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OZET

DOGU KARADENIZ BOLGESI’NDEKiI GOKKUSAGI ALABALIGI (Onchorhynchus
mykiss) CIFTLIKLERINDE HASTALIK OLUSTURAN PSEUDOMONAS TURLERININ
GENETIK ANALIZi

Zeynep Zehra iPEK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damismani: Dog¢. Dr. Fikri BALTA

Bu calismada, 2013 Ocak ve 2014 Haziran tarihleri arasinda, Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki
balik ciftliklerinden izole edilen Pseudomonas tiirleri ti¢ tane referans gen ile ¢alisilmistir (16S
rRNA, rpoD ve rpoB). Daha iyi bir tamimlama amaciyla, 28 tane Pseudomonas susu
biyokimyasal testler ve Pseudomonas tiirleri i¢in 6zel primerler tarafindan analiz edilmistir.
Calismanin sonucunda, gen agaclart Pseudomonas fluorescens grubu ve Pseudomonas putida
grubu olarak adlandirilan iki gruba ayrilmistir. Calismada kullanilan Pseudomonassuslari
genellikle, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida ve Pseudomonas sp. olarak ve iki
sus Pseudomonas lundensis ve bir sus ise Pseudomonas baetica olarak tanimlanmistir. Bu
caligma ayn1 zamanda Pseudomonas suslari igin, rpoD geninin 16S rRNA ve rpoB genine gore

daha iyi bir ayrim giicline sahip oldugunu gdstermistir.

2015, 92 sayfa
Anahtar Kelimeler: Pseudomonas, Balik Hastaliklari, Genetik, 16S rRNA, rpoD, rpoB.



ABSTRACT

THE GENETIC ANALYSIS OFPSEUDOMONAS SPECIES WHICH FORMING
DISEASES IN RAINBOW TROUT (Onchorhynchus mykiss) HATCHERIES IN THE
EASTERN BLACK SEA REGION

Zeynep Zehra iPEK

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fikri BALTA

In this study, between January 2013 and June 2014, Pseudomonasspecies, which were isolated
from fish farms of the Eastern Black Sea Region, studying with three housekeeping genes (16S
rRNA, rpoD and rpoB). The purposes of improved identification, 28Pseudomonas strains were
analyzed using biochemical tests and special primers for Pseudomonas species. As a result of
this study, gene trees discrimination of two groups, called Pseudomonas fluorescens group and
Pseudomonas putida group. Pseudomonas strains, which were used in this study, were
determined as Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida and Pseudomonas sp. and two
strains were of these Pseudomonas lundensis and one of Pseudomonas baetica. This study also
demonstrated that the rpoD genes have improved discriminative power than 16S rRNA and

rpoB genes for Pseudomonas strain.

2015, 92 pages
Keywords:Pseudomonas, Fish Disease, Genetic, 16S rRNA, rpoB, rpoD.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Diinya genelinde gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), etinin lezzetinden
dolay1 tercih edilen bir tiir olmustur. Bunun yani sira gerek besin degerinin yliksek
olmasi, gerekse kiiltiire edilmesinde problemlerin ¢6ziilmiis olmas1 ve diger tiirlere
oranla yetistiriciliginin daha kolay olmasi nedeniyle tilkemizdeki iiretimi son yillarda
oldukg¢a artmistir. Diinyadaki ve iilkemizdeki hizla artan insan niifusunun hayvansal
protein ihtiyacini karsilamak igin su iiriinleri tiretimi arttirilarak sucul hayvansal protein
maliyetleri, karasal ortamdaki hayvansal protein iiretim maliyetlerinden daha ucuza

getirilmesi amaglanmaktadir.

Su dirlinleri igerdigi esansiyel amino asitler, doymamis yag asitleri, oldukca
yiiksek mineral maddeler ve bol miktarda vitamin igermesinin yani sira, dzellikle kalp
saghigr ve cocuklarda zeka gelisimini destekleyen, insan saglhigi acisindan oldukc¢a
onemli olan hayvansal besin kaynagidir. Son yillarda bilingli tiiketici kitlesinin artmasi
ile alabalik iiretimi daha da cazip hale gelmektedir. Ulkemizde, bilingsiz avlanma
nedeniyle avcilik yoluyla yapilan iiretimin hizla azalmasina paralel olarak son 40 yilda
kiiltir balik¢iliginda yetistiricilik yoluyla yapilan iretiminin 6nemi her gecen giin
artmaktadir. Bu baglamda, su iiriinleri yetistiriciligi yoluyla birim hacimden daha fazla
stirdiiriilebilir iiretimi elde etmek i¢in baliklarin asir1 stoklanmasi, asir1 yemlenmesi ve
baliklara yapilan islemlerin artmasi (elleme, boylama, nakil, havuzlarin temizlenmesi,

vs iglemler) liretimi sinirlandiran problemleri de beraberinde getirmektedir.

Akuakiiltiir sartlarinda karsilagilan en Onemli problemlerden biri baliklarda
goriilen salgin hastaliklardir ve ¢ok ciddi iiretim kayiplarina neden olmaktadirlar ve
bakteri, parazitler, virlis ve mantarlar tarafindan olusturulmaktadir. Bu etkenlerden
bakteriyel hastalik etkenleri, akuakiiltiirde en sik karsilasilan ve biiyilk ekonomik
kayiplara neden olan etkendir. Bakteriyel patojenler, genellikle aerobik, hareketli, gram-
negatif ve cubuk seklinde bakteriler tarafindan olusturulmaktadir. Kiltiir balig

yetistiriciliginde, baliklarin birbiri ile ¢ok yakin temasta bulunmalari, sularin ¢abuk
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kirlenmesi ve su kalitesinin optimal degerlerin digina ¢ikmasi gibi nedenlere bagh
olarak olusan stres nedeniyle baliklar arasinda bakterilerden kaynaklanan enfeksiyoz
hastaliklar yogun olarak goriilmektedir. Baliklar i¢in uygun zamanda koruyucu
Onlemler alinmadiginda, degisen yasam kosullar1 diizeltilmedigi takdirde ve
hastaliklarin tam olarak tedavileri yapilmadiginda yiliksek mortalite oranlarinin meydana

gelmesi kacinilmaz olmaktadir (Terzi, 2013).

Bir¢ok bakteriyel takson, balik hastaliklariyla iliskili bulunmaktadir. Bu taksonlar,
Lactococcus ve Streptococcus gibi gram pozitif bakteriler grubuna ait cinsler
olabilecegi gibi, Vibrio, Aeromonas, Flavobacterium, Yersinia ve Pseudomonas gibi
gram negatif bakteriler grubuna ait bakteri cinsleri tarafindan da oldukca genis
araliklarda temsil edilebilmektedirler. Bircogu oportiinistik (firsat¢1) bakteriler sinifina
girmekte olan bu bakteriler, baliklarin veya suyun normal mikroflorasinda
bulunabilirler, bazilar1 ise baliklarda obliganttirlar (“zorunlu, primer” patojen)

(Aeromonas salmonicida ve Renibacterium salmoninarum) (Austin ve Austin, 2007).

Pseudomonas cinsi patojenler ise firsatg1 bakteriler simifina girer ve
akuakdiltiirdeki hastaliklar1 temsil eden 6nemli cinslerden birini temsil etmektedir.
Pseudomonas cinsi, dogal ortamda (karasal, tatli su ve denizel) olduk¢a yiiksek
miktarda bulunan, ekolojik olarak oneme ve gesitlilige sahip bir bakteri grubunu
olusturmaktadir. Bunlardan bazilar1 ayn1 zamanda bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda

patojen olup, gida zehirlenmesine de sebep oldugu bildirilmektedir (Altinok, 2006).

Pseudomonas cinsi Pseudomonaceae familyasina ait 10 cinsten birini
olusturmaktadir. Bu cinsler: Azotobacter, Pseudomonas, Azomonas, Azorhizophilus,
Rhizobacter, Rugomonas, Serpens, Mesophilobacter, Azomonotrichon ve
Cellvibrio’dur. Biitiin cinslerde aerobik, kemoorganotropik metabolizma, fermentasyon
ve fotosentezin yoklugu gibi 6zellikler yaygindir. Bu genel 6zelliklerden birkag istisna
bulunsa da, genel itibariyle fenotipik karakterler ailenin tiim iiyelerinde yaygindir

(Dworkin vd., 2006; Cornelis, 2008; URL-1, 2015).



Pseudomonas cinsinin ilk tanimlanmasi 1894’{in baslar1 olarak belirtilmesine
ragmen, aslinda ilk bulunusu 1895°te Walter Migula tarafindan, Bacteriologischen
Institut der Technischen Hoschule zu Karlsruhe’de olmustur. Migula (1895), {lizerinde
yedi yil galistigi “Ueber ein neues System der Bakterien” makalesinde Pseudomonas

cinsini tanimlamis ve biitlin bilinen bakterilerle kiyaslandigi rapor edilmistir (Dworkin

vd., 2006).

Son on yilda tanimlanmis Pseudomonas tiirleri, diinyadaki essiz bakteri
cinslerinden biri oldugunu ortaya koymustur ve farkli tiirler, ¢ok cesitli ekolojik
nislerden izole edilmistir. Ornegin, P. plecoglossicida baliklar i¢in patojendir, P. simiae
maymunlarin klinik 6rneklerinden izole edilmistir. P. salomonii ve P. palleroniana
bitkiler igin parazitik tiirlerdir ve P. constantinii yenilebilir mantarlarda patojen oldugu
bildirilmektedir (Gardan vd., 2002; Peix vd., 2009). P. marincula gibi bazi tiirler
denizel ortamlardan izole edilmistir (Lyudmila vd., 2008). Birkag tiir, P. duriflava’nin
¢0l topragindan, psikotolerant bir bakteri olan P. guinema’nin antarktik topragindan, P.
psikotolerans 'm bir veteriner kliniginden ya da 55°C biiyiiyebilen P. termotolerans in
klinik hayvan 6rneklerinden izole edilmesi gibi, ekstrem ¢evrelerden izole edilebilirler.
Diinya tizerinde farkli cografik bolgelerde yayilimin sebebi, genetik ve fizyolojik olarak

yiiksek adaptasyon gosterebilmelerine baglanmaktadir (Peix vd., 2009).

Pseudomonas cinsi, metabolik degiskenligi ve genetik esnekligiyle bilinmektedir.
Pseudomonas’in tiirleri genellikle hizli biiyiirler ve ozellikle, alifatik ve aromatik
hidrokarbonlar gibi toksik organik kimyasallarin dahil oldugu subsratlarin biiyiik
miktarin1 metabolize edebilmeleriyle bilinirler. Pseudomonas tiiriiniin suslar1 siklikla
antibiyotiklere, dezenfektanlara, deterjanlara, agir metallere ve organik bilesenlere karsi

direnclidir (Dworkin vd., 2006).

Pseudomonas tiirlerinin ¢ogu, ¢evre ile iligkili olarak su ve topraga yerlesmis
saprofitik canlilardir ve bunlar ilging biyoteknolojik uygulamalara sahiptirler.
Antibiyotik ya da siderophor iiretimi, Pseudomonas tiirlerini bitkilerin patojenlerinin
biyolojik kontrolii icin kullanighh yapmaktadir. Bir¢ok tiir, bitkinin biiylimesini

destekleme yetenegine sahip, bitkilerde sistemik direng, fosfat ¢oziiniirliigli boyunca
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besinlerin tasinmasini ya da fitohormon iiretimini i¢ceren endofitlerdir. Bazi tiirler, ayni
zamanda topragin ve suyun islah caligmalarinda ve biyosensdrlerin tasarimi gibi yeni

biyoteknolojik alanlarda kullanilirlar (Dworkin vd., 2006).

Pseudomonas cinsi bakteriler ilk kesfinden beri sayisiz taksonomik degisim
gecirmistir. Sadece icerdigi tiirler agisindan degil, ayn1 zamanda tanimi i¢in kullanilan
kriterler agisindan da degismistir. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin
giincel versiyonu, Pseudomonas taksonomisinin kullanildigi kapsamli bir metotlar
listesini i¢ermektedir. Bu metotlar, Pseudomonas tanimlamasi i¢in olan galismalari
ortaya koymaktadir. Buna ilaveten hiicrenin morfolojisini ve yapisini, hiicre duvari
kompozisyonunu, pigment tiirlerini, antibiyotik iiretimini, O6teki organizmalar i¢in
patojenitesini, antijenik yapisini, genetik ve ekolojik karakterlerini, metabolik ve

beslenme karakterleri ile farkli bilesiklere duyarliligini igermektedir (Peix vd., 2009).

1.1.1. Pseudomonas Siiflandirmasinin Tarihi

Pseudomonas cinsi, Migula (1894) tarafindan tanimlanmistir ve bu nedenle
Bakteriyoloji biliminin baslangicindan itibaren, tarihinin bir par¢asi olmustur. Yirminci
yiizyilin baslarinda Orla-Jensen (1909), bakteriyel taksonomide temel kriter olarak
fizyolojik ozelliklerin de kullanilmasin1 6nermislerdir. Bergey’s Manual Determinative
Bacteriology’nin ilk (1923) baskisinda, fenotipik karakterler temel alinmistir ve
Pseudomonas cinsini inceleyen bir boélim bulunmaktadir. Pseudomonas cinsi
tanimlandigindan itibaren zamanla endigse verici oranlara ulasabilen ¢ok sayida tiir

tarafindan siirekli degisiklige ugramistir (Peix vd., 2009).

Stainer ve arkadaslari tarafindan, 1960’1 yillarda, Pseudomonas cinsinin
simiflandirmasimi agikliga kavusturmak amaciyla, 1000°den fazla atif alan ve bakteriyel
taksonomi iizerine klasik bir ¢alisma olarak kabul edilen, 146 farkli organik bilesikleri
tizerinde 267 susun besinsel ve diger 6zelliklerinin genis bir yelpazesinin rapor edildigi,
112 sayfalik bir ¢alisma yaymlanmistir (Stainer vd., 1966). Aym yillarda, hiicredeki
DNA’nin igerigine yonelik metodolojinin gelismesi, Marmur tarafindan DNA

renatlirasyonunun gelistirilmesi ile DNA homologlarinda ilk calismalarin yapilmasi ve
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bakteriyel taksonomide genetik karsilastirmanin uygulanmasinin miimkiin oldugu

bildirilmigtir (Marmur, 1961).

Pseudomonas cinsinin smiflandirilmasinda genotipik karakterlerin, 1970’li
yillarda Palleroni ve arkadaglar1 tarafindan kullanilmasi ile Onemli bir basariya
ulagildigr bildirilmektedir (Palleroni ve Doudoroff, 1972). Palleroni, bu bakteriyel
gruplart RNA-DNA iligkisinin Olgiilmesine gore bes rRNA alt grubuna ayirmustir.
1973’te bu ilgi ¢ekici sonuglar yayinlanmasina ragmen, tiirlerin taniminda genetik bir
bilgi olarak sadece G+C igeriginin dahil oldugu fenotipik karakterlerden temel alinmis
ve Pseudomonas cinsinin smiflandirilmasinin  bulundugu, Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology’nin 8. baskisina (1974) dahil edilmemistir. Bu baskida, bu
cins, Gram negatif, aerobik, hareketli ve bazi azot ayiric1 bakterilere dahil edilmistir ve
fenotipik tanimlama disinda ki tilirlerin uzun bir listesi bunlara dahil edilmesine ragmen,
Pseudomonas cinsinin sadece 29 tiirii tanimlanmistir. Fenotipik tanimlanmayla beraber
fizyolojik karakterlerine gore bu tiirler iki grup altinda incelenmektedir: Biiyiime
faktoriine ihtiyag duymayan tiirleri iceren grup I ve biliylime faktoriine ihtiyag
duyanlarin oldugu grup II. Grup I ise, poly-B-hidroksibiitirat birikimine veya yokluguna
gore iki alt gruba ayrilmistir ve floresan pigmentinin varligi, arjinin dihidrolaz ve
denitrifikasyonu ve DL-arjinin veya betatinin kullanimi bu alt gruplara ayrimda
kullanilan kriterlerdir (Peix vd., 2009).

Bergey’s Manual’in 1974’ten Sistematik Bakteriyoloji Manual 1984’e kadar
gecen 10 yillik siire zarfinda, Pseudomonas cinsine ait tiirlerde ¢ok fazla degisiklik
kaydedilmistir. Pseudomonas cinsi, Gram negatif, aerobik, ¢ubuk seklindeki
bakterilerin bulundugu boliime dahil edilmistir. Pseudomonas tiirlerinin diizenlemesi
ribozomal RNA grubuna gore yapilmis ise de, bu tiirlerin tanimlanmasina hala fenotipik
testler baz alinarak devam edildigi bildirilmektedir (Peix vd., 2009; Mulet vd., 2010;
Palleroni, 2010).

Woese ve arkadaslar1 1984 yilinda, farkli bir genotipik yontem 6nermislerdir. Bu
yontem kayitlara, ribozomal RNA’nin ilk kismi tarafindan RNA kataloglama yontemi

olarak ge¢mis ve calismanin sonucunun daha dnce Palleroni ve arkadaslarinin yaptigi
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calismadaki bes RNA grubuyla 6rtiisen sonuglar gosterdigi rapor edilmistir (Woese vd.,
1984). Bakteriyel taksonomideki koklii degisiklik, Woese’un teklifiyle beraber, kendi
ribozomal RNA’larinin sekansinin kabuliinden ortaya ¢ikmistir. Bakterilerin filogenetik
simiflandirilmasi, daha sonra Protobacteria olarak adlandirilacak, {i¢ tane alt grubun
tespit edilmesine yardimci olacak, 16S rRNA genleri olan “alfa”, “beta” ve “gama” ya
dayanmaktadir. Bu yolla, Pseudomonas acidovarans ve P. testesteroni’nin dahil oldugu
rRNA grup Ill, yeniden siniflandirililarak 1987°de Comomonas cinsine dahil edilmistir.
Hidrojen oksitleyici tiirler P. flava, P. palleroni, P. taeniospiralis, P. pseudoflava ve P.
carboxysidoflava iki yil sonra yeniden siniflandirilarak Hydrogenophaga cinsine dahil
edilmistir. Diger yeniden siniflandirilmalar, 80’lerin sonunda, Pseudomonas’in sensu
stricto serilerinin birbirinden farkli suslariyla (6rnegin P. oryzihabitans ve P. luteola
sirastyla Flavimonas ve Chryseomonas cinslerine transfer edilmis birkag yil sonra
seriler Pseudomonas sensu strictoya dahil olmus ve bu yiizden bu iki cins
Pseudomonas’in kii¢iik sinonimi olmustur) beraber birgok susun DNA homologlarinin

kokeninden yapilmistir (Peix vd., 2009).

