu araştırmada geleneksel biyokimyasal testleri kullanarak elde edilen 

sonuçlar açısından suşlar arasında çok büyük farklılıklar görülmemiştir. Bu yönüyle izole 

edilen Y. ruckeri suşları homojen bir yapı göstermiştir. Elde edilen biyokimyasal sonuçlar, 

ülkemizde daha önce Y. ruckeri ile yapılan çalışmalarla benzeşmektedir (Çağırgan ve 

Yüreklitürk, 1991; Savaşer ve Diler, 1997; Candan ve Yazıcı, 2000).  

Yapılan araştırmalarda, bazı Y. ruckeri suşlarının tween 80’i hidrolize edemediği 

bildirilmiştir (Bullock vd., 1978; Davies ve Frerichs, 1989; Austin ve Austin, 1999). 

Davies ve Frerichs (1989), hareketsiz Y. ruckeri suşlarının tween 80’i hidrolize edemediği, 

Bush (1982) ise, hareketlilik ile tween 80 hidrolizi arasında bir ilişkinin olmadığını 

bildirmiştir. Çağırgan (1991), çalıştığı 20 adet Y. ruckeri suşunun hepsinin hareketli 

olduğunu, ancak bu suşlardan bir kısmının tween 80’i hidrolize etmediğini saptamıştır. Bu 

çalışmada ise, 40 adet Y. ruckeri suşunun hepsinin hareketli olduğu ve 40 suşdan 18’inin 

Tween 80’i ve Tween 20’yi hidrolize edemediği tespit edilmiştir. Tween 80’i hidrolize 

etmeyen 18 suşun hareketli olması Davies ve Frerichs’dan ayrılırken, Bush (1982) 
 
ve 

Çağırgan (1991) ile benzerlik göstermiştir.  
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Yersinia ruckeri’nin biyokimyasal özellikler bakımından homojen karakterde olup 

bazı suşlarda metil red, voges proskauer, lizin dekarboksilaz, arjinin dihidrolaz ve laktoz 

fermentasyon testlerinde farklılıklar görülebildiği bildirilmektedir (Ross vd., 1966; 

Stevenson vd., 1993; Wobeser, 1973). Bu çalışmada da kullanılan izolatlardan VP testinin 

40 suşdan 10 tanesinin negatif sonuç verdiği, Lys testinin 40 suşdan 26’sının pozitif sonuç 

verdiği, ARG testinin 40 suşdan 8 tanesinin pozitif sonuç verdiği tespit edilmiştir. Yersinia 

ruckeri 22°C’de inkübe edildiğinde katalaz, metil red, sitrat kullanımı, ornitin 

dekarboksilaz testlerinin pozitif, sitokrom oksidaz, indol üretimi, H2S üretimi, üreaz, 

glikozdan gaz üretimi testlerinin negatif olduğu bildirilmektedir (Bercovier, 1984). 

Geleneksel yöntemlerin dışında API 20E testinin de kullanılabileceği bildirilmiştir (Santos 

vd., 1993). Fakat API 20E testinde arjinin dihidrolaz, sitrat kullanımı, voges proskauer, 

jelatin ve sorbitol testlerinin hatalı pozitif veya negatif sonuç verebileceği ve etkenin 

Hafnia alvei ile karışabileceği belirtilmektedir (Davies, 1991; Rintamaki, 1986; Santos vd., 

1993; Stevenson ve Daly, 1982). 

Yersinia ruckeri suşlarının teşhisinde, klinik gözlemler, geleneksel testler ve API 

20E hızlı teşhis kitinden yararlanılmıştır. Geleneksel mikrobiyolojik testleri kullanarak 

elde edilen sonuçlar açısından Y. ruckeri suşlarının fenotipik özelliklerinin büyük ölçüde 

benzer olduğu görülmüştür. API 20E sonuçlarına göre Y. ruckeri suşları arasında lizin 

dekarboksilaz ve jelatin hidrolizi testlerinde; geleneksel testler açısından bakıldığında 