16S rRNA geninin sekanslanmasiyla beraber sekanslarin benzerligini temsil eden
agac yapilarimin  matematik modellerinin  gelisimi, prokaryotlarin filogenetik
siiflandirilmasina imkan vermistir. Bu analizlerin sonucu olarak, tiirlerin yeniden
siiflandirilmasi, Palleroni’nin devam eden rRNA gruplarina dahil edilmistir. 2000’li
yillarda, 16S rRNA gen sekans analizleri vasitasiyla Pseudomonas cinsinin en detayli
taksonomik revizyonu Anzai ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir, fakat bu
derleme yaymlanmadan Once bir¢ok tiir baska cinsler ve tiirler icine yeniden
smiflandirilarak katilmigtir. Bu bilim adamlari, “P. syringae grup”, “P. chlororapsis
grup”, “P. fluorescens grup”, “P. putida grup”, “P. stutzeri grup”, “P. aeruginosa grup”
ve “P. pertucinogena grup” olarak 7 tane alttakima ayrilan Pseudomonas’in anlaml
dizileri olan 57 susunu, temelde Palleroni ve arkadaslarinin filogenetik

simiflandirmasiyla tutarli olacak sekilde bulduklarimi rapor etmislerdir (Anzai vd.,
2000).

Pseudomonas cinsi 2000’lerden bu yana yeniden siniflandirmaya tabi tutulmus ve

bircok Pseudomonas tiirli, Protobacteria’nin farkli siniflarina ait farkli yeni tiirlere
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degismistir. Bircok yeniden siniflandirma yapilmistir ve yapilmaya devam etmektedir.
Biitiin bu degisiklikler, Pseudomonas cinsinin dahil oldugu modern taksonomide
kullanilan kriterlerin kapsamli bir derlemesi olan Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’nin  2005°teki baskisinda kaydedilmistir. 2005 yilindan bu yana,
Pseudomonas cinsinin birgok yeni tiiri tanimlanmis ve sayilart siirekli artmistir (Peix
vd., 2009).

Pseudomonas cinsinde enteresan bir taksonomik yaklasim, ilk olarak floresan ve
daha sonra floresan olmayacak sekilde Meyer ve arkadaslari tarafindan uygulanan
siderotyping’dir. Bu ydntem, ana siderophorlar ve pyoverdinlerin izoelektroforetik
karakterizasyonuna dayanir ve tiir seviyesindeki bir¢ok Pseudomonas susunun
karakterizasyonu icin yol gdstermistir. Taksonomik bir ara¢ olarak siderotyping
ayristirma giicli ve duyarliligr kiitle spektirometresi tarafindan pyoverdinlerin molekiiler

kiitlelerini tespiti tarafindan 6zellikle son zamanlarda gelistirilmistir (Peix vd., 2009).

Fenotipik ve ekolojik calismalarla beraber tiim bu kemotaksonomik yaklasimlarin
uygunluguna ragmen, Pseudomonas’it da kapsayan bakteri taksonomisinde, gen
sekanslama ¢alismalarinin olduk¢a biiylik bir avantaj sagladigi agiktir. Ribozomal
genler, diger genlerde yoksun olan 6zel karakterlere sahiptirler. Bunlar, yasam (protein
sentezi) i¢in ayni temel fonksiyonlara sahip biitiin organizmalarda vardir ve evrimin
baglangicindan beri mevcutturlar. Bakterilerde, 16S rRNA geni giincel bakteriyel
smiflandirmasinin temeli olsa bile, su anda, birbirine ¢ok yakin akraba bakteri tiirlerinin
arasinda bu gene dayali farklilagmanin olmadig bilinmektedir. Bundan dolayr son 10
yil igerisinde, Pseudomonas cinsi igerisindeki tiir farklilagsmasini ortaya koymak i¢in
kullanislt olan “referans” genler (recA, atpD, carA, gyrB, rpoB, vd.) gibi taksonomik
calismalardaki filogenetik molekiiler markerler olarak, diger gen sekanslarinin
kullanildig1 bildirilmistir (Yamamoto vd., 2000; Ercolini vd., 2007; Peix vd., 2009;
Mulet vd., 2009; Mulet vd., 2010; Ghyselinck vd., 2013).

Yapilan bir¢ok filogenetik ¢alismanin sonucunda Pseudomonas’larin genel olarak
floresan 6zelligi gosterenler ve gostermeyenler olarak iki ana gruba ayrildigi ortaya

konulmustur. Bir tane grup ve ilaveten ii¢ tane sus ise bu ana gruplar icinde
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bulunmamaktadir. Bunlar ise grup olarak P. orzyhabitants ve tiir olarak P. luteola, P.
pachastrellae ve P. pertucinogena’dir. Ana gruplardan ilki P. aeruginosa ana grubu
(lincage) olup, floresan Ozelligi gostermeyen Pseudomonas tiirleri bu grupta
bulunmaktadir. P. aeruginosa ise kendi i¢inde ii¢ tane grupla temsil edilmektedir.
Bunlar: P. aeruginosa, P. oleovarans ve P. stutzeri grubudur. Ikinci grup ise P.
fluorescens ana grubu (lineage) olup, kendi igerisinde gruplara ayrilmistir. Bu gruplar
sirasiyla: P. fluorescens, P. lutea, P. syringae, P. putida, P. straminea ve P.
anguiliseptica grubudur. Ayrica tiir olarak P. rhizopherea’da bu ana grupta diger tip
suslarindan ayri bir dalda yerlesmislerdir. P. fluorescens grubu ise kendi igerisinde 9
tane alt gruba ayrilmistir. Bunlar, P. fluorescens, P. gessardii, P. fragi, P. mandelii, P.
jessenii, P. koreensis, P. corrugata, P. chlororaphis ve P. asplenii alt gruplarindan
olugsmaktadir. P. agarici ise topolojik olarak bu grup igerisindedir fakat 6zel olarak bir
alt gruba dahil olmamistir (Mulet ve ark., 2010). .Pseudomonas tiirlerine ait gruplarin

ve alt gruplarin dagilimi Sekil 1 ve Sekil 2°de verilmistir.
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Sekil 1. Pseudomonas tiirlerine ait gruplarin dagilimi (Mulet vd., 2010)
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Sekil 2.Pseudomonas fluorescens tiiriine ait alt gruplarin dagilimi (Mulet vd., 2010)

1.1.2. Sistematikte Kullanilan Genetik Teknikler

1.1.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), 1985 yilinda ABD’nin Cetus sirketinden
Kary Mullis, Henry A. Erlich ve Randall K. Saiki tarafindan ilk uygulamasi yapilan ve
belirli bir DNA pargasinin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini in vitro ortamda
kimyasal olarak kisa zamanda ¢ogaltilmasina olanak saglayan bir tekniktir. Bu yontem
belli asamalardan olusmaktadir. Birinci basamakta DNA c¢ift sarmalinin 94-97 °C
arasinda bir sicaklikta birbirinden ayrilmasindan sonra sicaklik diisiiriiliir. Ikinci
basamakta, oligoniikleotid primerler (15-30 niikleotid uzunlugunda) ¢ogaltilacak olan
DNA parcast iizerinde karsilikli olarak eslenik dizilere primerlerin niikleotit icerigine
baglt olarak 40-70°C’de baglanirlar. Primerlerin baglanmasindan sonra sicaklik, bu
polimerizasyonun (zincir uzamasinin) ger¢eklesmesi i¢in uygun bir sicakliga ¢ikarilir.
Son basamakta ise, DNA polimeraz enzimi primerlerin arasinda kalan bolgeyi 72 °C de

sentezler. DNA c¢ift sarmali tekrar denatiire edilir, yeni primerler baglanir ve yeni zincir
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sentezi tekrar tekrar gerceklesir. Bu islem genelde 30-50 dongii arasinda

tekrarlanmaktadir.

Bir 1s11 dongiileyici (thermal cycler) sayesinde siire¢ i¢in gerekli olan sicaklik-
zaman degerleri ayarlanabilmektedir. Bu siiregte genellikle, termofilik bakteri olan
Thermus aquaticus’dan izole edilen ve yiiksek sicakliklarda calisabilen Tag DNA
polimeraz enzimi kullanilabilmektedir. Bu enzim, PZR doéngiileri esnasindaki DNA ¢ift
sarmalin agilmasi i¢in gerekli olan yiiksek sicaklifa dayanabilmektedir. Bu siire¢
oldukga basittir, ancak kontaminasyona neden olan herhangi bir DNA parcasi da bu
sekilde c¢ogaltilabildiginden, DNA’nin bagska bir DNA ile kontaminasyonunun
istenmeyen bir durum oldugu bildirilmektedir (Zyskind ve Bernstein, 1992).

1.1.2.2. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, DNA birincil yapilarinin tayininde ve niikleotid baz diziliminin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Analiz bir niikleik asit dizisinin digerine
hibridizasyonuna dayanmaktadir. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif ya da radyoaktif

olmayan maddelerle isaretleme yapilmaktadir.

DNA dizi analizinde gilinlimiizde birbirinden farkli iki yontem kullanilmaktadir.
Bu iki yontem, Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma (Maxam ve Gilbert, 1977) ve
Sanger zincir sonlandirma yontemleri olarak bildirilmistir (Sanger vd.,1977). Her iki
teknik de, DNA’nin hazirlanmasi, PZR reaksiyonlari ve yiiksek voltajli jel elektroforezi
gibi {i¢ temel basamaktan olugsmaktadir. Bu iki yontemden, Sanger zincir sonlandirma
yontemi, Maxam ve Gilbert’in 6nerdigi ve kullandig1 yonteme kiyasla daha verimli
oldugu, daha az radyoaktif ve toksik madde gerektirdigi i¢in kisa siirede hizla

yayginlagsmis ve gilinlimiizde de yaygin olarak kullanilmaktadir.

Insan genom projesi ve filogenetik calismalar1 ¢ok sayida DNA dizi analizi
yapilmasini gerektirmektedir. Bu ¢alismalarin is giicii ve uzun zaman almasi sebebiyle
otomatik DNA dizi analizleri geligsmistir. Otomatik DNA dizi analizleri zaman kazanci

yaninda, standart ¢alisma kosullar1 ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde de
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yarar saglamistir. Otomatik DNA dizi analizi, Sanger’in enzimatik DNA sentezine
dayanmaktadir. Bu yontemden tek farki radyoaktif izotop yerine floresan boyalarin
kullanilmasidir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak, sabit bilgisayarda
yiklii programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir.
Elektroforetik {initelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k
olusturulur. S6z konusu DNA’nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik 1s1k ile
taranir. Elektroforez siiresince DNA’ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan bolgeye
geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri
yansitir. Yansityan bu 1sik demeti bir detektor tarafindan kaydedilir (Sambrook vd.,
1989).

CAaAG S C T TA T A GG GCTSE CCoCCEG TCTC TG TGGC G G

A j\zﬂuﬂb":\_ FAYAVAY /\/U\/Un\ zr'\fﬂ\ﬂf\_.n'rlﬁ'z'f\f"ﬁlhf'\II\JDUHMf‘x JARAY!

Sekil 3. DNA dizi kromotagrami1

Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek sonuglar Sekil
3’teki kromatogram olarak bilgisayar ekranina aktarilir. Kromatogram {izerinde dort
ayr1 renkte pik vardir. Burada her renk bir bazi isaret etmektedir. Adenin bazi yesil,
sitozin bazi mavi, timin baz1 kirmizi ve guanin bazi siyah renkle gosterilir. DNA dizi

analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir

(Sambrook vd., 1989).

Bu DNA dizilemesinde sik rastlanan sorunlar arasinda ilk 15-40 baz dizisinin kotii
kaliteli olmasi ve 700-900 bazdan sonra dizileme kromatograminin Kkalitesinin
kotiilesmesidir. Mevcut yontemler tek bir reaksiyonda sadece nispeten kisa (300-1000
niikleotit uzunlukta) DNA parcalarin1 dogrudan dizileyebilmektedir. Bu limitin
tizerindeki DNA parcalarinin dizilenmesindeki ana engel, uzunluk farki bir niikleotit

olan biiyiik DNA pargalari i¢in ayrim giiciiniin yetersiz olmasidir (URL-1, 2015).
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1.1.2.3. Filogenetik Analiz Metotlar:

Filogenetik, c¢esitli organizma gruplar1 arasindaki evrimsel iligskinin arastirmasi
olup, bu iligkiler filogeni olarak adlandirilmaktadir. Filogenetik terimi Yunanca kokenli
olup, "kabile, irk" anlamina gelen file veya filon ile dogumla iligkili anlamindaki
genetikos terimlerinden tiiretilmistir. Organizmalarin siniflandirmasi ve adlandirmasi
olan taksonomi, filogenetikten biiylik miktarda etkilenmistir ama ydntemsel ve
mantiksal olarak farklidir. Bu iki saha, "kladizm" veya "kladistik" olarak bilinen
filogenetik sistematik bilim dalinda ortiismektedir. Filogenetik sistematikte taksonlari
birbirinden ayirt etmek igin sadece filogenetik agaglar kullanilir. Evrimsel hayat

agacinin arastiritlmasi i¢in filogenetik analiz yontemleri vazgecilmez hale gelmistir

(URL-2, 2015).

Topluluklarin zaman iginde degisimi ve bunun sonucu farkli dallar halinde
tiirlesmesi, birbiriyle melezlenmesi veya tiikenmesi olarak son bulur. Bu siirecler
evrimin asamalarmi temsil eder ve bir filogenetik agac olarak gosterilebilir.
Filogenetigin ¢ozmeye calistigi sorun, genetik verilerin sadece bugiine ait olmasi, fosil
kayitlarinin ise tesadiifi ve glivenilmez olmasidir. Tiim agacin ¢izilebilmesi i¢in evrimin
nasil c¢alistigi hakkindaki bilgiler kullanilmaktadir. Dolayisiyla filogenetik agac,
evrimsel olaylarin meydana gelme sirasiyla ilgili bir hipoteze baglanmistir (URL-2,
2015). Filogenetik aga¢c olusturma metotlar1 iki ana kategori igerisinde
siniflandirilabilir. Bunlar; mesafeye dayali fenetik metotlar ve karaktere dayali kladistik

metotlardir.

Mesafe temelli yontemler sunlardir: Aritmetik Ortalamayr Kullanan Agirliksiz
Cift Grup Metodu (UPGMA) (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
ve Neighbour-Joining (Komsu Katilim) Metodu olup; karakter temelli yontemler ise,

Maksimum Parsimoni, Maksimum Likelihood ve Bayesian Cikarsama Metodu’dur.
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1.1.2.3.1. Mesafe Temelli Yontemler

Dizi hizalanmasi1 yapilarak hesaplanan dizi ¢iftleri arasindaki farkliliklarin
miktarina (mesafeye) dayanmaktadir. Dizi hizalanmasi sonucu hesaplanan evrimsel
mesafeler, her bir dizi ¢ifti arasindaki mesafelerin matrisinin olusturulmasinda
kullanilabilmektedirler. Matristeki bu dizi ¢ifti arasindaki mesafe skorlari ile tiim

taksonlar igin bir filogenetik agac olusturulabilir (Felsenstein, 1987).

1.1.2.3.1.1. Aritmetik Ortalamay1 Kullanan Agirhksiz Cift Grup (UPGMA)
Metodu

Aritmetik ortalamayr kullanan agirliksiz ¢ift grup (UPGMA) metodu, bir
kiimelenme yontemidir. Baslangicta her tiiriin kendi basina bir kiimeyi ifade ettigi
diisiiniilerek mesafe hesaplamasi yapilir. Daha sonra iki kiime birlestirilip, iki kiimenin
ortalamasi alinarak tek bir kiime gibi mesafesi hesaplanir. Biitiin tiirler tek bir kiimede

birlestirilinceye kadar ayn1 islemler tekrar edilir (Li, 2004).

Bu yontem evrimsel kokeni yansitma amaci olmayan fenetik bir islemdir. Bu
yontemde tahmin edilen mesafeler ile gercek evrimsel mesafeler tam olarak
uyusmamaktadir. Bu da yontemin yeterince basarili olmadigimmi gostermektedir. Bu
yontem genetik agacin dallar1  boyunca degisiklik hizinin  sabit oldugunu

varsaymaktadir. Bu nedenle hesaplamalar1 yaparken agacin kokiinii de hesaplamaktadir.

1.1.2.3.1.2. Neighbor-Joining (Komsu Katilhm) Metodu

Komsu katilm yonteminde ise kiimelenme temelli algoritmada oldugu gibi
taksonlarin kokten esit uzaklikta oldugu varsayllmamaktadir. Bu yontem ile sadece bir
tane agac¢ olusturulur ve diger olasi agac topolojileri test edilmez. Bu sorunun
giderilmesi i¢in genellestirilmis komsu katilim yontemi gelistirilmistir. Komsu katilim
metodu bilgisayarli hesaplama yoluyla hizli ve yiiksek kesinlikli filogenetik sonuglar
verdigi icin filogenetik aga¢ olusturmada ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (Kumar ve
Gadagkar, 2000). Bu metot UPGMA metodundan olduk¢a hizli ve daha i1yi sonuglar

vermektedir. Ayni1 zamanda bu yontem, genis veri kiimelerini analiz edebilir fakat tiim
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olas1 topolojileri inceleyemez ve bu yontem i¢in MEGA yazilimi kullanilabilmektedir

(URL-3, 2015).

1.1.2.3.2. Karakter Temelli Yontemler

Karaktere dayali yontemler atasal iligkileri belirlemek i¢in bilinen biitiin evrimsel
bilgiyi kullanmaktadir. Bu evrimsel bilgiler, diziler arasindaki bireysel degisimlerle
temsil edilmektedir. Bu yontem mesafeye dayali yontemlere gore daha yavas olup, daha
cok bilgisayar islemi gerektirmektedir (Li, 2004). Karakter temelli yOntemlerden
bazilari;; Maksimum parsimoni (MP), Maksimum likelihood (ML) ve Bayesian

¢ikarsama metodudur.

1.1.2.3.2.1. Maksimum Parsimoni (Farklihklar1 En Aza indirme Yontemi)

Maksimum parsimoni (MP) yontemi ¢ok az bir hipotez gerektirdiginden dolay1 bu
yontemde verilerin en basit sekilde agiklanmasi tercih edilmistir. Bu yontemde ortak bir
atadan tiiredigi icin biitiin dizilerin en az degismis oldugu filogenetik aga¢ MP agaci
olarak kabul edilmektedir (Li, 2004). iki birim arasinda en az degisiklik gerektiren agag,
en makul olan agagtir. Bu yontem, incelenen diziler ya da genetik uzakliklar ile uyumlu
bir aga¢ elde etmek icin gerekli en az mutasyonlarin saptanmasina dayanan bir
yontemdir. MP, minimum evrimsel metot (parsimony = tutumluluk) olarak da
tanimlanabilmektedir. MP analizi ile en 1iyi sonucglar dizi ¢iftleri arasindaki
benzerliklerin ¢ok giiclii oldugu ve az sayida dizinin oldugu durumlarda alinmis olup,
MP ile genetik agaglarin olusturulmasinda kesin ve tahmini yaklasimlar s6z konusudur.
Maksimum parsimoni metodunu kullanmak i¢in en c¢ok tercih edilen yazilim
PHYLIP’tir (URL-4, 2015). Bu alanda olduk¢a kabul goren bir program da ticretli
yazilim olan PAUP’tur (URL-5, 2015). Basit olmasi, molekiiler ve morfolojik verilerde
kullanilabilmesi, benzerlik cesitlerini ayirt edebilmesi (sinapomorfik, plesiomorfik,
homoplasi) ve karakter ve orant1 analizlerinde kullanilabilmesi avantajlar1 arasinda

olup, yiiksek seviyede homoplasilerde yanilmasi dezvantaj olarak degerlendirilmektedir.
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1.1.2.3.2.2. Maksimum Likelihood (En Yiiksek Olasilik Yontemi)

Maksimum likelihood (ML), maksimum parsimoni (MP)’ye alternatif olarak
Joseph Felsenstein tarafindan 1981 yilinda ortaya konulmus bir yontemdir (Felsenstein,
1987). MP yontemi gibi ML yontemi de bir uyum i¢inde her pozisyonu kullanir ve olasi
tim filogenetik agacglar1 degerlendirmektedir. Bu yontemin ¢aligma prensibi olasi agag
icin biitiin olasiliklar1 hesaplamasi ve maksimum olabilirligi aramasidir. Her bir dizi
belirli bir evrimsel modelde gozlemlenen bilgiyi olasilik degerlendirmesiyle belirleyip,
her bir dizi igin olasilik hesab1 olusabilecek biitiin agaglar1 saglamak i¢in ¢arpilir. En iyi
ve en bilgilendirici agacit vermesine ragmen, ML yontemi ¢ok yavas ve oldukca yogun
bir matematiksel islem gerektirmektedir (Li, 2004). Bu yontem i¢in MEGA yazilimi
kullanilabilir (URL-6, 2015). Mevcut metotlarin icinde genelde en tutarli olmasi,
karakter ve oran analizlerinde kullanilabilmesi, sonmiis (hipotetik) atalarin sekanslarin
tahmin etmede kullanilabilmesi ve niikleotid, aminoasit sekanslar1 ve diger veri tiplerine
uygulanabilir olmas1 bu yontemin avantajlaridir. Fakat diger pek ¢ok metotta oldugu
gibi basit ve sezgisel degildirler ve parsimonide oldugu gibi yiiksek seviye

homoplasilerde yanilabilirler.

1.1.2.3.2.3. Bayesian Cikarsama Metodu

Filogenetigin en popiiler metodu olan bu metod, temelde maksimum likelihood ile
benzerlik gosterir ancak sonraki olasilik kullanimi ile bu yontemden ayrilmaktadir. Bu
yontemin amaci tek bir dogru filogeniyi bulmay1 degil, olusabilecek biitiin filogenilerin
sonraki olasilik dagilimlarin1 hesaplamaktir. Bunun i¢in bazi evrimsel parametrelerin
olasiliklarini ve onceki olasilik dagilimlarini kullanmaktadir. Cok sayida olusabilecek
olan filogenetik agacin analizi i¢in Monte Carlo algoritmasina dayanan metotlar
kullanilmaktadir (Larget ve Simon, 1999; Yang ve Rannala, 1997). Bu yontem ig¢in
MrBAYES yazilimi kullanilmaktadir (URL-7, 2015).
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1.1.3. Pseudomonas Ayriminda Kullamlan Markerlar

Daha oOnceden de bahsedildigi gibi, son yillarda Pseudomonas’lar iizerinde
yapilan genetik calismalarda, ribozomal genler siniflandirma i¢in oldukga biiyiik 6nem
tagimaktadir. Yapilan ¢alismalar 16S rRNA’nin cins ayriminda oldukga gii¢lii oldugunu,
fakat cins i¢i (tiir bazinda) ayrimda yetersiz kaldigini belirtmisler ve “referans”
genlerinin (recA, atpD, carA, gyrB, rpoB, vd.) Pseudomonas’in cins i¢i ayriminda
basaril1 birer marker oldugunu belirtmislerdir (Yamamoto vd., 2000; Ercolini vd., 2007;

Peix vd., 2009; Mulet vd., 2009; Mulet vd., 2010; Ghyselinck vd., 2013).

Bu caligmada da kullanilan rpoD geni, RNA polimerazin beg farkl: alt {initesinden
biri olan sigma70 (¢’ alt iinitesini kodlayan bir gendir. rpoD geni, Pseudomonas icin
ayrict bir 6zelligi olan gyrB geni ile Yamamoto ve arkadaslar1 tarafindan P. putida’nin
baslangictaki filogenetik karakterizasyonu i¢in (Yamamoto ve Harayama, 1998) ve
daha sonra Pseudomonas cinsinin 31 tane tiirliniin analizi i¢in kullanilmistir (Yamamoto
vd., 2000). RNA polimerazin beta-alt {initesini kodlayan rpoB geni ise, klinik
mikrobiyolojistler i¢in bakterilerin tanimlanmas1 ve genetik analizleri i¢in iyi bir aday
olarak kabul edilmistir (Mulet vd., 2009). Genel olarak birden ¢ok genle calisilan bu
analizlere multi lokus sekans analiz denilmektedir. Mulet ve arkadaslar1 bu analiz

yontemi i¢in 6zel bir veri tabani gelistirmislerdir (Mulet vd., 2010).
1.1.4. Bazi Onemli Pseudomonas Tiirleri

Baliklarda goriillen Pseudomonad enfeksiyonlarimin baslica etkeni onceleri
Pseudomonas anguilliseptica, P. fluorescens ve P. chlorapsis olarak rapor edilirken,
giinimiizde ¢esitli balik tiirlerinden ve su canlilarindan P. pseudomallei, P.
putrefaciens, P. stutzeri, P. putida, P. aeruginosa, P. pseudoalcaligenes ve P. luteola
tiirlerinin i1zole edildigi de rapor edilmistir (Austin ve Austin, 2007). Bu caligmada ise,
filogenetik ve biyokimyasal testler sonucunda bulunan tiirler hakkinda bilgi

verilmektedir.
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Pseudomonas fluorescens 1984’de Migula tarafindan tanimlanmis ve bu zamana
kadar Pseudomonas cinsinin en yaygin bakteri tiirlerinden biri olmustur. Floresanli
Pseudomonas grubuna dahil olan bu bakteri toprakta bulunur ve akuakiiltiiriin de iginde
bulundugu, tarimsaldan medikale bir¢ok alanda varligim1 gostermektedir. Tatli su
ekosisteminin baskin bir {iyesi olan P. flourescens, akuakiiltiirde, giimiis sazani, big
head, japon baligi, kadife baligi, ot sazani, siyah sazanve gokkusagi alabaliginin da
dahil oldugu balik tiirlerinin genis bir araliginda hastaliklara sebep olarak rapor
edilmistir. Genellikle P. flourescens yiizge¢ ya da kuyruk saplarini erozyona ugratan
enfekte alanlarla iligkilendirilmektedir. Kiliz yavrularinda, derideki ve yiizgeg
kaidelerindeki hemorojik lezyonlar1 igeren hastalik belirtileriyle, yiiksek mortaliteye
(poptilasyonda %99’lara varan oranlarda) sebep oldugu bildirilmistir. 1981 yilinda
yapilan bir aragtirmada, benzer semptomlarin giimiis sazani ve big head’lerde
gozlemlendigi rapor edilmistir. Baska bir arastirmada ise, 1989°da, gokkusagi
alabaliklarinin solungaclarinda ve yiizgeglerindeki hemoroji ve iilserlerin varligiyla

rapor edilmistir (Austin ve Austin, 2007).

Pseduomonas fluorescens, gram-negatif, oksidatif, birden ¢ok flagellali ve
hareketli bir cubuk bakteridir. Arjinin dihidrolaz, katalaz tiretimi pozitif, 4°C’de lireyen
ama 41°C’de iiremeyen, floresan ve jelatin pozitif bir bakteridir. H,S, indol, iire, Voges
Proskauer reaksiyonu negatif olup, sitrat pozitiftir. Palleroni ve Doudoroff, 1972 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada P. fluorescens’i biyokimyasal 6zelliklerine gore 7 tane biyotipe
ayirmistir (A’dan G’ye) (Palleroni ve Doudoroff, 1972).

Pseudomonas putida, kanser hastalar1, nétropeni, bakteriemi ve yeni doganlardaki
septisemiyle beraber iiriner sistemlerin iltihabindan sorumlu oportiinisttik bir insan
patojenidir. Ayn1 zamanda g6z enfeksiyonlarina, diyareye, kulak enfeksiyonlarina,
lezyon ve deri enfeksiyonlarina sebep olan P. putida klinik enfeksiyonlarda, 6zellikle
cocuklarla iligkilendirilmektedir. Akuakiiltiirde cok yaygin bir patojen olmamakla
birlikte, 1976’da ayu baligindan, 1996’da sarikuyruktan, 1998’de sazan ve japon
baliklarindan, 2006’da ise gokkusagi alabaligindan izole edilmistir (Altinok vd., 2006).
Altinok ve arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan calismada, P. putida’nin

alabaliklarda Flexibacter columnare tarafindan olusturulan columnaris, F. psycrophilum
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tarafindan olusturulan bakteriyel soguk su ve Aeromonas sp. tarafindan olusturulan
motil Aeromonas septisemi (MAS) hastaligiyla benzer semptomlara sahip bulundugu

rapor edilmistir.

Pseudomonas putida, gram-negatif, spor olusturmayan, diiz ya da ¢ok az kivrilmis
cubuk bakterilerdir. Ayn1 zamanda floresan pigmente sahip, hareketli, arjinin ve oksidaz
tiretimi pozitif, H,S ve indol negatif, 4°C’de iireyen ama 41°C’de iiremeyen, eskiilin,
jelatin ve tre ile etkilesime girmeyen bir bakteridir (Austin ve Austin, 2007). Oksijenin
oldugu su ve toprak habitatlarinda fazlaca bulunan bu bakteri olduk¢a hizli iiremektedir

(Altinok vd., 2006).

Bu ¢aligmada agirlikli olarak Pseudomonas’a ait ti¢ adet bakteri tiirii belirlenmis
olup (P. fluorescens, P. putida ve Pseudomonas sp.), filogenetik analizler sonucu
benzer bulunan diger Pseudomonas tiirleri ve izole edildikleri ortamlar Tablo 1’de

gosterilmistir.

Tablo.1. Filogenetik Analizler Sonucunda Benzer Bulunan diger Pseudomonas tiirleri

Pseudomonas Tiirii izole Edildigi Ortam

Pseudomonas lundensis e Ciirimiis et (Molin vd., 1986)

e (Ciriimiis et ve tavuk, siit iirtinleri
(Ercolini vd., 2007)

e Cig siit (Marchand vd., 2009)
Pseudomonas baetica e Dil balig1 (Lopez vd., 2012)

1.2. Literatiir Ozeti

Pseudomonas’in taksonomisine biiyiik katkisi olan Norberto Palleroni, bu cinsin
tanimlanmasiyla ilgili ¢cok fazla ¢alisma yapmis ve ¢alismalar1 binden fazla atif almistir.
Palleroni ve Doudoroff, 1972 yilinda yaptiklart ¢alisma ile Pseudomonas’lart G+C
(Guanin-Sitozin) igerigine gore gruplandirmis ve bes alt gruba ayirmiglar ve P.
fluorescens icin yedi adet biyotip tanimlamiglardir (A-G). Palleroni ve arkadaslar1 1973
yilinda ise, Pseudomonas’larin smiflandirilmasinda rRNA:DNA hibridizasyonunun

onemli bir 6zellik oldugunu belirtmisler ve bes tane alt grup tanimlamislardir.
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Kersters ve arkadaglari, 1996 yilinda yaptiklart derleme ¢alismasinda c¢ogu
Pseudomonas tiirliniin aslinda yakin cinslere ait oldugunu ortaya koymuslardir.
Pseudomonas rRNA grup II’nin (SB-altsinifi) Burkholderia ve Ralstonia cinslerine,
rRNA grup III’iin (S-altsinifi) Acidovarax, Comamonas ve Hydrogenophaga cinslerini
iceren Comamonadaceae familyasina, rRNA grup IV’in (a-altsinifi) Brevundimonas
cinsine, rRNA grup V’in ise onceden Xanthomonas olarak tanimlanan daha sonra
Stenotrophomonas olarak degistirilen cinse aktarildigini belirtmislerdir. Kersters ve
arkadaglar1 yaptiklar1 bu derlemede su anki Pseudomonas’larin rRNA grup I (y-

altsinifl) ile temsil edildigini belirtmislerdir.

Anzai ve arkadaglari, 2000 yilinda yaptiklart ¢alisma ile 59 tane Pseudomonas
susunu 16S rRNA gen sekans1 ile karsilagtirmiglar ve Palleroni’nin bildirdigi bes tane

rRNA grubuna gore siiflandirmislardir.

Yamamoto ve Harayama’nin, 1998 yilinda, gyrB ve rpoD genleriyle fi¢
Pseudomonas tiiriine (P. putida, P. fluorescens ve P. chlororaphis) ait 20 sus tizerinde
yaptiklar1 calisma, 16S rRNA gen sekansi disindaki genlerle calisilarak yapilan ilk
calisma olmustur. Bu calismada gyrB ve rpoD’nin, 16S rRNA’ya gore daha iyi yol
gostericiler oldugunu bildirmislerdir. Yamamoto ve arkadaslari, 2000 yilinda da, 31
tane tanimlanmig Pseudomonas tiirii ile (toplam 135 sus) ayni genleri ¢alismiglar ve
yaptiklar1 ¢alismada Pseudomonas siniflandirilmasinda, tanimlanmasi ve algilama

sistemlerinde gyrB ve/veya rpoD sekanslarinin daha kullanigli oldugunu belirtmislerdir.

Mulet vd. (2009), yaptiklart galismada 112 tanimlanmig PSeudomonas susu ve 96
adet tip susunun, ITS1 (16S ve 23S arasindaki bolge) bolgesini analiz etmisler ve rpoD
geni icin evrensel primer olarak kullanilan PSEG30F/PsEG790R primerlerini dizayn
etmiglerdir. Calismanin sonunda rpoD sekansinin, Pseudomonas cinsindeki tiirlerin

tanimi i¢in giivenilir olduguna dikkat ¢ekilmistir.

Mulet vd. (2010) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, 107 tane Pseudomonas
susu oOncelikle 16S rRNA evrensel primeriyle cins diizeyinde tanimlanmis ve tiir

diizeyinde tanimlanmasi i¢in gyrB, rpoB ve rpoD genleri kullanilmistir. Bu ¢aligmada
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multi-genic bir yaklasimi kullanarak, Pseudomonas gibi kompleks bir cinsin filogenetik
iligkilerine yeni bir bakis getirmek amaglanmistir. Calismanin sonunda, ii¢ tane siralt
genin (16S rRNA, gyrB, rpoD) analizinin, Pseudomonas cinsinin giivenilir filogenetik
analizinde basarili oldugunu, rpoB’nin ise bazi durumlarda dahil edilebilecegini, fakat

sus se¢iminin ayrimi sirasinda ¢éziim gelistirmedigini belirtmisglerdir.

Mulet vd. (2012) tarafindan yapilan bir diger g¢alismada ise, Pseudomonas
putida’ya ait biovar A ve biovar B, 16S rRNA, gyrB ve rpoD gen bdlgelerini
karsilagtirarak incelenmistir. Calismada 133 tip susu, 31 tane tanimlanmig P. putida
susu kullanilmis olup, ¢alisma sonucunda P. putida suslarin filogenetik aga¢ tizerinde
dagilimina bakilmis ve biovar B’nin P. fluorescens grubuna daha yakin oldugu, hatta
filogenetik agag¢ iizerinde P. fluorescens’i temsil eden suslar arasinda olabildigi de

gozlemlenmistir.

Tiirkiye’deki ¢alismalarda ise, Pseudomonas 6zellikle balik hastaliklar1 alaninda
16S rRNA geni ile ¢alisilmis, bunun disinda bazi zirai ve biyolojik uygulamalarda ¢oklu

gen analizi yontemi kullanilmistir.

Kayis, 2009 yilinda yaptig1 tez calismasinda, iki yil boyunca Dogu Karadeniz
Bolgesi’ndeki gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss) ciftliklerinden hastalik
gosteren toplam 558 baliktan Orneklemeler yapmis ve yersiniosis, furunkulozis,
vibriosis, motil Aeromonas septisemi, soguk su hastaligi disinda birka¢ salginda
Pseudomonas enfeksiyonu bulundugunu rapor etmistir. Enfeksiyonlarin etkenlerini P.
putida ve P. luteola olarak belirleyen Kayis, P. solanacearum, P. fluorescens, P.
dimunata, P. aeruginasa, P. caryophylii, ve P. diafaldi’nin de baliklar iizerinde

gorildiiglinii rapor etmistir.

Altinok vd. (2006), bir gokkusagi alabaligi ciftliginde %35 6limle sonuglanan
salgindan yaptiklart izolasyon, histopatolojik ve genetik c¢aligmalar sonucunda,
insanlarda klinik enfeksiyona sebep olan ve Flavobakteriosisle benzerlik gosteren

Pseudomonas putida etkenine rastlamiglardir. Bu ¢alismada, P. putida’nin 16S rRNA
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geni kullanilarak smiflandirilmasi yapilmig ve baliklar iizerinde, Japonya diginda,

bildirilen ilk enfeksiyon oldugu rapor edilmistir.

Altinok vd. (2007) baska bir calismada ise, hastalik salgin1 goriilen bir ¢iftlikten
ortalama agirliklar1 10 ile 40 gram arasinda degisen gokkusagi alabaliklarindan
ornekleme yapmiglardir. Yapilan API 20 NE testi, diger biyokimyasal testler, genetik
(16S rRNA geni) ve histopatolojik ¢alismalar sonucunda etkenin genellikle insanlarda
klinik enfeksiyonlarla iliskilendirilen Pseudomonas luteola oldugu belirlenmistir. Bu

calisma, baliklarda bildirilen ilk P. luteola enfeksiyonu olma 6zelligini tasimaktadir.

Balik hastaliklariyla alakali olmayan bir diger calisma ise, Ertimurtas tarafindan
2012 yilinda yapilan bir tez ¢aligmasi olup, seftali ve kiraz gibi sert kabuklu meyvelerin
agaclarinda kanser yapan Pseudomonas syringae pathovarlarinin ¢oklu gen analiziyle
identifikasyonuna dayandigi i¢in 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alismada, P. syringae’yi

tamimlamak i¢in 6 adet primer (syrB, cfl, cts, rpoD, gapA ve gyrB) kullanilmustir.