Voges Proskauer testlerinde farklılıklar olduğu tespit edilmiştir. Bununla birlikte lizin 

dekarboksilaz testinde suşların %32’sinin negatif olduğu tespit edilmiştir. Y. ruckeri suşları 

arasında lizin dekarboksilaz testi açısından farklılıklar olabileceğini ve suşların %88’inin 

pozitif olduğunu bildirilmiştir. Aynı araştırmacılar, Y. ruckeri suşları arasında jelatin 

hidrolizi testi sonucunda suşların %52’sinin pozitif olduğunu bildirilmiştir (Horne ve 

Barnes, 1999). Ayrıca Y. ruckeri Serotip 2’de VP testinin pozitif olduğunu bildirilmiştir 

(Romalde vd., 2003). Bu çalışmada ise Y. ruckeri suşlarının VP testinin pozitif sonuç 

verdiği her suşun serotip 2 özellikte olmadığı tespit edilmiştir.  

Yersinia ruckeri serotipleri arasında sorbitolü fermente etme yeteneğinin 

değişebileceği, serotip 2 suşlarının sorbitolü fermente etme yeteneğiyle diğer serotiplerden 

ayrılabileceği belirtilmiştir (Schill vd., 1984; Horne ve Barnes., 1999). Buna göre biyotip 

1’de çıkan pozitif sonuçlar, altı izolatın serotip 2 özellikte olduğunu ve biyotip 2’de çıkan 

negatif sonuçlar, otuz izolatın serotip 1 özellikte olmalarından kaynaklanmaktadır. 

 



33 
 

 

4.2. SDS-PAGE Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

 

Proteinlerin analizi için en fazla kullanılan yöntemlerden birisi SDS-PAGE olup 

proteinlerin karakterizasyonunda ve karşılaştırılmasında kullanılan bir yöntemdir (Altıntaş, 

1991; Altıntaş ve Yolasığmaz, 1997). İzole edilen birçok suşun birbirleriyle 

karşılaştırılması, suşlar arasında ayrımı geliştirmek ve suşların teşhisinin doğruluğunu 

ispatlamak zorunluluğunu gündeme getirmiştir. Sınıflandırmaya yönelik ilk çalışmalar 

genelde morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyon temel alınarak yapılmıştır. Özellikle 

fenotipik özellikler suşların ayrımı için yeterli olmadığından değişik metodlar 

geliştirilmiştir (Bağcı vd., 1991). Mikrobiyal sistematikte protein jel elektroforezi, özellikle 

aynı türler veya alt türlere ait suşların hücresel proteinlerin karşılaştırılması ve ayrımı için 

hassas bir teknik olarak yıllardır kullanılmaktadır (Bruce ve Jordens, 1991; Çökmüş ve 

Yousten, 1994; Kampfer, 1995; Nick vd., 1999). 

Bu çalışmada Y. ruckeri izolatlarının genotiplendirilmesi amacıyla SDS-PAGE 

metodu optimize edilerek kullanılmıştır. Bu çalışmada benzerlik oranı düşük bulunan Y. 

ruckeri suşları LPS analizinde ve DMP analiznde 14 kümede toplanmıştır. Bu da suşlar 

arasında önemli heterojenitenin olduğunu göstermektedir. Benzerlik oranları düşük bu 

izolatların çoğunun birbirine uzak alanlardan elde edilmesi ve bakteri suşlarının mutasyon 

ve benzeri bazı olaylar sonucu genetik yapılarında değişiklik olabileceğini akla getirebilir. 

LPS profillerinin değerlendirmesinde, 10 tane ABD suşunun genel olarak L1, L2, L4, L5 

ve L13 kümesinde bulunduğu tespit edilmiştir. L13 kümesinde 4 tane ABD suşu 

bulunmaktadır. Bu kümedeki suşların diğerlerinden önemli derecede ayrılması bakterilerin 

aynı orjinli olmaları şeklinde yorumlanabilir. ABD suşlarının farklı kümelerde bulunması 

ve benzerlik oranlarının çok yüksek olmaması ülkemizde izole edilen Y. ruckeri suşları ile 