Bu ¢aligmada rastlanan yeni tiirlerle alakali yapilan ¢aligmalar ise sunlardir:

Molin vd. (1986) yaptiklar1 ¢caligmada, %20 oraninda sogutulmus inek ve domuz
etleri tizerinde farkli bir Pseudomonas susu bulmustur. Bu susu, P. fragi, P. fluorescens,
P. aeruginosa, P. aureofaciens ve P. chlororapsis’le karsilastirmis ve yeni bir
Pseudomonas tiirii oldugu sonucuna varmuslardir. Bulduklar: bu yeni tiire Isvigre’nin
Lund kentinden referansla Pseudomonas lundensis adimi vermislerdir. P. lundensis,
ilerleyen yillarda Tryfinopoulou tarafindan (2002) ciirlimiis deniz ¢ipuralarindan
(Sparus auratus), Ercolini vd. (2007) tarafindan bozulmus et, tavuk ile peynirden ve

Marchand vd. (2009) tarafindan ¢ig siitten izole edilmistir.

Lopez vd. (2012), ispanya’nn giineybatisinda, deniz yetistiriciligi yapilan
ciftliklerde ekonomik olarak Onemli yass1 baliklardan dil baliginda (Dicologlossa
cuneata, Moreau) Pseudomonas baetica’yr tanimlamistir. Calismada, salgin sirasinda
alian dil baliklarinin karacigerinden bes tane sus izole edilmis ve baliklarda hastalik

olusturuldugu bilinen P. aeruginosa, P. fluorescens ve P. putida suslariyla ve diger
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Pseudomonas suslariyla karsilastirilarak tanimlanmasi yapilmistir. Ayrica 16S rRNA,
gyrB ve rpoD genleriyle ¢alisilarak filogenetik analizleri yapilmig ve Hispania Baetica

bolgesinden esinlenerek bu Pseudomonas tiirtine P. baetica ismi verilmistir.

Bu c¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki Rize, Trabzon ve Giimiishane
illerindeki alabalik ¢iftliklerinde, hastalik vakalarindan izole edilen Pseudomonas
spp.’lerin genetik tanimlanmasi ve tiirler arasinda genetik olarak akrabaliklarin ¢oklu

gen analiz yontemiyle (MLSA) ortaya konulmas1 amaglanmustir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunan Rize, Trabzon ve Gilimiishane illerindeki
gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss) yetistiriciligi yapan 8 farkli isletmenin
kuluckahanesinden, 2013 Ocak - 2014 Haziran tarihleri arasinda, hastalik vakalarinda
orneklemeler gerceklestirilmistir. Hastalifin mevcut oldugu kulugkahane ve normal
havuzlardan almman ve hastalik semptomlarina sahip, 6lmek tizere olan 10’ar balik
incelenmek iizere laboratuvara getirilmigtir. Laboratuvara getirilen baliklara, 151k
mikroskobu altinda kazint1 alinarak yapilan parazit muayenesinin ardindan, otopsi
yapilmustir. Izole edilen Pseudomonas’larin izole edildikleri ciftliklerin kodu ve izole

edildigi doneme ait bilgiler Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo.2. Laboratuvara Getirilen Baliklarin Alindig Ciftlik Kodlar1 ve Bulundugu iller

Ciftlik Kodu Bulundugu Tlce/il

R1 Camlithemsin/RIZE

T1 Uzungd6l/TRABZON

R2 Findikli/RIZE

R3 Giineysu/RIZE

T2 Magka/TRABZON

R4 Iyidere/RIZE

T3 Caykara/TRABZON

G1 Kiirtiin Barajy  GUMUSHANE
2.2. Yontem

2.2.1. izole Edilen Bakterilerin Morfolojik Karakterlerinin Belirlenmesi

Izole edilen bakteriler 20°C’de, genel bir besi yeri olan Triptic Soy Agar

(TSA)’da, 24 ile 48 saat arasinda {retildikten sonra, morfolojik 6zelliklerinin

24



belirlenmesi amaciyla hareket ve Gram boyama testleri yapilmistir. Bakteri tiirlerinin
tanimlanmasi icin, once katalaz ve oksidaz testleri yapilmig ve test sonuglar1 pozitif
olanlarin Pseudomonas - Aeromonas igin segici olan Glutamate Starch Phenol Red Agar
(GSP) besi yerine ekimi yapilmistir. Bu besiyerinde mor renk olusturan koloniler
Pseudomonas spp. olarak kabul edilmistir. Bakterilerin izolasyonu igin biyokimyasal

analizler manuel olarak uygulanmustir.

2.2.2. Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler

2.2.2.1. Hareket Testi

Normal Triptic soy agar (N-TSA)’da iireyen 24 saatlik saf kolonilerden hareket
muayenesi yapilmistir. Bu amagla; steril 6ze yardimiyla bir loop steril %085°1ik
fizyolojik tuzlu su (FTS) alinmis ve temiz bir lam iizerine konulmustur. TSA’daki saf
kolonilerden steril sartlarda alinan bakteriler FTS ile hafifce karistirilarak 1s1k

mikroskobunda incelenmis ve sonuglar kaydedilmistir.

2.2.2.2. Gram Boyama Testi

Bu test, mikroroganizmalar1 hiicre duvarlarindaki  peptidoglikan  ve
lipopolisakkarit yapisinin farkliliklarina gore ayirt etmek amaciyla yapilmaktadir.

Saf kiiltlirler, lam tizerinde li¢ kere alevden gegirilerek fikse edildikten sonra,
sirastyla birer dakika kristal viyole ve liigolde bekletilmis ve boyalar1 akitmak ic¢in saf
su kullanilmistir. Daha sonra absolut alkolde dekolere edilmis ve saf su ile yikandiktan
sonra bir dakika boyunca safranla boyanmistir. Tekrardan saf su ile yikandiktan sonra
kurumaya birakilan preperatlar, 151k mikroskobu altinda (x100), immersiyon yagi

damlatilarak incelenmis ve sonuglar kaydedilmistir.

2.2.2.3. Oksidaz Testi

Bu test, mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraselliiler olan oksidaz

enziminin (sitokrom-C-oksidaz) varligin1 ortaya koymada kullanilmistir. Oksidaz
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reaksiyonu, bakterilerde (aerobik olanlarda) sitokrom oksidaz sisteminin bulundugunu

ifade etmektedir (URL-8, 2015).

Saf kiiltiirlerden, pasteur pipeti yardimiyla kurutma kagidina dokiilmiis oksidaz
ayracina bir loop konulmus ve renk degisimi gézlenmistir. Pozitif kiiltiirler, 5-10 saniye

icerisinde ayrag iizerinde mavi-mor renk olusturmus ve sonuglar kaydedilmistir.

2.2.2.4. Katalaz Testi

Bu test, bazi mikroorganizmalarca sentezlenen katalaz enzimini (hidrojenperoksit
oksidorediiktaz) saptamak amaciyla yapilir ve bakterilerin identifikasyonunda kullanilir.
Bu enzim ekseri sitokrom ihtiva eden aerobik bakterilerde ve bazi fakiiltatiflerde
bulunur. Katalaz enzimi, hidrojen peroksidi (H20,), su (H20) ve oksijene (O,) ayristirir.
Hidrojen peroksidin ayrismasinda, bir molekiili substrat donor olarak gorev

yapmaktadir (URL-8, 2015).

Saf kiiltiirlerden, pasteur pipeti yardimiyla lam {izerine dokiilmiis H,O, ayracina
bir loop konulmus ve kabarcik(O, gazi) olusturup olusturmadigr gozlemlenmistir.
Kabarcik (O, gazi) olusumu pozitif (+) olarak degerlendirilmis ve sonuglar

kaydedilmistir.

2.2.2.5. Eskiilin Ayrismasi Testi

Saf kiiltiirler, %035 oraninda eskiilin agarla hazirlanan ve deney tiiplerine yari
yatik olacak sekilde 5 ml dokiilen besi yerlerine ekilmistir. Besi yerleri 20°C’lik etiivde
inkiibe edilmeye birakilmis, kahverengi renk pozitif (+) olarak degerlendirilmis ve

sonuglar bir hafta boyunca her giin gézlemlenmistir (URL-8, 2015).

2.2.2.6. Jelatin Hidrolizasyon Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, jelatini hidrolize eden jelatinaz enzim sentez

yetenegini 6lgmede kullanilmaktadir. Yaz mevsiminde %14, kis mevsiminde ise %12
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oraninda hazirlanan ve cam tiiplerde steril edilmis besiyerine, ucu sivri 6ze yardimi ile
batirilarak ekilen saf kiiltiirler, 20°C’de bir hafta siireyle inkiibasyona birakilmis ve

sonuglar her giin gozlemlenmistir (URL-8, 2015).

2.2.2.7. Triple Sugar Iron (TSI) Agar Testi

Bu test, besiyerinin birlesiminde bulunan hidrojen siilfiir, glikoz, laktoz ve
sakkarozun varliginin, mikroorganizmalar tarafindan kullanilip kullanilmadigini ve
glikozdan gaz (CO;) olusumunun tespiti amaciyla yapilmaktadir. Saf kiiltiirler, %6.5
oraninda Triple Sugar Iron Agar (TSIA) ile hazirlanan ve deney tiiplerine 10 ml yar1
yatik olarak dokiilen steril besi yerlerine, dibe daldirma ve ylizeye yayma yontemiyle
ekilmistir. Besi yerleri 20°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis, Sonuglar ilk 24 saatte de
kontrol edilerek, degerlendirilmis ve kaydedilmistir. Siyah renk olusumu H,S varligi,
sar1 renk ise yar1 yatik besiyerindeki konumuna gore seker kullanimi olarak

degerlendirilmistir (URL-8, 2015).

2.2.2.8. Oksidasyon ve/veya Fermentasyon (O/F) Testi

Bu test, mikroorganizmalarin OF Basal Medium’da karbonhidratlar1 (6zellikle,
%1 glikoz) ayristirmada oksidatif veya fermentatif metabolik yolu kullanma
durumlarimi saptamak i¢in yapilan ve ayrica bakterilerin identifikasyonununda da
yararlanilan bir testtir. Saf kiiltiirler, her bir sus i¢in biri oksidatif biri fermantatif olacak
sekilde iki besiyerine igne uglu 6zeyle ekilmistir. Fermantatif ortam igin besiyerlerinin
lizerine hava ile temasi kesecek sekilde, yaklagik 1 cm kalinliginda sivi steril parafin
ilave edilmistir. Kiiltlirler, 20°C’de bir hafta inkiibe edilmis, ve sonuglar her giin

kontrol edilerek kaydedilmistir (URL-8, 2015).

2.2.2.9. Sitrat Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, besi yerlerine katilan sitrati1 karbon kaynagi ve
amonyum tuzlarin1 da nitrojen kaynagi olarak kullanabilme yetenegini saptamak icin

yapilmustir. Bakteriler tarafindan sitratin ayrigmasi (sitrat metabolizmasi) enzim sistemi
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tarafindan gergeklestirilir ve bu enzime sitritaz (citrate oxalacetate-lyase) veya sitrat
demolaz adi verilir. Saf kiiltlirler, %35 oraninda hazirlanmis ve deney tiiplerine yatik
olarak dokiilmiis besi yerlerine, dibe daldirma ve ylizeye yayma yontemiyle ekilmis ve
20°C’de 2-7 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar 24 saatten sonra, her giin

kontrol edilerek kaydedilmistir (URL-8, 2015).

2.2.2.10. indol Testi

Bu test, mikroorganizmalarin bir aminoasit olan triptofan1 ayristirarak indol
meydana getirebilme yetenegini belirlemek igin kullanilmaktadir. Saf kiiltiirler, Sml’lik
peptonlu sulara ekildikten 48 saat sonra, 0,5 ml Kovacs ayraci dokiilerek tiipiin {ist
kisminda kirmizi renkte bir halkanin olusmasi ile sonuglar pozitif olarak degerlendirmis

ve kaydedilmistir (URL-8, 2015).

2.2.2.11. Ureaz Testi

Bu test, mikroorganizmalarin {iireyi hidrolize eden iireaz enzimini saptamak
amactyla yapilmaktadir. Saf kiiltiirler, Christensen Ure Agar’a ekimi yapildiktan sonra,
20°C’de inkiibe edilmis, pembe renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir ve

sonuglar 7 giin boyunca her giin kontrol edilerek kaydedilmistir (URL-8, 2015).

2.2.2.12. Voges-Proskauer (VP) ve Metil Kirmizis1 (MR) Testleri

Voges-Proskauer (VP) testi, baz1 mikroorganizmalarin glikozu fermente edilerek,
notral bir lirlin olan acetylmethylcarbinol'u (acetoin) meydana getirme yetenegini
tayinde kullanilmaktadir. Metil Kirmizisi (MR) testi ise, glikozun fermentatif
metobolize olmast sonu besiyerinde organik asitlerin meydana geldigini ve pH'nin
diistiiglinli ortaya koymak i¢in yapilmaktadir. Bu calismada VP ve MR testleri, lireme
ortami1 ayn1 oldugu i¢in ayn1 besi yerinde yapilmistir (URL-8, 2015).

Saf kiiltiirler, MR/VP buvyonuna ekilmis ve 20°C’de 48 saat inkiibasyona

birakilmigtir. Daha sonra MR testi yapmak {izere, her sus i¢in bagka bir tiipe 1 ml siv1

28



besiyeri alinmig ve metil kirmizisi ayraciyla sonuglar gézlenmistir. VP testi i¢in ise, 1’er
ml sivi besiyerlerine 6nce 600ul a-napthol, daha sonra 200ul %40°lik potasyum
hidroksit (KOH) damlatilmis ve 15-20 dakika bekledikten sonra sonuglar kaydedilmistir
(URL-8, 2015).

2.2.2.13. Nitrat Rediiksiyon Testi

Bu test, mikroorganizmalarin nitratlar1 rediikte edebilme yetenegini belirlemede
kullanilmaktadir. Saf kiiltiirler, nitratli (KNO3, %0.1) siv1 besiyerlerine ekilmis ve 1-5
giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra Griess-Ilosvay ayraglarmin [a-
naftilamin %0.5 (A) - sulfanilik asit %0.8 (B)] her birinden 500ul damlatilarak sonuglar
gbzlenmistir. Negatif ¢ikan sonuclar i¢in, enzim aktivitesini hizlandirmak amacli, toz
halinde ¢inkodan (Zn) bir miktar ilave edilmis ve bu islemin sonunda sonuglar

kaydedilmistir (URL-8, 2015).

2.2.2.14. Tuzluluga Adaptasyon Testi

Bu test, bakterilerin farkli tuz konsantrasyonlara karsi hassasiyetini belirlemek
icin yapilmistir. Bu amagla saf bakteri kiiltiirleri, %0 ve % 7 tuz ihtiva eden peptonlu
stv1 besi yerine (peptonlu broth’a) ekilerek 20°C’de inkiibasyona birakilmis ve sonuglar

24 saat sonunda degerlendirilmistir.

2.2.2.15. Dekarboksilaz (Arjinin-Ornithin-Lizin) Testi

Bu test, mikroorganizmalarin, aminoasitlerdeki karboksil grubunu enzimatik
olarak ayristirarak (dekarboksilasyon) amin ve korbondioksit meydana getirebilme
yetenegini belirlemek ic¢in kullanilmistir. Reaksiyon, dekarboksilaz enzimi yardimiyla
katalize edilmektedir ve amin meydana gelmesi ortamin pH’in1 yiikseltmektedir. Testte

kullanilan aminoasit dekarboksilazlar, arjinin, lizin ve ornithindir (URL-8, 2015).

Saf kiltiirler, her birine ayr1 ayr1 %1 oraninda L-arjinin, L-lizin, L-ornithin ilave

edilen Dekarboksilaz Broth Base’e ekilmis, yaklasik 1 cm kalinliginda sivi steril parafin
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ilave edildikten sonra, 2-7 giin boyunca 20°C’de inkiibe edilmis ve sonuglar

kaydedilmistir.

2.2.3. Antimikrobiyal Hassasiyet Testi

Izole edilen tiim bakterilerin antimikrobiyal hassasiyet testleri, Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014) kitap¢iginda belirtilen standart disk
difiizyon metoduyla yapilmistir. Miieller Hinton Agar’da zenginlestirilmis saf kiiltiirlere
antibiyotik diskleri yerlestirilmis ve 25°C’de 18 saat inkiibasyondan sonra dijital
kumpas yardimiyla inhibisyon zon c¢aplar1 Olgiilerek, bakterilerin bu antibiyotiklere
kars1 direng ve hassasiyetleri CLSI (2014) kitap¢igindaki kriterlere gore belirlenmistir.
Hassasiyeti ve direnci Olgiilen antibiyotik diskleri: sulfametaksazol (SMZ-100ug),
enrofloksasin (ENR-5ug), florfenikol(FFC-30pg), oksitetrasiklin (T-30pg), oksalinik
asit (OA-2ug), streptomisin (S-10ng), ampisilin (AM-10pg) ve sulfametaksazol-
trimetophrim (STX-25ug)’dir. Duyarlilik araliklar1 Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. Antibiyogram testinde kullanilan antibiyotik disk konsantrasyonu ve dlgiilen
inhibisyon zon ¢aplarina gore duyarlilik araliklar:

Disk Olgiilen inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Antimikrobiyel ajan
Konsantrasyonu D OH H Referans
Oksitetrasiklin (T) 30 pg <14 1518 >19 CLSI, 2014
Oksolinik asit (OA) 2 ug <10 1112 >13  CLSI, 2014
Sulfamethoksazol (SMZ) 100 pg <12 13-16 =>17 CLSI, 2014
Ampisilin (AM) 10 pg <13 14-16 =>17 CLSI, 2014
Florfenikol (FFC) 30 nug <14 15-18 =>19 CLSI, 2014
Streptomisin (S) 10 pg <11 12-14 >15 CLSI, 2014
Enrofloksasin (ENR) S5ug <16 17-20 =>21 CLSI, 2014

Trimethoprim+Sulfamethaksazol (SXT) 25 ug <10 11-15 =>16  CLSI, 2014

D: Direngli, OH: Orta hassas, H: Hassas

2.2.4. DNA Izolasyonu

Triptic Soy Broth (TSB)’da 20°C’de, 18 saat sogutmali inkiibatorde iiretilen
bakteriler 14800 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve tist kism1 atilmistir. Elde edilen
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pellet, gram negatif bakterilerde DNA izolasyonu i¢in Promega Wizard Genomik DNA
izolasyonu Prosediiriine gére isleme tabi tutulmustur. Bu prosediirde takip edilen

basamaklar maddeler halinde verilmistir:

1. Eppendorf tiiplerdeki o6rnekler, 600 ul Nuclei Lysis Solution ilave
edilerek, pipetle karistirilmistir.

2. Ornekler 80°C’de 5 dakika bekletilmis ve daha sonra oda sicakligina
kadar sogutulmustur.

3. Orneklere 3 ul RNAaz ilave edilerek karistirilmis ve 37°C’de 15-60
dakika arasinda inkiibe edilmistir.

4. Oda sicakligina kadar sogutulan orneklere 200ul Protein Precipitation

Solution eklenerek, yaklasik 20 saniye kadar vortekslenmistir.

5. Ornekler 5 dakika buzda inkiibe edilmistir.
6. Inkiibe edilen &rnekler 13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.
7. Steril eppendorf tliplere alinan siipernatantlara, oda sicakligindaki

isopropanolden 600 ul ilave edilerek Kkaristirlmistir (Bu asamada DNA
gozlemlenmistir).

8. Ornekler 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek DNA’nmn dibe
¢cokmesi saglanmistir.

9. Siipernatant kismu atilip, dibe ¢oken DNA %70’lik 500 ul etil alkolle 2
defa karistirilarak, yikanmustir.

10. Tekrar 13.000 rpm’de iki dakika santrifiij edilerek DNA dibe
coktiirtilmiistiir.

11. Siipernatant atilarak, dibe ¢doken DNA 50-55°C’de 10-15 dakika
kurumaya birakilmigtir.

12. Kuruyan DNA pelletlerine 100ul Rehydration Solution ilave edilerek,
ister 65°C’de bir saat ya da 4°C’de bir gece boyunca ¢oziilmeye birakilmistir.

Izole edilen DNA, bir sonraki isleme kadar -20°C’de saklanmistir.
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2.2.5. Kullanilan Primerler ve PZR Uygulamalari

Orneklerin izolasyonundan elde edilen total DNA’lardan 16S rRNA, rpoD ve
rpoB genlerinin arttirilmasi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nda gerekli olan
kimyasallar ve konsantrasyonlart Tablo 4’te verilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonunu
gerceklestirmek icin Techne® TC-3000G (Bibby Scientific, Cambridge, Ingiltere)

model gradient 6zellikli PZR cihazi kullanilmastr.

Tablo 4. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar Konsantrasyon 16S rRNA rpoD rpoB

5X PZR tamponu 10 pl 10 pl 10 pl
dNTP karigimi 10 mM 4 ul 5ul 5l
MgCl, 25 mM 3ul 4,5 ul 5 ul
Primerler* 10 pmol TpH+lpl 1pl+lpl 1 pd+1pl
Taq DNA polimeraz 5 U/ul 0,2 ul 2 ul 2 ul
Total DNA 50 (ng/ml) 2 ul 5ul 5ul
ddH,0 28,8 ul 21,5u 21 pl
Toplam 50 pl 50 ul 50 pl

* leri ve geri primerler

Primerlerin erime sicakligimi (Tm) ve PZR ic¢in gerekli olan bilesenlerin
miktarlariin optimizasyonu i¢in, gradient reaksiyonlar olusturulmustur. 16S rRNA
geninin arttirilmasi i¢in Tablo 5’teki 27F ve 1492R primerlerinin erime sicakliklar
(Tm) dikkate alinarak 51°C ve 8 gradient (47 — 55°C) bir reaksiyon olusturulmus ve en
uygun erime sicakligimin 50°C oldugu belirlenmistir. rpoB geni i¢in, Tablo 5’teki
LAPSS5 ve LAPS27 primerlerinin baglanma sicakliklar1 (Tm) dikkate alinarak her iki
cift primer i¢in 62°C ve 8 gradient (58°C — 66°C) bir reaksiyon olusturulmus ve en
uygun erime sicakliginin 64°C oldugu bulunmustur. rpoD geni icin ise, Tablo 5’teki
PSEG30F ve PSEG790R primerlerinin baglanma sicakliklarina (Tm) dikkate edilerek
her iki ¢ift primer igin, 46°C ve 8 gradient (42°C—50°C) bir reaksiyon olusturulmus ve
en uygun erime sicakliginin 47°C oldugu tespit edilmistir. Primerler i¢in uygun erime

sicakligi belirlendikten sonra Tablo 4’te verilen konsantrasyonlardaki kimyasallar ile
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Tablo 6’teki dongii  kosullar1  kullanilarak ~ Polimeraz  zincir  reaksiyonu
gerceklestirilmistir. PZR uygulamalarinda olusabilecek bir kirlenmenin olup olmadigini
anlayabilmek amaciyla her uygulamada, genomik DNA icermeyen negatif kontroller

kullanilmustir.

Tablo 5. 16S rRNA, rpoB ve rpoD genlerinin artirilmasi ve dizin analizi i¢in kullanilan

primerler

3 E

= Niikleotid Dizisi (5'-3" %‘)

= ukieotl 1Z1S1 -

g (5'-3") 2 x
w 1 c
S E EC 3
2 & =< \VZ
< 2TF AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 54,3 Lane DJ, 1991
=
;'5) 1492R GGTTACCTTGTTACGACTT 49,4 Lane DJ, 1991
O
—i

LAPS5 TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT 67,7 Tayeb vd., 2005
o LAPS27 CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG 65,9 Tayeb vd., 2005
o

PSEG30F ATYGAAATCGCCAARCGCGGTTGATKTCCTTGA 47,6 Mulet vd., 2009
% PSEG790R ~ ATYGAAATCGCCAARCGCGGTTGATKTCCTTGA 456 Mulet vd., 2009

Tablo 6. Kullanilan primerler i¢in PZR dongii kosullari

PZR Basamaklar1  Sicaklik (°C) Zaman (dk) Dongii Sayisi
Ik Ayrilma 94 3 1

Ayrilma 94 0,25%°/0,30°

Yapisma 50° /64 47° 0,25%°/0,30° 35%°/36°
Uzama 72 1%°/0,45°

Son Uzama 72 7 1

Bekleme 4 0

Not: a. 16S rRNA primerleri i¢in baglanma sicakligi, dongii siiresi ve zamani (Tm/dk)
b. rpoB primerleri i¢in baglanma sicakligi, dongii siiresi ve zamani (Tm/dk)
C. rpoD rRNA primerleri i¢in baglanma sicakligi, dongii siiresi ve zamani (Tm/dk)

d. Kontrol bolgesi primerleri i¢in baglanma sicakligi, dongii siiresi ve zamani (Tm/dk)

PZR iiriinlerinin kontroliinii gergeklestirmek i¢cin genomik DNA’nin kalitesinin
belirlenmesinde yapilan islemler %1°lik agaroz jel hazirlanarak tekrarlanmistir. PZR

iriinleri 100 b¢’lik DNA Leader (Promega) ile yiiriitiilerek biiyiikliikleri belirlenmistir.
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Biitiin islemler tamamlandiktan sonra istenilen konsantrasyon ve biiyiikliikte oldugu
tespit edilen PZR firlinleri, DNA dizin analizi islemine kadar -20°C de muhafaza

edilmistir.

2.2.6. DNA lizolasyon ve PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Kalitesinin Tayini

DNA izolasyon yontemiyle elde edilen genomik DNA ve PZR teknigi ile arttirilan
gen Uriinlerinin kalitesini etidyum bromiir (0,5 mg/ml) iceren, genomik DNA igin
%0.8’lik, PZR iiriinleri i¢in ise %1°lik TAE-Agaroz jeli hazirlanarak elektroforezde
yiiriitiilmiistiir ve jel goriintiilenerek incelenmistir. Orneklerin yiiriitiildiigii agaroz jelin
goriintiilenmesi islemi Quantum-Capt ST4 sistem (Vilber Lourmat, France)’deki
ultraviyole  transilliminatorde  gerceklestirilmistir.  Arttirillan  gen  {irlinleri

biiyiikliiklerinin belirlenmesi amactyla bir marker ile beraber yiiriitilmistiir.

2.2.7. DNA Dizin Analizi

Calisma icin kullanilan primerler ile genomik DNA’dan PZR yardimiyla arttirilan
16S rRNA, rpoB, rpoD genlerinin dogrudan DNA dizin analizi (27F/1492R;
PSEG30F/PSEG790R; LAPS5/LAPS27) primerleri kullanilarak ticari bir firma olan
Macrogen Inc. (Amsterdam, Hollanda)’den hizmet alim1 yoluyla yaptirilmistir. Cift
zincirli PZR driinlerinin temizlenmesini takiben DNA dizin analizleri BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystem) kullanarak
ABI PRISM 3730x1 Genetic Analyser (Applied Biosystem, USA) ile Macrogen Inc.
(Amsterdam, Hollanda)‘de gergeklestirilmistir.

2.2.8. Genbank Taramasi, Dizi Hizalama ve Filogenetik Analiz

Calisma i¢in kullanilan 16S rRNA, rpoB ve rpoD gen dizileri, filogenetik
analizlerde ve GenBank taramasinda kullanilmak {izere uygun hale getirilmek icin
BioEdit versiyon 7.1.3. (Hall, 1999) yardimiyla diizenlenmistir. Gen dizilerini
cakistirmak i¢in BioEdit igerisinde yer alan Clustal W secenegi kullanilmistir. Gerek

duyuldugundan, kromotogramlar incelenerek gen dizilerinin kontrolii yapilmistir.
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GenBank taramasi igin NCBI sitesinin “BLAST” segenegi kullanilmis ve gen dizileri

GenBank’1n veri tabaninda karsilastirilmistir.

Suslar arasindaki filogenetik iliskiler, MEGA versiyon 6.05 (Tamira vd., 2013)
programindaki komsu katilim (NJ: Neighbour-Joining), maksimum tutumluluk (MP:
Maximum Parsimony) ve maksimum olasilik (ML: Maximum Likelihood) analizleri
yardimiyla tahmin edilmistir. Acinetobacter sp. (GenBank erisim numarasi:

HM 584296), filogenetik analizler i¢in dis grup olarak secilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Bakterilere Ait Bulgular

izole edilen 28 Pseudomonas susunun hepsi gram negatif bakteri olup, hareket ve
katalaz testleri sonuglarinda pozitif (+) olarak kaydedilmislerdir. Biitiin suslar GSP
agarda mor renk olusturmustur. Oksidaz testi ise dort susta (P47-P53-P56-P84) negatif
bulunmus, diger suslarda pozitif sonu¢ gostermislerdir. Biitiin suslar sitrat, arjinin
dihidrolaz testlerinde pozitif sonug¢ vermis ve oksidatiftir. Voges-Proskauer, metil
kirmizis1 (MR), indol testleri, bir sus istisna ile (P60) lizin ile ornithin ve H,S olusumu
negatif kaydedilmistir. Triple Sugar Iron agarda gaz olusmamis ve laktoz, sukroz
olusumu ile negatif sonuglar gdzlenmistir. Ure testi sonuclar1 sadece iki susta (P49—
P82) pozitif ¢ikmis, eskiilin ise sadece P47 susunda pozitif ¢ikmigtir. Pseudomonas
fluorescens grubunu temsil eden suslarda jelatin bir istisna hari¢ pozitif (P49), ayni
sekilde Pseudomonas putida grubunu temsil eden suslar da istisnai bir sus (P56) harig
negatif sonu¢ vermistir. Degiskenlik gosteren nitrat, TSI ve %7 tuzluluk testlerinin
sonuclar1 Tablo 7’da verilmistir. Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7, Sekil 8 ve Sekil 9°da

ise baz1 biyokimysal testlere ait pozitif ve negatif reaksiyonlar1 gosterilmektedir.

Sekil 4. Triple Sugar Iron Agar Testleri  Sekil 5. Sitrat Testleri
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Tablo 7. Nitrat, Uclii seker (TSI) ve % 7’lik tuzda iireme testlerin sonuglari

Sus No Nitrat TSI %7
P1 + Laktoz +
P2 + Laktoz +
P5 - Laktoz +
P7 - Laktoz +
P8 - Laktoz +
P9 - Laktoz +
P13 + - +
P24 - Laktoz +
P28 + Laktoz +
P38 - - +
P47 - - +
P48 - - +
P49 - - +
P50 - - +
P52 - - +
P53 - - z
P54 + Laktoz z
P56 + - z
P58 - - z
P60 + Laktoz +
P64 - Sukroz +
P65 - Sukroz -
P66 - - +
P67 - Sukroz +
P73 - - +
P84 + - +
P85 - - +
Pa1 + - +

(+ : pozitif sonug; - : negatif; z: zay1f)

37



Sekil 6. Jelatin Hidroliz Testi Sekil 7. Ure Testi

Sekil 8. Oksidasyon ve/veya Fermentasyon Testi

Sekil 9. Arjinin Dihidrolaz Testi
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3.2. Antibiyotik Direncliligi
Izole edilen Pseudomonas cinsi bakterilerin antibiyotiklere kars1 gostermis

olduklar1 direng ve hassasiyetler her bir bakteri susu i¢in ayr1 ayr1 belirlenmis ve Tablo

8’de direng profilleri gdsterilmistir.
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Tablo 8. Antibiyogram test sonucuna gore Pseudomonas suslarina ait direng profilleri
Antibiyotik disk konsantrasyonlarina gore dl¢iilen zon ¢aplarimin hassasiyeti

Bakteri
suslari

sSmMZ SXT FFC ENR AM S T OA

100pg  25pg  30pg  Spg 10pg  10pg  30pg  2pg
P1 D D D D D R D D
P2 D D D D D D
P5 D OH D H D H D H
pP7 D D D H D OH D H
P8 H H OH D D H OH D
P13 D D D D D R D D
P24 D D D D D D D D
P28 H OH D D D H D OH
P38 D D D D H D H
P47 H OH H D H D H
P48 D D D D D D D H
P49 OH OH OH H D OH D H
P50 D OH D OH D D D H
P52 OH OH H D D D D H
P53 D D D D D D D D
P54 D OH D D D D D OH
P56 D D D D D D D OH
P58 H OH D H D OH D H
P60 D D D H D R D H
P64 H H H H D H OH H
P65 OH OH H H D H D H
P66 H H D H D H
P67 H H D H D H D H
P73 D D D D OH D D
P84 OH OH D H D D H
P85 D H D D D H OH R
P91 H OH H OH D H D H

SMZ: Sulfamethoksazol; SXT: Trimethoprim+Sulfamethaksazol; FFC: Florfenikol; ENR:
Enrofloksasin; AM:Ampisilin; S: Streptomisin; T: Oksitetrasiklin; OA: Oksolinik asit; D:
Direngli; OH: Orta hassas; H: Hassas

Antibiyogram testinin neticesinde her bir antibiyotige kars1 direngli bakterilerin
sayis1 ve direng seviyesinin ylizdesi Sekill0’da gosterilmistir. Bakterilerin en fazla
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direngli oldugu antibiyotik ampicilin olarak belirlenirken bunu oksitetrasiklin ve
florfenikol takip etmistir. Bunun yaninda oksalinik asit ise en etkili antibiyotik olarak

tespit edilmistir.

100 A
90 A
80 -
70 A
60 -
50 -
40 A
30 -
20 -
10 A

0 T T T T T T T f

AM FFC T S SMZ STX ENR OA

Toplam diren¢ miktar1 (%)

Test edilen antibiyotikler

Sekil 10. Antibiyogramda test edilen antibiyotiklere karsi Pseudomonas suslarina ait
toplam diren¢ miktar1 (%)

Rize, Trabzon ve Giimiishane illerindeki ciftliklerdeki hastalik vakalarindan
aliman baliklardan izole edilen bakterilerin fizyolojik, biyokimyasal ozellikleri
incelenmis ve tayin yapilmasi amaciyla {i¢ gene ait niikleotit dizileri kullanilarak

filogenetik agaci olusturulmustur.

3.3. Molekiiler Identifikasyonda 16S rRNA Primeri Kullanilarak Yapilan Gen
Analizi ve Sonuclarin Karsilastirilmasi

Bu c¢alismada,16S rRNA genine ait niikleotit dizilerinin Neigbour-Joining,
Maksimum likelihood, Maksimum parsimony analizlerinden elde edilen filogenetik
agaclar arasinda dikkate deger bir farklilik bulunmamistir. Analizleri yapilan agaclar
Sekil 11, 12 ve 13’de verilmis olup, daha onceki ¢alismalarda da belirtildigi {izere 16S
rRNA geninin karsilagtirilmast sonucu, analiz edilen Pseudomonas’lar ve GenBank’tan

alinan ornekler arasinda karsilagtirma yapilarak, tiirler tanimlanmistir.
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66 P67- Pseudomonas sp.
EﬁPM- Pseudomonas sp.
P91- Pseudomonas sp.
— P58- Pseudomonas sp.
P7- P. fluorescens
- P49- Pseudomonas sp.
P64- Pseudomonas sp.
5| (P8-P.lundensis
E{ P9- P. lundensis
ﬁ{ P66- Pseudomonas sp.
P48- Pseudomonas sp.
P47- Pseudomonas sp.
P28- P. fluorescens
— P1- Pseudomonas sp.
| | P60- Pseudomonas sp.
98| P84- Pseudomonas sp.
P13- Pseudomonas sp.
P65 - P. baetica
P85- P. fluorescens
E{ P73- P. fluorescens
—— P52- P. fluorescens
- P5 - Pseudomonas sp.

E% - P. putida

58 P56 - Pseudomonas sp.
— P24- P. putida

| — P2- Pseudomonas sp.

50 { P50- P. putida
741 P53- Pseudomonas sp.

76

P61- Acinetobacter sp.
Sekil 11. Maksimum Likelihood (ML) analizine gére 16S rRNA filogenetik agaci
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P84- Pseudomonas sp.
100| P13- Pseudomonas sp.
P60- Pseudomonas sp.
P1- Pseudomonas sp.
P28- P. fluorescens
P66- Pseudomonas sp.
— 98'P48- Pseudomonas sp.
PAT- Pseudomonas sp.
P91- Pseudomonas sp.
—  gg|r P67- Pseudomonas sp.
61! P54- Pseudomonas sp.
P58- Pseudomonas sp.
f— P7- P.fluorescens
P49- Pseudomonas sp.
P64- Pseudomonas sp.
76| P8-P. lundensis
98'P9- P. lundensis
P85- P. fluorescens
1040{ P73- P. fluorescens

P65- P. baetica
{— P52- P. fluorescens
— P5-Pseudomonas sp..
55— P38- P.putida
—— P56- Pseudomonas sp.
78 P24-P. putlda

P2- Pseudomonas sp.

661 P53- Pseudomonas sp.
P61- Acinetobacter sp.
Sekil 12. Neighbour-Joining (NJ) analizine gore 16S rRNA filogenetik agaci

83
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P1- Pseudomonas sp.
o4 | P60-Pseudomonas sp.
P13- Pseudomonas sp.
P84- Pseudomonas sp.
P28- P.fluorescens
P47- Pseudomonas sp.
P91- Pseudomonas sp.
P67- Pseudomonas sp.
76! P54- Pseudomonas sp.
961 P85- P. fluorescens
P73- P. fluorescens
P58- Pseudomonas sp.
P7- P. fluorescens
771 P64- Pseudomonas sp.
P49- Pseudomonas sp.
P8- P. lundensis
99! P9- P. lundensis
63 _| P66- Pseudomonas sp.
100! P48- Pseudomonas sp.