ABD suşları arasında benzerlik oranının düşük olduğunu göstermekte ve bu genetik 

farklılığın mutasyon sonucu oluşabileceği söylenebilir. Dört İtalya suşu üç farklı kümede 

toplanmıştır (L2, L3, L8). Bulundukları kümelerdeki izolatlar ile benzerlik oranları 

oldukça yüksektir ve bu kümelerdeki izolatların ülkemizin farklı bölgelerinden izole 

edilmiş olması, İtalya suşlarının yine yurt dışından ülkemize gelip ve yurt içinde 

kontrolsüz bir şekilde balık transferi ile yayıldığını göstermektedir. Dört Muğla suşunun 

ise dört faklı kümede toplandığı belirlenmiştir (L4, L7, L9, L11). Muğla suşlarından sadece 

bir tanesinin ABD suşu ile aynı kümede olup ve benzerlik oranlarınında yüksek olması, bu 

iki suşun LPS profillerinin aynı olabileceğini göstermektedir. Bulundukları diğer kümedeki 
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suşların izole edildikleri bölgelerin birbirine yakın olması, benzerlik oranlarının bazıları ile 

yüksek olması yine biliçsiz bir şekilde yapılan balık hareketlerini akla getirmektedir. Beş 

Trabzon suşunun her biri farklı kümelerde toplanmıştır. L8 kümesinde bulunan suşun 

İtalya suşu ile benzerlik oranı çok yüksektir. Diğer kümedeki suşlar ülkemiz bölgelerinden 

izole edilmiştir. L7 kümesinde bulunan Trabzon suşunun, Muğla ve Denizli suşları ile 

benzer olması ve bu iki suşun aynı orjinli olması, Trabzon suşunun Ege bölgesinden 

Karadeniz bölgesine geldiğini gösterebilir. Üç tane Antalya suşu iki farklı grupta 

toplanmıştır. Bu suşlardan orjinlerinin Ege bölgesi olanlar ile benzerlik oranları yüksek 

bulunmuştur. Ege bölgesinden Akdeniz bölgesine yayılmış olabilceği ve izole edildiği 

yıllar arasında yakınlık bulunması, bu bakterilerin zamanla mutasyon gibi nedenlerle 

genetik yapılarının değişebileceği düşünülebilir. Denizli suşunun Muğla suşu ile aynı 

kümede bulunması ve orjinlerinin aynı bölge olması bu bölgedeki çiftlikler arası balık 

transferlerinin yapıldığını akla getirebilir. İzmir suşunun bir Antalya suşu ile aynı kümede 

olup benzerlik oranlarınında yüksek olması yine benzer ihtimalleri akıllara getirmektedir. 

Bir tane olan Sakarya suşunun bir Muğla suşu ile %100 benzer olması ve bulundukları 

bölgelerin hemde izole edildikleri yılların birbirine yakın olması bu bölgeler arası balık 

hareketlerinin yapılmış olabileceğini akla getirmektedir. Kahramanmaraş, Kayseri, 

İstanbul, Rize, Zonguldak gibi suşların diğer suşlar ile benzerlik oranları oldukça düşük 

bulunmuştur. Bu sonuçlar ülkemizde bölgeler arası balık hareketlerinin ne kadar bilinçsiz 

yapıldığını ve geniş yayılım gösterdiğini kanıtlar düzeydedir. DMP profillerinin 

değerlendirilmesinde, ABD suşlarının çoğu dört küme içerisinde toplanmıştır. Benzerlik 

oranları oldukça yüksektir (D1, D2, D3, D4). D1 kümesinde bulunan GA9804 (ABD) ve 

MO0688 (ABD) suşunun izole edildiği yılların farklı olmasına rağmen orjinlerinin aynı 

olması ve OMP profilleri yönündende benzerlik oranlarının yüksek olması aralarındaki 

akrabalık derecesini artırmaktadır. ABD suşlarının orjinlerinin aynı olduğu şekilde 

yorumlanabilir. Bu suşlar arasında benzerlik oranın yüksek olması, suşların bölge arası 

transferi ile mümkün olmuş olabilir. İtalya suşları iki farklı kümede toplanmıştır. Aynı 

küme içerisinde Rize, Muğla ve ABD suşlarındanda bir tane bulunmaktadır. İtalya 

suşlarının birinin Rize suşu ile aynı kümede olması ve benzerlik oranlarının çok yüksek 

olması bu iki suşun orjinlerinin aynı olduğu yönünde düşünülebilir. Antalya suşları üç 

farklı kümede toplandığı görülmüştür (D9, D10, D11). Aynı kümelerde birer tane Muğla, 