P65- P. baetica
_|_— P52- P. fluorescens

P5- Pseudomonas sp.
P38- P. putida
P56- Pseudomonas sp.
P2- Pseudomonas sp.
P24- P.putida
P50- P.putida
50! P53- Pseudomonas sp.

60

P61- Acinetobacter sp.
Sekil 13. Maksimum Parsimony (MP) analizine gore 16S rRNA filogenetik agaci

Pseudomonas spp ’ler16S rRNA gen analizinin sonuglarina dayanan filogenetik
agac ile P. flourescens ve P. putida olmak tizere iki Pseudomonas grubuna ayrilmistir:
Bu gruplar jelatin testleriyle de birbirinden ayrilmis ve P. fluorescens grubu jelatin
testlerinde pozitif reaksiyon gosterirken, P. putida grubu negatif reaksiyon gostermistir.
P. fluorescens grubunda P49 susu ve P. putida grubunda ise P56 susu istisnai tiirler

olarak belirlenmistir.
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Belirlenen suslarin GenBank’taki benzer tiirler ile 16S rRNA geni niikleotit
dizileri yoluyla yapilan analizine gore filogenetik agagtaki dagilim su sekilde oldugu
tespit edilmistir: P. fluorescens grubu igerisinde P1, P13, P84 ve P60’in aymi hat
tizerinde oldugu gozlemlenmis ve sirastyla Pseudomonas sp., P. fluorescens ve P.
gessardii’ye benzedikleri gozlemlenmistir. Agacin bu dort tiirden ayrilarak ayni dal
tizerinde fakat baska bir hattinda temsil edilen P28’in ise, sirasiyla Pseudomonas sp., P.
brenneri ve P. fluorescens’e benzedigi gozlemlenmistir. Benzerlik oranlar1 ve

Genbank’taki referans numaralar1 Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. P1, P13, P84, P60 ve P28’in 16S rRNA gen analizi sonucu benzedigi tiirler.

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No  Benzerlik Oram

P1/P13 Pseudomonas sp. KM453980 %99
P84/P60 P. fluorescens KJ919971 %99
P. gessardii KJ726608 %99
P28 Pseudomonas sp. KC991319 %99
P. brenneri KC293836 %99
P. fluorescens KC009692 %99

P48 ve P66 aynmi hat lizerinde yerlesmis olmasina ragmen, P48’e yakin tiirlerin
hicbiri ayn1 dalda yerlesmemislerdir. P48, sirasiyla daha farkli hatlar tizerinde yerlesmis
P. meridiana, Pseudomonas sp. ve P. mandelii ile benzerlik gostermistir. P48 ile ayni
hat lizerinde bulunan P66’nin ise sirasiyla P. brenneri, Pseudomonas sp., P. banacis ile
benzerlik gosterdigi saptanmustir. Benzerlik oranlar1 ve GenBank’taki referans

numaralar1 Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. P48 ve P66 nin 16S rRNA gen analizi sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P48 P. meridiana KJ726563 %99
Pseudomonas sp. KF870417 %99
P. mandelii KC618443 %99
P66 P. brenneri KJ529059 %99
Pseudomonas sp. KF720926 %99
P. banacis KF501476 %99

45



Pseudomonas izolatlarina ait P47 susu, sirasityla Pseudomonas sp. ve P. brenneri
ile benzerlik géstermis olup, benzerlik oranlar1 ve Genbank’taki referans numaralar ile

birlikte Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. P47’nin 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P47 Pseudomonas sp. KC306463 %99
P. brenneri KJ589451 %99

Pseudomonas izolatlarina ait stok numaralar1 P54, P67 ve P91 olan suslar ayni
dalda fakat farkli hatlar tizerinde yerlesmislerdir. P91 herhangi bir GenBank 6rnegiyle
ayni hatta yerlesmemesine ragmen, GenBank sonuglari sirasiyla Pseudomonas sp., P.
meridiana ve P. mandelii ile benzerlik gostermektedir. P67 sirasiyla, Pseudomonas
sp.’ye, P. simiae’ye ve P. fluorescens’e benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. P54 ise,
Pseudomonas sp., P. mandelii, P. trivialis ve P. salomonii ile benzerlik gostermis olup,

benzerlik oranlar1 ve referans numaralar1 Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12. P91, P67 ve P54’tin 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer GenBank No. Benzerlik Orani
Tiirler

P91 P. meridiana KJ726563 %99
Pseudomonas sp. KF870417 %99
P. mandelii KC618443 %99

P67 Pseudomonas sp. KM461113 %99
P. simiae CP007637 %99
P. fluorescens KJ420526 %99

P54 Pseudomonas sp. KF870417 %99
P. mandelii KC618443 %99
P. trivialis KF704111 %99
P. salomonii JX840381 %99
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Pseudomonas izolatlarina ait stok numarasi P58 olan susun sirasiyla, P. mandelii,
P. graminis ve Pseudomonas sp. ile benzerlik gostermistir. Benzerlik orani ve

GenBank’taki referans numaralar1 Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13. P58’in 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P58 Pseudomonas sp. KM253127 %99
P. graminis KM434253 %99
P. mandelii JN637323 %99

Bakteri izolatlarina ait stok numarasi P7, P8, P9, P49 ve P64 olan suslarin ayn1 dal
tizerinde bulunmakta olup, P8 ile P9’un ayni hat {izerinde bulundugu tespit edilmistir.
P7 sirasiyla, Pseudomonas sp., P. fluorescens ve P. protegens ile; P49, “kiiltiire
edilemeyen bakteri (uncultured bacterium)”, P. psycrophila ve Pseudomonas sp. ile
benzerlik gosterirken, P64’tin ise, P. fragi, P. taiwanensis, P. psycrophila ile benzer
oldugu belirlenmistir. Ayn1 hat {izerinde bulunan P8 ve P9 ise, “kiiltiire dilemeyen
bakteri (uncultured bacterium)”, P. fragi ve P. lundensis ile benzer bulunmustur.

Benzerlik oranlarina ve referans numaralarinaait bilgiler Tablo 14’de verilmistir.
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Tablo 14. P7, P49, P64, P8 ve P9’un 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P7 Pseudomonas sp. JF327650 %99
P. fluorescens HQ606463 %99
P. protegens KF475826 %99
P49 kiiltiir edilemeyen bakteri KF065218 %99
(uncultured bacterium)
P. psycrophila KC315769 %99
Pseudomonas sp. GU176052 %99
P64 P. fragi LK391512 %99
P. taiwanensis KMO070814 %99
P. psycrophila KJ589497 %99
P8-P9 kiiltiir edilemeyen bakteri KF065306 %99
(uncultured bacterium)
P. fragi AB685653 %99
P. lundensis JX867752 %99

Ayni hat lizerinde bulunan, P85 ve P73’lin benzer tiirleri ise Pseudomonas
baetica, Pseudomonas sp. ve P. fluorescens olup, benzerlik oranlari ve GenBank’taki

referans numaralar1 Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. P85 ve P73’lin 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P85 Pseudomonas sp. KJ769212 %99
P. fluorescens KC991324 %99
P. baetica JX84039%4 %99
P73 Pseudomonas sp. KJ769212 %99
P. fluorescens KC991324 %99
P. baetica JX840394 %99

P65’in benzedigi tiirler ise sirasiyla Pseudomonas baetica, Pseudomonas sp. ve P.
mandelii olup, benzerlik orani ve Genbank’taki referans numaralari Tablo 16’da

verilmistir.
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Tablo 16. P65’in 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P65 P. baetica KJ589517 %99
Pseudomonas sp. HF678958 %99
P. mandelii EU647701 %99

Bakteri izolatlarina ait PS5 ve P52 suslari, aynmi dal iizerinde bulunmakta olup,
P52’in benzedigi tiirler sirasiyla Pseudomonas putida, P. fluorescens ve Pseudomonas
sp.’dir. Bakterilere ait 16S rRNA geninin sekans analizine gore, P. fluorescens
grubunun son tiirii P5’in ise sirasiyla P. baetica, Pseudomonas sp., P. jessenii ve P.
umsongensisile benzerlik gosterdigi goriilmiis ve benzerlik orani ile Genbank’taki

referans numaralar1 Tablo 17’de verilmistir.

Tablo 17. P52 ve P5’in 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P52 P. putida KF030909 %99
P. fluorescens KM241843 %99
Pseudomonas sp. KJ601751 %99
P5 P. putida LK391527 %99
Pseudomonas sp. KF733330 %99
P. jessenii GuU188917 %99
P. umsongensis JN167958 %99

Pseudomonas putida grubu igerisinde ise P56 ve P38 aymi dal iizerinde
konumlanmis olup, P56 sirasiyla, Pseudomonas sp., P. vranovensis ve P. putida’ya
benzerlik gostermistir. P38 ise sirasiyla P. putida ve Pseudomonas sp. ile benzerlik
gostermis olup, benzerlik oranlar1 ve Genbank’taki referans numaralar1 Tablo.18’de

gosterilmistir.
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Tablo 18. P56 ve P38’in 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P56 Pseudomonas sp. KM457624 %99
P. vranovensis KC244342 %99
P. putida JQ086574 %99
P38 P. putida KM251260 %99
Pseudomonas sp KJ851576 %99

Pseudomonas izolatlarina ait P2 susu sirasiyla, P. oryzihabitans, Pseudomonas
sp., ve P. putida ile benzerlik gostermis olup, benzerlik oranlari ve referans numaralari

Tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 19. P2’nin 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P2 P. oryzihabitans KJ401059 %99
Pseudomonas sp. KJ093367 %99
P. putida JF327491 %99

Bakteri izolatlarindan P24 susuna ait 16S rRNA gen analiz sonucu ise sirasiyla,
Pseudomonas putida ve Pseudomonas sp. ile benzerlik gostermistir. Benzerlik oranlar

ve GenBank’taki referans numaralar1 Tablo 20°de gosterilmistir.

Tablo 20. P24’{in 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P24 P. putida KM012010 %99
Pseudomonas sp. KJ642599 %99

Bakteri izolatlarindan P53 ve P50 susuna ait 16S rRNA gen analizinde, ayni dal
tizerinde yerlesmis olup, Pseudomonas putida grubunun son {iyelerini temsil
etmektedirler. Izolatlardan P53, P. putida ile benzerlik gosterirken, P50 ise sirasiyla, P.
putida ve Pseudomonas sp. ile benzerlik gostermektedir. Benzerlik oranlar1 ve

GenBank’taki referans numaralarina ait bilgiler Tablo 21°de verilmistir.
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Tablo 21. P50 ve P53’{in 16S rRNA gen analiz sonucu benzedigi tiirler

Stok No  GenBank Benzer Tirler GenBank No. Benzerlik Orani

P50 P. putida KJ452464 %99
Pseudomonas sp. KM235738 %99
P53 P. putida KM378615 %99

Bakteri izolatlarindan P61 ise dis grubu temsil etmekte olup, yapilan analizler

sonucu Acinetobacter sp. (HM584296/%99) ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

3.4. Molekiiler identifikasyonda rpoB Primeri Kullamlarak Yapilan Gen Analizi
ve Sonuc¢larin Karsilastirilmasi

Bakteri identifikasyonunda molekiiler marker olarak kullanilan rpoB geninin
Neihgbour-Joining, Maksimum likelihood ve Maksimum parsimony analizleriyle
yapilan agaclarin arasinda dikkate deger bir farklilik bulunmamistir. Analizleri yapilan

agaclar Sekil 14, 15 ve 16’da verilmistir.

Pseudomonas bakterisine ait molekiiler tanida rpoB gen analizine dayanan
filogenetik agag, 16S rRNA ve rpoD geninden farkli olarak iki ana Pseudomonas
grubuna ayrilmamis ve bu bakimdan diger iki genin filogenetik aga¢ topolojisinden

farkli oldugu belirlenmistir.
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— P61- Acinetobacter sp.
P66- Pseudomonas sp.
~ P48- Pseudomonas sp.

P1- Pseudomonas sp.

P60- Pseudomonas sp.
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Sekil 14. Maksimum Likelihood (ML) analizine gore rpoB filogenetik agaci
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— P61- Acinetobacter sp.
7 P48- Pseudomonas sp.
P66- Pseudomonas sp.

P1- Pseudomonas sp.

P60- Pseudomonas sp.
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] P13- Pseudomonas sp.

P91- Pseudomonas sp.
EEPM- Pseudomonas sp.
— PA47- Pseudomonas sp.
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P64- Pseudomonas sp.
P58- Pseudomonas sp.
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P49- Pseudomonas sp.
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P7- P. fluorescens
50— P5- Pseudomonas sp.
| P65- P.haetica
——P52- P. fluorescens
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100 P56- Pseudomonas sp.
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Sekil 15. Neighbour- Joining (NJ) analizine gore rpoB filogenetik agaci
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—P61- Acinetobacter sp.
54{ P48- Pseudomonas sp.
P66- Pseudomonas sp.
P13- Pseudomonas sp.
P60- Pseudomonas sp.
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P84- Pseudomonas sp.
P28- P. fluorescens
P91- Pseudomonas sp.
P54- Pseudomonas sp.
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P49- Pseudomonas sp.
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10— P9- P. lundensis

% P52- P. fluorescens
4|j|:P5— Pseudomonas sp.
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P38- P. putida

—— P56- Pseudomonas sp.

P53- Pseudomonas sp.

P24- P. putida
100
100! P50- P. putida

Sekil 16. Maksimum Parsimony (MP) analizine gére rpoB filogenetik agac1
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Molekiiler identifikasyonda rpoB geniyle PZR’1 yapilan 6rneklerle, GenBank’ta
karsilastirilan tiirlerin  analizine gore filogenetik agactaki dagilim su sekilde
gerceklestirilmigtir: P53’tin sirasiyla Pseudomonas putida’ya, ve Pseudomonas sp.’e
benzedigi goriilmistiir. P50’nin ise sadece P. putida’ya benzedigi gozlemlenmistir.

Benzerlik oranlar1 ve Genbank’taki referans numaralar1 Tablo 22°de verilmistir.
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Tablo 22. P53 ve P50’nin rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tirler GenBank No. Benzerlik Orani

P53 P. putida CP003588 %99
Pseudomonas sp. AJ748155 %99
P50 P. putida JX491483 %96

Bakteri izolatlarina ait stok numarasi P24 olan sus sirasiyla, Pseduomonas putida,
Pseudomonas sp. ve P. chlororaphis ile benzerlik géstermis olup, benzerlik orani ve

GenBank’taki referans numaralar1 Tablo 23’de verilmistir.

Tablo 23. P24’{in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P24 P. putida CP005976 %99
Pseudomonas sp. AJ748156 %99
P. chlororaphis AJ748180 %99

Yapilan analiz sonuglarina goére P56 izolat1 sirasiyla, hicbiri kendisiyle ayni dalda
bulunmayan, Pseudomonas alkylphenolia’ya, Pseudomonas sp.’ye, P. putida’ya ve P.
japonica’ya benzemis olup, benzerlik oranlari ve referans numaralart Tablo 24’de

verilmigtir.

Tablo 24. P56 nin rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve benzerlik oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P56 P. alkylphenolia CP009048 %96
Pseudomonas sp. AM944724 %95
P. putida CP002290 %94
P. japonica HES577800 %96

Baliklardan izole edilen Pseudomonas izolatlarindan P38 stok numarali susun
sirasiyla, P. fluorescens, Pseudomonas sp. ile kendisiyle ayn1 dalda bulunmayan P.
alkylphenolia ve P. japonica’yla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Suslara ait

benzerlik oranlar1 ve referans numaralar1 Tablo 25°de verilmistir.
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Tablo 25. P38’in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiirler GenBank No.  Benzerlik Oram

P38 P. fluorescens HM234515 %98
Pseudomonas sp. JN603371 %97
P. alkylphenolia CP009048 %94
P. japonica HE577800 %94

Molekiiler tanida, P2 stok numarali susun sirasiyla, Pseudomonas fluorescens’e,
kendisiyle aynmi dalda bulunmayan P. alkylphenolia’ya, Pseudomonas sp.’ye ve P.
japonica’ya benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.,, Analiz sonuglar1 gore yapilan
karsilastirmada GenBank’taki referans numaralar1 ve suslarin benzerlik oranlari Tablo

26’°da verilmistir.

Tablo 26. P2’nin rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P2 P. fluorescens HM234532 %99
P. alkylphenolia CP009048 %94
Pseudomonas sp. JN695046 %93
P. japonica HES577800 %94

Bakteri izolatlarindan P52 stok numarali sus sirasiyla, Pseudomonas sp., P.
fluorescens, P. koreensis ve P. putida ile benzerlik gostermektedir. Benzer olan
tirlerden sadece P. fluorescens ile ayni dalda bulunmakta olup, benzerlik gosterdigi
diger tiirler, baska dallara yerlesmislerdir. Benzerlik oranlari ve GenBank referans

numaralar1 Tablo 27’de verilmistir.

Tablo 27. P52’nin rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tirler GenBank No. Benzerlik Oram

P52 Pseudomonas sp. AM944725 %97
P. fluorescens HE586413 %99
P. koreensis FN554737 %97
P. putida JN673406 %100
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Bakteri izolatlarindan P5 ve P65 stok numarali suslardan, P5 sirasiyla, kendisiyle
ayni dalda bulunmayan, Pseudomonas sp., P. koreensis ve P. baetica’yla benzerlik
gostermis olup, P65 ise sirasiyla, P. baetica ile, kendisiyle ayn1 dalda bulunmayan,
Pseudomonas sp., P. fluorescens ve P. koreensis’le benzerlik gostermektedir. Benzerlik

oranlar1 ve GenBank’taki referans numaralar1 Tablo 28°de verilmistir.

Tablo 28. P5 ve P65’in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P5 Pseudomonas sp. AM944725 %98
P. koreensis FN554737 %97
P. baetica HE800504 %96
P65 P. baetica HE800504 %98
Pseudomonas sp. AM944725 %97
P. fluorescens CP000094 %96
P. koreensis FN554737 %97

Bakteri izolatlarindan P7 stok numarali sus ise Pseudomonas fluorescens ve
kendisiyle ayni dalda bulunmayan Pseudomonas sp. ile P. protegens’e benzer bulunmus

olup, benzerlik oranlar1 ve GenBank’taki referans numaralar1 Tablo 29°da verilmistir.

Tablo 29. P7°nin rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiurler GenBank No. Benzerlik Oram

P7 P. fluorescens HES586409 %99
Pseudomonas sp. AM944719 %99
P. protegens CP000076 %95

Bakteri izolatlarindan P49 stok numarali sus ise sirasiyla, Pseudomonas sp. ve P.
taetrolens ile benzerlik gostermis olup, benzerlik oranlari ve referans numaralar1 Tablo

30°da verilmistir.
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Tablo 30. P49’un rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tirler GenBank No. Benzerlik Orani

P49 Pseudomonas sp. FN650767 %99
P. taetrolens AJ786291 %99

Pseudomonas izolatlarindan P8 ile P9 stok numarali suslar ayni hat iizerinde
bulunmakta olup, sirasiyla Pseudomonas sp. ve P. lundensis ile benzerlik
gostermislerdir. GenBank’taki referans numaralar1 ve benzerlik oranlar1 Tablo 31°de

verilmistir.

Tablo 31. P8 ve P9’un rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiurler GenBank No. Benzerlik Oram

P8/P9 Pseudomonas sp. FN650765 %95
P. lundensis AJ717428 %95

Bakteri izolatlarindan P58 ise kendisiyle ayni dalda bulunan fakat ayni hatta
bulunmayan Pseudomonas sp.’ye, kendisiyle aynmi hat {izerinde bulunan P.
frederikbergensis’e ve P. reptilovora ile P. fluorescens’e benzer bulunmustur. Benzerlik

oranlar1 ve GenBank’taki numaralar1 Tablo 32’de gosterilmistir.

Tablo 32. P58’in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiurler GenBank No. Benzerlik Oram

P58 Pseudomonas sp. GQ254720 %98
P. frederikbergensis AJ717465 %98
P. reptilovora AJ748197 %97
P. fluorescens AJ748135 %97

Bakteri izolatlarindan P73 ve P85, aymi hat {izerinde bulunup, sirasiyla
Pseudomonas fluorescens, P. putida ve Pseudomonas sp. ile benzerlik gostermistir.

GenBank’taki referans numaralar1 ve benzerlik oranlar1 Tablo 33°de verilmistir.
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Tablo 33. P73 ve P85’in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tirler GenBank No. Benzerlik Orani

P73/P85 P. fluorescens HE586423 %99
P. putida JN673406 %95
Pseudomonas sp. GQ254720 %95

Bakteri izolatlarindan P64, sirasiyla, Pseudomonas sp. ve Pseduomonas fragi ile
benzerlik gostermis olup, benzerlik oranlari ve GenBank’taki referans numaralar1 Tablo

34’de verilmistir.

Tablo 34. P64’{in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiurler GenBank No. Benzerlik Oram

P64 Pseudomonas sp. AM886124 %97
P. fragi AJ717444 %97

Bakteri izolatlarindan P82 susunun ise, sadece Pseudomonas sp. ile ayni hat
tizerinde yerlesmis olup, daha sonra sirasiyla baska dallarda bulunan P. fluorescens, P.
gessardii, P. simiae ve P. marginalis ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

GenBank’taki referans numaralar1 ve benzerlik oranlar1 Tablo 35’de verilmistir.

Tablo 35. P82’nin rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiurler GenBank No. Benzerlik Oram

P82 Pseudomonas sp. AMB886125 %99
P. fluorescens AM181176 %97
P. gessardii AJ717418 %97
P. simiae CP007637 %98
P. marginalis HE586424 %98

Bakteri izolatlarindan P28 stok numarali susun benzedigi GenBank ornekleri
sirastyla, Pseudomonas fluorescens, P. brenneri ve kendisiyle ayn1 dalda bulunmayan

P. gessardii olup, benzerlik oranlari ve referans numaralar1 Tablo 36’da verilmistir.
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Tablo 36. P28’in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tirler GenBank No. Benzerlik Orani

P28 P. fluorescens AJ748170 %99
P. brenneri AJ717482 %99
P. gessardii AJ717438 %97

Bakteri izolatlarindan P67 ve P47 stok numarali suslar ayni dal {izerinde yerlesmis
olup, P67 susu sirasiyla Pseudomonas simiae, P. fluorescens ve P. tolaasi’ye benzerlik
gostermistir. P47 susu ise P. simiae, Pseudomonas sp., P. reactans, P. fluorescens ve P.
tolaasi’ye benzerlik gostermektedir. Tablo 37°de benzerlik oranlar1 ve GenBank’taki

referans numaralari verilmistir.

Tablo 37. P67 ve P47’nin rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tirler GenBank No. Benzerlik Oram

P67 P. simiae CP007637 %98
P. fluorescens AJ748138 %98
P. tolaasi HES586431 %98
P47 P. simiae CP007637 %98
Pseudomonas sp. AMB86127 %99
P. reactans JX491482 %98
P. fluorescens AJ748138 %98
P. tolaasi HES586431 %98

Bakteri izolatlarindan P91 ve P54 suslar1 ayni hat {izerinde bulunmasina ragmen,
GenBank’ta benzer tiirlerinin higbiri ayn1 hat {izerine yerlesmemistir. izolatlardan P91,
sirasiyla, Pseudomonas gessardii, Pseudomonas sp., P. reactans, Pseudomonas sp., P.
fluorescens ve P. simiae ile benzerlik gostermis olup, P54 susu ise sirasiyla,
Pseudomonas sp., P. gessardii ve P. simiae ile benzerlik gostermistir. Genbank’taki

referans numaralar1 ve benzerlik oranlar1 Tablo 38’de verilmistir.
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Tablo 38. P91 ve P54’{in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tirler GenBank No. Benzerlik Orani

P91 P. gessardii AJ717438 %98
Pseudomonas sp. FN650769 %97
P. reactans JX491485 %97
Pseudomonas sp. AMB886121 %98
P. fluorescens HE586408 %98
P. simiae CP007637 %97
P54 Pseudomonas sp. FN650769 %97
P. gessardii AJ717438 %98
P. simiae CP007637 %98

Bakteri izolatlarindan P13 stok numarali susun sirasiyla, Pseudomonas
fluorescens’e ve kendisiyle aymi dalda bulunmayan Pseudomonas sp. ve P.
meridiana’ya benzer oldugu goriilmiistiir. Benzerlik oranlari ve GenBank’taki referans

numaralar1 Tablo 39°da verilmistir.

Tablo 39. P13’{in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiurler GenBank No. Benzerlik Oram

P13 P. fluorescens HE586408 %99
Pseudomonas sp. AMB886121 %99
P. meridiana FN554740 %099

Bakteri izolatlarindan P1 ve P60 suslar1 ayni hat iizerinde bulunmakta olup,
GenBank’ta kendilerine benzer tiirlerle ayn1 hatta bulunmamaktadirlar. Izolatlardan P1
susu sirastyla, Pseudomonas sp., P. fluorescens ve P. meridiana ile benzerlik gostermis
olup, P60 susu ise sirasiyla, P. sp., P. fluorescens ve P. gessardii ile benzerlik
gostermistir. GenBank’taki referans numaralart ve benzerlik oranlari Tablo 40’da

verilmistir.
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Tablo 40. P1 ve P60’1n rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tirler GenBank No. Benzerlik Orani

P1 Pseudomonas sp. AMB886121 %99
P. fluorescens HE586419 %99
P. meridiana FN554740 %99
P60 Pseudomonas sp. AMB886121 %99
P. fluorescens HES586408 %99
P. gessardii AJ717438 %98

Bakteri izolatlarindan P84 susu sirasiyla, Pseudomonas sp., P. fluorescens ve P.
meridiana ile benzerlik géstermis olup, benzerlik oranlar1 ve GenBank’taki referans

numaralar1 Tablo 41°de verilmistir.

Tablo 41. P84’iin rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P84 Pseudomonas sp. AMB886121 %99
P. fluorescens HE586419 %99
P. meridiana FN554740 %99

Bakteri izolatlarindan P48 ve P66 stok nolu suslarin ise dis grup olarak belirlenen
P61°le ayn1 dal iizerinde yerlesmis oldugu ve bu suslarin sirasiyla, kendisiyle ayni dalda
bulunmayan, Pseudomonas sp. ve P. fluorescens ile benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. P61 susu ise Acinetobacter sp. ile benzerlik gostermektedir. GenBank’taki

referans numaralar1 ve benzerlik oranlar1 Tablo 42°de verilmistir.

Tablo 42. P48, P66 ve P61’in rpoB gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiurler GenBank No. Benzerlik Oram

P48/P66 Pseudomonas sp. HQ844522 %99
P. fluorescens AM181176 %97
P61 Acinetobacter sp.
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3.5. Molekiiler Identifikasyonda rpoD Primeri Kullanilarak Yapilan Gen Analizi
ve Sonuc¢larin Karsilastirilmasi

Bakteri identifikasyonunda molekiiler marker olarak kullanilan rpoD geninin
Neigbour-Joining, Maksimum likelihood, Maksimum parsimony analizleriyle
olusturulan agaclarin arasinda dikkate deger bir farklilik bulunmamistir. Analizleri

yapilan agaglar Sekil 17, 18 ve 19°da verilmistir.

Izole edilen bakterilerinin molekiiler tanisinda kullanilan rpoD gen analizinin
sonuglarina dayanan filogenetik aga¢ Pseudomonas suslarini, P. flourescens ve P.
putida grubu olmak ftizere iki gruba ayrilmistir: Bu gruplar jelatin testleriyle de
birbirinden ayrilmis ve P. fluorescens grubu jelatin testlerinde pozitif reaksiyon
gosterirken, P. putida grubu negatif reaksiyon gostermistir. P. fluorescens grubunda

P49 susunun, P. putida grubunda ise P56 susunun istisnai tiirler oldugu tespit edilmistir.
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P1- Pseudomonas sp.
P13- Pseudomonas sp.
P84- Pseudomonas sp.
P60- Pseudomonas sp.
P28- P. fluorescens
P48- Pseudomonas sp.
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P5- Pseudomonas sp.
P52- P. fluorescens
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100 P53- Pseudomonas sp.

P61- Acinetobacter sp.

Sekil 17. Maksimum likelihood (ML) analizine gére rpoD filogenetik agaci
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59 P13- Pseudomonas sp.
1004 pg4- Pseudomonas sp.
P60- Pseudomonas sp.
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100' P73- P. fluorescens
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P56- Pseudomonas sp.

P2- Pseudomonas sp.
— P24- P.putida

P50- P.putida
E[ P53- Pseudomonas sp.

100
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P61- Acinetobacter sp.

Sekil 18. Neighbour-Joining (NJ) analizine gore rpoD filogenetik agact
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P13- Pseudomonas sp.
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P1- Pseudomonas sp.
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P48- Pseudomonas sp.
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P8- P. lundensis
100! P9- P. lundensis
P38- P.putida
P56- Pseudomonas sp.
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P2- Pseudomonas sp.
—— P24- P.putida

P50- P.putida
1oo|: P53- Pseudomonas sp.
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Sekil 19. Maksimum Parsimony (MP) analizine gore rpoD filogenetik agaci

Bakteri izolatlar1 ile GenBank’taki benzer tiirlerin rpoD gen analizinden elde

edilen filogenetik aga¢ topolojisinde, Pseudomonas fluorescens grubu igerisinde Pl1,

P13, P84 ve P60 suslarinin

P84’iin sirasiyla iki adet Pseudomonas sp.’ye ve iki adet P. fluorescens’e benzedigi
goriilmistiir. P1 ve P13 suslar1 ayn1 hat iizerinde oldugu gézlemlenmis olup, sirasiyla

Pseudomonas sp’ye, P. meridiana ve P. fluorescens’e benzedikleri belirlenmistir.

Bakteri izolatlarindan P60

fluorescens’e ve P. putida’ya benzedigi tespit edilmistir. Benzerlik oranlar ve

ayn1 dal {izerinde yerlestigi gdzlemlenmistir. Izolatlardan

susunun ise Pseudomonas sp’ye, P. meridiana’ya, P.

Genbank’taki referans numaralar1 Tablo 43°de verilmistir.
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Tablo 43. P84, P1, P13 ve P60’ rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram
P84 Pseudomonas sp. HE586473/HE586483 %99

P. fluorescens HE586460/HE586450 %99
P1/P13 Pseudomonas sp. HE586483 %99

P. meridiana FN554485 %99

P. fluorescens HE586450 %99
P60 Pseudomonas sp. HE586483 %99

P. meridiana FN554485 %99

P. fluorescens HE586450 %99

P. putida AB039552 %99

Agacin bu dort tiirden ayrilarak ayni dal {izerinde fakat bagka bir hattinda temsil
edilen P28 susu ise, sirasiyla Pseudomonas brenneri ve P. fluorescens’e benzedigi
gozlemlenmistir. Benzerlik oranlar1 ve Genbank’taki referans numaralar1 Tablo 44’te

verilmistir.

Tablo 44. P28’in rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

StokNo GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Orani
P28 P. brenneri FN554457 %99
P. fluorescens AB039531 %99

Bakteri izolatlarindan P48 ve P66 suslari ayni hat iizerinde yerlesmis olup,
sirastyla iki adet Pseudomonas sp. ile benzerlik gostermistir. Benzerlik oranlari ve

GenBank’taki referans numaralar1 Tablo 45°de verilmistir.

Tablo 45. P48 ve P66 nin rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

StokNo GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram
P48 Pseudomonas sp. HG933966/HG933959 %99
P66 Pseudomonas sp. HG933966/HG933965 %99
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Bakteri izolatlarindan P82, sirasiyla iki adet Pseudomonas sp. ve P. fluorescens
ile benzerlik gostermis olup, benzerlik oranlar1 ve Genbank’taki referans numaralari

Tablo 46’da verilmistir.

Tablo 46. P82’nin rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

StokNo GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Orani
P82 Pseudomonas sp. HE586482/HG933950 %99
P. fluorescens HE586442 %99

Bakteri izolatlarindan P54 ve P91 suslari ayni1 dalda fakat farkli hatlar iizerinde
yerlesmislerdir. izolatlardan P91 susunun, herhangi bir GenBank &rnegiyle ayni hatta
yerlesmemesine ragmen, GenBank sonuglarinda kiiltiire edilemeyen (Uncultured
bacterium) Pseudomonas sp. ile benzerlik gosterdigi saptanmustir. Izolatlardan P54
susunun ise, ayni sekilde kiiltiir edilemeyen (Uncultured bacterium) Pseudomonas sp.
ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Benzerlik oranlar1 ve referans numaralar1 Tablo

47°de verilmistir.

Tablo 47. P54 ve P91°in rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

StokNo GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram

P91 Kiiltiirii yapilamayan HF932337 %97
Pseudomonas sp.
P54 Kiiltiirii yapilamayan HF931577 %99

Pseudomonas sp.

Bakteri izolatlarindan P58 susu sirasiyla, iki tiir Pseudomonas mandelii ve
Pseudomonas sp. ile benzerlik gostermistir. Benzerlik oran1 ve GenBank’taki referans

numaralar1 Tablo 48’de verilmistir.

Tablo 48. P58’in rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

StokNo GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram
P58 P. mandelii CP005960/FN554482 %099
Pseudomonas sp. FJ212451 %99
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Bakteri izolatlarindan P7 susunun sirasiyla, Pseudomonas sp. ve P. fluorescens ile
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Benzerlik oranlar1 ve GenBank’taki referans

numaralar1 Tablo 49°da gosterilmistir.

Tablo 49. P7’nin rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No  GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram
P7 Pseudomonas sp. HG933907 %99
P. fluorescens HE586448 %99

Bakteri izolatlarindan P85, P73, P65, P5 ve P52 suslari ayni dal iizerinde
bulunmakta olup, izolatlardan P85 ile P73 suslar1 ayni hat {izerinde bulunmaktadir. P85
ve P73 sirasiyla, Pseudomonas fluorescens ve P. baetica ile benzerlik gosterirken, P65
P. baetica ile ayn1 hatta bulunmayan P. moraviensis ve P. fluorescens ile benzerlik
gostermektedir. Izolatlardan P5 susu ise, Pseudomonas sp. ve P. marginalis ile
benzerlik gosterirken, P52 susunun ise P. fluorescens ile baska bir hattaki P. koreensis
ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. Bakteri izolatlarina ait benzerlik oranlart ve

referans numaralar1 Tablo 50°de verilmistir.

Tablo 50. P85, P73, P65, P5 ve P52’nin rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve

oranlar1
StokNo GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram
P85/P73  P. fluorescens AB039533 %99
P. baetica FN678359 %95
P65 P. baetica FN678359 %96
P. moraviensis FN554490 %95
P. fluorescens AB039533 %95
P5 Pseudomonas sp. HE603590 %97
P. marginalis AB039544 %96
P52 P. fluorescens HE586443 %98
P. koreensis FN554476 %95
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Bakteri izolatlarindan P47 susu sadece Pseudomonas salomoni ile benzerlik
gostermistir. Bagka bir dalda bulunan P67 ise P. simiae, P. putida ve Pseudomonas sp.
ile benzerlik gostermis olup, benzerlik orani ve referans numaralar1 Tablo 51°de

gosterilmistir.

Tablo 51. P47 ve P67’nin rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

StokNo  GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram
P47 P. salomonii KJ769212 %98
P67 P. simiae FN554513 %99
P. putida HF545857 %99
Pseudomonas sp. HG933912 %99

Bakteri izolatlarindan P49 susunun benzedigi tiirler ise sirasiyla Pseudomonas sp.
ve kendisinden ¢ok uzak bir dalda bulunan P. lini olup, benzerlik oran1 ve Genbank’taki

referans numaralar1 Tablo 52°de verilmistir.

Tablo 52. P49’un rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

StokNo GenBank Benzer Tiirler GenBank No. Benzerlik Oram
P49 Pseudomonas sp. LN624763 %90
P. lini FN554478 %088

Bakteri izolatlarindan P8, P9 ve P64 stok numarali suslar ayni dal iizerinde
bulunmakta olup, izolatlardan P8 ve P9 suslarinin ayni hat {izerinde oldugu
gozlemlenmis ve Pseudomonas lundensis’le benzedikleri gbzlenmistir. rpoD geninin
sekans analizine gore, P. fluorescens grubunun son iiyesi P64 susunun benzedigi tiirler
sirasiyla, higbiri ayn1 dalda bulunmayan, Pseudomonas sp., P. deceptionensis, P. fragi
ve P. psycrophila olarak belirlenmistir. Benzerlik oranlar ile Genbank’taki referans

numaralar1 Tablo 53’te verilmistir.
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Tablo 53. P8, P9 ve P64’iin rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No GenBank Benzer GenBank No. Benzerlik Oram
Tiirler
P8 P. lundensis FN554479 %098
P9 P. lundensis FN554479 %97
P64 Pseudomonas sp. HES586467 %94
P. deceptionensis GU936596 %94
P. fragi FN554466 %94
P. psycrophila FN554506 %94

Pseudomonas putida grubu igerisinde ise P38 sirasiyla, P. putida ve Pseudomonas
sp. ile benzerlik gostermistir. Benzerlik oranlar1 ve Genbank’taki referans numaralari

Tablo 54’te gosterilmistir.