Sakarya, İzmir ve Kayseri suşlarıda bulunmaktadır. Antalya suşlarının diğer suşlar ile 

benzerlik oranları oldukça yüksektir. Bu suşların orjinlerinin birbirine yakın bölgeler 
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olması, bilinçsiz ve kontrolsüz yapılan balık hareketleri sonucu bu bölgeler içerisinde 

yayılım gösterdiği düşünülebilir. Trabzon suşları genel olarak iki kümede toplanmıştır (D6, 

D7). İki Trabzon suşunun aynı kümede bulunması, benzerlik oranlarının yüksek olması ve 

aynı bölgede bulunması bu iki suşun biribirine yakın olduğunu göstermektedir. 

Kümelerden bir tanesinde Isparta ve Zonguldak suşunun bulunması, bu suşların Akdeniz 

bölgesinden Karadeniz bölgesine yayılım gösterdiğini akıllara getirmektedir. Farklı bir 

küme içerisine Denizli, Muğla ve bir Trabzon suşu toplanmıştır. Bu üç suşun bezerlik 

oranları birbirine oldukça yakın bulunmuştur. Bu sonuçlar Ege bölgesinde balık 

hareketlerinin bilinçsiz yapıldığı bölgede dar alanda balık ve yavru alışverişinin sıklıkla 

yapıldığı gerçeğini akıllara getirmektedir. Kahramanmaraş, bir adet Mersin, Referans suş, 

İstanbul, Kayseri suşlarının diğer suşlar ile benzerlik oranlarının çok düşük bulunduğu 

görülmüştür.  

Genel olarak incelediğimizde ABD suşlarının aynı kümelerde bulunduğu ve bu 

kümelerde bulunan diğer suşların aynı ya da birbirine yakın bölgelerden izole edilmiş 

olmasının, Y. ruckeri’nin suşlarının yurtdışı orjinli olup daha sonra ülkemize geldiğini 

göstermektedir. 3018 (İtalya) suşunun aynı zamanda serotip 1 suş olmasından dolayı, Rize 

ve Muğla suşlarının hem DMP benzerlik oranlarının yüksek derecede benzer olması hemde 

biyokimyasal test sonuçlarının birbirine yakın olması serotip 1 olduklarını 

desteklemektedir. Bu izolatların Karadeniz ve Akdeniz bölgesi arasında çiftliklerden balık 

transferi ile mümkün olması düşünülebilir. Diğer kümelerdeki suşların orjinlerinin de 

yakın bölgeler olması Y. ruckeri’nin ülkemizde yayıldığını göstermektedir.  

 



    
 

 

5. SONUÇLAR 

 

Gram negatif, hareketli, çubuk şeklinde enterik bir bakteri olan Y. ruckeri’nin teşhisi; 

genellikle fenotipik (morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal) özellikleri incelenerek 

yapılmaktadır. Beş kıtaya yayılmış olan Y. ruckeri suşlarıyla yapılan çalışmalarda; suşlar 

arasında serolojik farklılıklar olmasına rağmen, fenotipik özelliklerinin benzer olduğu 

belirtilmiştir. Y. ruckeri’nin fenotipik özelliklerinin belirlenmesinde, klasik mikrobiyolojik 

testler ve API 20E hızlı teşhis kiti kullanılmaktadır. Y. ruckeri suşlarının genotipik 

özelliklerinin belirlenmesinde moleküler teşhis yöntemleri de kullanılmaktadır. Son 

yıllarda moleküler bakteriyolojide ve birçok laboratuar ortamında in vitro koşullarda 

genetik profilleme yapılması amacıyla SDS-PAGE yöntemi yaygın olarak 

kullanılmaktadır. 

Yersinia ruckeri’nin genotiplendirilmesi amacı ile çeşitli ülke ve Türkiye’nin çeşitli 

bölgelerinden izole edilen Y. ruckeri’nin 40 suşu tez çalışmasında kullanılmıştır. Y. ruckeri 

suşlarının genotipik profillerinin belirlenmesi amacıyla, gram negatif bakterinin hücre 

duvar yapısında bulunan LPS ve DMP analizleri SDS-PAGE’de incelenerek 

genetiplendirilmesi yapılmıştır. Y. ruckeri’nin 40 suşu incelenerek bu suşlar arasında 

akrabalık ilişkisi ve suşlar arası çeşitlilik belirlenmiştir. Laboratuar koşullarında yapılan 

biyokimyasal testlerde Y. ruckeri suşlarının fenotipik özelliklerinin büyük ölçüde benzer 

olduğu ancak sorbitolde farklılık görüldüğü tespit edilmiştir. Sorbitol testi yönünden 

biyotip 1 grubu pozitif ve biyotip 2 grubu negatif sonuç vermiştir.  

Ülkemizin farklı coğrafik bölgelerinden ve dünyadaki farklı bölgelerindeki 

gökkuşağı alabalıklarından toplanan 40 adet Y. ruckeri suşunun 2 adet referans suş 

(NCIMB1315 ve ATCC29473) ve 3 adet serotip suş (3018 serotip 1, 3019 serotip 2, 3020 

serotip 3) ile karşılaştırmalı olarak LPS ve DMP profillendirilmesi SDS-PAGE yöntemi 

kullanılarak yapılmıştır. Benzerlik oranları düşük bulunan Y. ruckeri suşlarının LPS 

profillerinin incelenmesinde 14 kümede toplanmıştır. Yapılan DMP profilleri de 14 

kümede toplanmıştır. Bu da suşlar arasında önemli taksonomik heterojenitenin olduğu 

belirlenmiştir. 



    
 

 

6. ÖNERİLER 

 

Ülkemizde ilk defa 1991 yılında Denizli yöresinde bir çiflite izole edilen Y. ruckeri, 

ülkemizde ve dünyada geniş bir yayılım göstermektedir. Y. ruckeri, yersiniosis hastalığına 

neden olmaktadır. Hastalığın yayılım gösterdiği ülke sayısı ilk izole edilişinden itibaren 

giderek yayılım göstermiştir. Yetiştiricilik anlamında ülkemizdeki çiftliklerimizde, 

özellikle yavru dönemde, stok yoğunluğunun fazla olduğu dönemlerde ve diğer farklı 

nedenler dolayısı ile önemli ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Yersiniosis etmeni olan 

Y. ruckeri’nin doğru teşhis ve tedavi edilmesi ve yayılımının bilinmesine yönelik bu 

çalışma önemli sonuçları ortaya koymaktadır.  

Bu sonuçlar temelinde su ürünleri sektöründeki bilinçli üreticilere, konu ile 

ilgilenecek araştırmacılara ve sektörle ilgili yasal düzenlemelere katkı sağlayabilecek 

öneriler şöyle sıralanabilir; 

1. Bu çalışmada biyokimyasal ve moleküler metotlar kullanılarak Yersinia 

ruckeri’nin genetik çeşitliliği ve yayılımı konusunda bilgi verilmiştir. Üretim aşamasında 

sıklıkla karşılaşılan diğer balık patojenleri içinde benzer çalışmalar yapılmalı ve korunma 

stratejileri belirlenmelidir. 

2. SDS-PAGE profillerine göre virülent gen belirlenmeli ve ileride patojenite 

çalışmaları yapılmalı uygun izolat belirlenerek koruyucu aşı denemeleri yapılmalıdır. 

3. Yersinia ruckeri ve benzeri hastalık etmenlerinin yayılmasında en önemli etken 

olan balık hareketleri mümkünse T.C. Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığı ya da 

üniversiteler kontrolünde olmalıdır. Büyük çapta üretim yapan işletmeler 

sertifikalandırılmalı ve diğer üreticiler yavru ve yumurta alımı konusunda 

bilgilendirilmelidir. 
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