Tablo 54. P38’in rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No Benzerlik Oram

P38 P. putida KM365003 %98
Pseudomonas sp. HG933969 %98

Bakteri izolatlarindan P2 susu sirasiyla, Pseudomonas sp. ve kendisiyle ayn1 dalda
bulunmayan P. plecoglossicida’ya benzer bulunmus, benzerlik oranlari ve

GenBank’taki referans numaralar1 Tablo 55’te gdsterilmistir.

Tablo 55. P2’nin rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No  Benzerlik Oram
P2 Pseudomonas sp. KM251447 %97
P. plecoglossicida FN554503 %84

Bakteri izolatlarindan P24 susu sadece Pseudomonas putida ile benzerlik
gbstermistir. Izolatlardan P50 ve P53 ise aym dal iizerinde yerlesmis olup, P. putida
grubunun son tiiyelerini temsil etmektedirler ve P. putida ile P. monteilii’ye benzerlik
gostermektedirler. Benzerlik oranlar1 ve GenBank’taki referans numaralar1 Tablo 56’da

gosterilmistir.
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Tablo 56.P24, P53 ve P50’nin rpoD gen analizi sonucu benzedigi tiirler ve oranlari

Stok No GenBank Benzer Tiirler GenBank No Benzerlik Oram

P24 P. putida AB039592 %99
P50 P. putida AB039595 %99
P. monteilii KJ676711 %97
P53 P. putida CP003734 %99
P. monteilii KJ676711 %99

P61 ise dis grubu temsil etmekte olup, yapilan analizler sonucu Acinetobacter sp.

ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

3.6. Birlestirilmis Filogenetik Agaclar

Bu c¢alismada kullanilan kismi 16S rRNA, rpoB ve rpoD gen dizileri
birlestirilerek gerceklestirilen filogenetik analizler sonucu elde edilen, Maksimum
likelihood, Maksimum parsimony ve Neighbour-Joining birlesik agacglar1 Sekil 20, 21
ve 22’de verilmistir. Biyokimyasal testlerle en uyumlu filogenetik aga¢ analizi

Neighbour-Joining oldugu igin tiirlerin tanimlanmasi bu agag tizerinden yapilmustir.

Yapilan analizler ve olusturulan filogenetik agaglara bakildiginda, 16S rRNA,
rpoB ve rpoD genlerinin Neighbour-Joining analiz metoduna gore, her bir sus igin
benzer bulunan Pseudomonas tiirleri ve suslarin degiskenlik gosteren biyokimyasal

testleri ise Tablo 57’°de verilmistir.
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P1 - Pseudomonas sp.
P84 -Pseudomonas sp.

100

100

L

101 P13 - Pseudomonas sp.
P60-Pseudomonas sp.

—— P28 - P. fluorescens
4[%6 - Pseudomonas sp.

1001 P48 - Pseudomonas sp.
— PAT - Pseudomonas sp.
— P67- Pseudomonas sp.
P54 - Pseudomonas sp.

P91 - Pseudomonas sp.
— P58 - Pseudomonas sp.

100[ P85 - P. fluorescens
P73 - P. fluorescens

P65 - P. baetica
P52 - P. fluorescens

——P5 - Pseudomonas sp.

P7 - P. fluorescens
P49 - Pseudomonas sp.
— P64 - Pseudomonas sp.

P8 - P. lundensis
1ooL P9 - P. lundensis

— P38 - P. putida

P56 - Pseudomonas sp.
P2 - Pseudomonas sp.

— P24 - P, putida
— P50 - P. putida
— P53 - Pseudomonas sp.

100

100

P61 - Acinetobacter sp.

Sekil 20. Maksimum Likelihood (ML) analizine gore birlesik gen dizilerinin (16S

rRNA, rpoB, rpoD) filogenetik agaci
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P61 - Acinetobacter sp.
s P84 - Pseudomonas sp.
%L P13 - Pseudomonas sp.
1001l p1 - Pseudomonas sp.
— P60 - Pseudomonas sp.
92| ——Pp28 - P. fluorescens
4{%6 - Pseudomonas sp.
100 P48 - Pseudomonas sp.
P54 - Pseudomonas sp.
% P91 - Pseudomonas sp.
— PAT - Pseudomonas sp.
|  %“—P67- Pseudomonas sp.
P7 - P. fluorescens
P49- Pseudomonas sp.
—— P64- Pseudomonas sp.
% lP8 - P. lundensis
100 P9 - P, lundensis
—— P58 - Pseudomonas sp.
ﬂ[P% - P. fluorescens
P73 - P. fluorescens

% P65 - P. baetica

{— P52 - P. fluorescens
96 —— P5 - Pseudomonas sp.
— P38 - P. putida
P56 - Pseudomonas sp.

P2- Pseudomonas sp.
— P24 - P. putida
w0l ——P50-P.putida

100'— P53 - Pseudomonas sp.

76

86

98

83

100

67

82

Sekil 21. Maksimum Parsimony (MP) analizine gore birlesik gen dizilerinin (16S
rRNA, rpoB, rpoD) filogenetik agac1
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76r P1 - Pseudomonas sp.
S0t P13 - Pseudomonas sp.
101 pg4 - Pseudomonas sp.
P60 - Pseudomonas sp.
100| —P28 - P. fluorescens
_[P66 - Pseudomonas sp.
100 100! P48 - Pseudomonas sp.
100— P47 - Pseudomonas sp.
—— P67 - Pseudomonas sp.
| 83 P54 - Pseudomonas sp.
100'— P91 - Pseudomonas sp.

P58 - Pseudomonas sp.
1001 P85 - P. fluorescens
9% 8 P73 - P. fluorescens
99 P65 - P. baetica
100/—— P52 - P. fluorescens
76

——— P5 - Pseudomonas sp.

P7 - P. fluorescens

P49 - Pseudomonas sp.

P64 - Pseudomonas sp.

(P8 - P. lundensis

100 P9 - P lundensis

— P38 - P. putida

82

0 P56 - Pseudomonas sp.
{ P2- Pseudomonas sp.
—— P24 - P. putida

69

100

74
98
98

100 — P50 - P. putida
100— P53 - Pseudomonas sp.
P61 - Acinetobacter sp.

Sekil 22. Neighbour-Joining (NJ) analizine gore birlesik gen dizilerinin (16S rRNA,
rpoB, rpoD) filogenetik agac1
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Tablo 57. Coklu gen analizi sonucu benzer bulunan Pseudomonas tiirleri ve suslarin

biyokimyasal 6zellikleri

Stok  16S rRNA/rpoB/rpoD  Oksidaz Jelatin  Nitrat TSI %7 tuz
No
P1 Pseudomonas sp. + + + Laktoz +
P2 Pseudomonas sp. + - + Laktoz +
P5 Pseudomonas sp. + + - Laktoz +
P7 P. fluorescens + + - Laktoz +
P8 P. lundensis + + - Laktoz +
P9 P. lundensis + + - Laktoz +
P13  Pseudomonas sp. + + + - +
P24  P.putida + - - Laktoz +
P28  P.fluorescens + + + Laktoz +
P38  P.putida + - - - +
P47  Pseudomonas sp. - + - - +
P48  Pseudomonas sp. + + - - +
P49  Pseudomonas sp. + - - - +
P50  P.putida + - - - +
P52  P.fluorescens + + - - +
P53  Pseudomonas sp. - - - - z
P54  Pseudomonas sp. + + + Laktoz z
P56  Pseudomonas sp. - + + - z
P58  Pseudomonas sp. + + - - z
P60  Pseudomonas sp. + + + Laktoz +
P64  Pseudomonas sp. + + - Sukroz +
P65  P. baetica + + - Sukroz -
P66  Pseudomonas sp. + + - - +
P67  Pseudomonas sp. + + + Sukroz +
P73  P.fluorescens + + - - +
P84  Pseudomonas sp. - + + - +
P85  P.fluorescens + + - - +
P91  Pseudomonas sp. + + + - +

(+: pozitif; -: negatif; z: zayif)
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu c¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesi’ndeki Rize, Trabzon ve Giimiishane
illerindeki ¢iftliklerde, hastalik vakalarindan izole edilen toplam 28 adet bakteri
izolatindan, Pseudomonas spp.’lerin genetik tanimlanmasi ve tanimlanan tiirler
arasindaki genetik akrabaliklarin ¢oklu gen analiz yontemiyle (MLSA) ortaya
koyulmas1 amaglanmaktadir. Bu ¢alismada, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde daha dnceden
patojen olarak rapor edilen bazi Pseudomonas tiirlerinin yani sira, bolgede gokkusagi
alabaliginda (Onchorhynchus mykiss) patojen olarak rapor edilmemis Pseudomonas

turlerine de rastlanmaktadir.

Ornekleme asamasinda, tiirlerin tespiti ve ayriminda fiziksel ve biyokimyasal
testlerin sonuclarindan yararlanilmistir. Bunun i¢in c¢esitli ¢iftliklerden alinan hasta
baliklardan izole edilen Pseudomonas izolatlarinin biyokimyasal &zelliklerinin, tiir
ayriminda Ooneme sahip oldugu ve Ozellikle jelatinaz enzimi kullaniminin cins igi
gruplara ayriminda kullanigh oldugu tespit edilmistir. Oksidaz testinin sonuglari ise,
tirlerin ayriminda 6nem arz etmektedir, Bergey’s Manual Determinative bilinen
Pseudomonas tiirlerinin ¢ogu oksidaz testi icin pozitif reaksiyonlar vermektedir
(Gundlapalli vd., 2004; Altinok vd., 2006; Carrion vd., 2011)

Pseudomonas’larla iliskili daha once yapilan cins-i¢i filogenetik g¢aligmalarda
sadece 16S rRNA geni kullanilmistir (Moore vd., 1996; Anzai vd., 2000). Bu genin cins
ayriminda ¢ok giiclii bir ara¢ oldugunu belirten Mulet ve arkadaslar1 (2010), tiir
seviyesindeki ayrimda yetersiz kaldigin1 ve birbiriyle yakin olan tiirlerin ayriminda
kisitl bir cesitlilige sahip oldugunu belirtmislerdir. Diger referans genlerin filogenetik
siniflandirmada yiiksek bir ayrim giiciine sahip olduguna dair bir c¢ok argiiman
gelistirilmistir. Bunlardan biri ise 2000 yilinda, Yamamoto vd. tarafindan yapilan, gyrB
ve rpoD genleriyle Pseudomonas’larin cins diizeyindeki ayriminin tartismasi olmustur.
Yamamoto ve Harayama (1998), yaptiklari calismada da gyrB ve rpoD’nin, 16S
rRNA’ya gore daha iy1 yol gostericiler oldugunu bildirmislerdir. Yamamoto ve
arkadaglar1 2000 yilinda da yaptiklar1 ¢alismada, Pseudomonadlarin siniflandirilmasi,

tanimlanmasi ve algilama sistemleri i¢in gyrB ve/veya rpoD sekanslarinin mikrobiyal
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ekoloji ya da bakteriyolojinin diger alanlarinda daha kullanislt oldugunu belirtmislerdir.
Ayn1 zamanda Mulet ve arkadaslari, 2010 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, rpoD’nin ayrim
giiciiniin rpoB geninden sekiz kat daha iistiin oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada ise
bu verilerden yola ¢ikarak siniflandirmada rpoD filogenetik agacinin verileri dikkate
almmig, daha giivenilir oldugu kabul edilmis ve suslarin tanimlanmasi bu agag
tizerinden yapilmistir. Ayni zamanda Ghyselinck ve arkadaglarinin 2013 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada, 16S rRNA gen filogenisinin ve rpoD gen filogenetiginin birbirine

¢ok benzer oldugu tespit edilmis ve bu benzerlik bu ¢alismada da teyit edilmistir

Pseudomonas’in filogenetik tanimlanmasinda basarili olmak oldukg¢a 6nemli ve
gereklidir, ¢iinkii her yil yeni Pseudomonas tiirleri tanimlanmaktadir. Ozellikle Mulet
ve arkadaglariin 2009, 2010 ve 2013 yillarinda yaptiklar1 ¢aligmalara dayanilarak
rpoD’nin Pseudomonas ayriminda daha giivenilir bir gen oldugu kanitlanmistir. Bu
sebepten dolay1, bu ¢alismada, suslar1 tanimlamak igin referans olarak rpoD filogenetik
agact kullanilmistir. Agactaki benzerlik oranlarma gore, birka¢ susun, Dogu
Karadeniz’de daha Once hastalik vakalarinda rapor edilmeyen Pseudomonas tiirleri
oldugu tespit edilmistir, fakat agactaki benzerliklerin bazilari biyokimyasal testlerden,
bazilar1 ise Magdalena Mulet’in daha Onceki calismalarinda belirttigi rpoD geninin

ayrim giiciinden dolayi yetersiz bulunmaktadir.

Bulgular kisminda P1 ve P13 suslar1 rpoD genine gore ii¢ tane tiire (Pseudomonas
sp., P. meridiana, P. fluorescens) benzer bulunmaktadir, fakat benzer bulunan P.
meridiana’nin, Gundlapalli ve arkadaslarinin 2004 yilinda Antarktika’da topraktan ve
sudan izole ettikleri ¢esitli Pseudomonas tiirleri arasinda bulundugu rapor edilmistir.
Caligmaya gore, P.meridiana, bir buzul akintisindan izole edilmis ve jelatini hidrolize
etme yetenegi bulunmadigindan dolayi, bu ¢alismadaki P1 ve P13 suslarina benzerligi
bulunamamaktadir. Ayni sebepten dolayr P60 susu da, P. meridiana’yla ayrilmis ve
benzer bulundugu P. putida ile daha onceki ¢alismalarda (Mulet, 2013) ve Bergey’s
Manual Determinative Bacteriology’de gegen biyokimyasal 6zelliklerde jelatin hidroliz

yeteneginden yoksun olmasi sebebiyle ayrilmaktadir.
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Bu c¢alismada rpoD filogenetik agacina gore, P28 susu ise, Pseudomonas
fluorescens ve P. brenneri ile benzer bulunmaktadir. P. brenneri, Baida ve arkadaslari
tarafindan 2001 yilinda, dogal sulardan izole edilen bir bakteri olup, Baida’nin yaptigi
calisma referans alindiginda, bu calismadaki P28 susundan yiiksek tuzlulukta (%5 ve

%?7) tirememesiyle ayrilmakta ve P28, P. fluorescens olarak tanimlanmaktadir.

Bir diger tartismali sus P58 olup, filogenetik agacta Pseudomonas mandelii ve
Pseudomonas sp. olarak tanmimlanmaktadir. Verhille ve arkadaslarinin, 1999 yilinda,
dogal mineral sulardan izole ederek tanimladigi P. mandelii, bu ¢alismadaki P58 susu
ile jelatin hidrolizasyon testinin negatif olmasiyla ayrilmakta ve Pseudomonas sp.

olarak tanimlanmaktadir.

P65 susu sirasiyla Pseudomonas baetica, P. moraviensis ve P. fluorescens’le
benzerlik gostermektedir, fakat rpoD’nin ayrim yeteneginden dolayi, Lopez ve
arkadaslar tarafindan 2012 yilinda, dil baliklarindan izole edilen P. baetica (%96) ile
daha cok benzedigi goriilmektedir. Bunun disinda kendisine benzer oldugu goriilen P.
moraviensis’in, Kwon ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, yiiksek
tuzluluk oranlarinda iirememesi ve benzer bulunan P. fluorescens ile P65 susundan uzak
agaglarda bulunmasi, bu susun P. baetica ile benzer oldugunu teyit etmektedir. P52 susu
icin de, benzer bulunduklar1 P. fluorescens ve P. koreensis arasinda ayni sekilde
biyokimyasal testler referans alinarak seg¢im yapilmig ve P52 susu P. fluorescens olarak

tanimlanmaktadir.

Sadece, Gardan ve arkadaglari tarafindan 2002 yilinda, sarimsaklarda (Allium
sativum) patojen olarak izole edilen Pseudomonas salomonii ile benzer bulunan P47 ise
biyokimyasal testlerde bu bakteri ile ayrilmaktadir. Bu sebepten c¢alismada,
Pseudomonas sp. olarak tanimlanmaktadir. P. simiae, P. putida ve Pseudomonas sp. ile
benzerlik gosteren P67 ise, P. putida’nin jelatini hidrolizi edememesi (Mulet vd., 2013)
ile bu tiirden ayrilmaktadir. Vela ve arkadaslarinin, 2006 yilinda maymunlardaki klinik
orneklerden izole ettigi P. simiae ise, sukrozu kullanmadigi igin, P67 ile farlilik
gostermektedir. Dolayisiyla P67 susu da, bu c¢alismada Pseudomonas sp. olarak

tanimlanmaktadir.

79



Bakteri izolatlarindan P8 ve P9 suglari, 1986 yilinda Molin ve arkadaslari
tarafindan clirlimiis ette bulunan, daha sonra ¢ig siitten Marchand ve arkadaslar
tarafindan izole edilen ve 2002 yilinda Tryfinopoulou ve arkadaslar tarafindan deniz

cipuralarindan izole edilen Pseudomonas lundensis ile benzer bulunmaktadir.

Tartismali olabilecek bir diger bakteri izolat1 ise P64 susudur. Bu sus kendisiyle
ayni hatta bulunan higbir Pseudomonas tiirii ile benzerlik géstermemesine ragmen,
Genbank sonuglarmna goére P. fragi, Pseudomonas sp., P. deceptionensis ve P.
psycrophila ile ayni oranlarda benzer bulunmaktadir. P. deceptionensis, Carrion ve
arkadaslari tarafindan 2011 yilinda Antartik’te psikrofilik bakterilerle yapilan ¢alismada
izole edilmis ve bu ¢alisma referans alindiginda P. deceptionensis ve P. psycrophila’nin
jelatin hidrolizasyonundan yoksun oldugu goriilmektedir. P. fragi ise, Pereira ve
Morgan tarafindan 1957°de siit lriinlerinde gorildigli ve 1986 yilinda Molin ve
arkadaslan tarafindan etten izole edildigi donemde, jelatin hidrolizasyonundan yoksun
oldugu bildirilen, fakat 2007 yilinda Franzetti ve Scarpelli’nin yaptig1 ¢alismada, iki
farkli grup olarak incelenen ve jelatin hidrolizasyonu bir grupta negatifken digerinde
pozitif bulunan bir bakteri olmustur. Ayn1 zamanda P. fragi, Carrion ve arkadaslarinin
2011 yilinda yaptiklar1 c¢aligmada, jelatin hidrolizasyonu pozitif olarak verilmistir.
Yapilan c¢alismalar referans alinarak, P64 susunun P. fragi ve Pseudomonas sp. ile

benzerlik gosterebilecegi diistiniilmekte ve Pseudomonas sp. olarak tanimlanmaktadir.

Pseudomonas putida grubunda bulunan P56, Pseudomonas alkylphenolia ve
Pseudomonas sp. ile benzerlik gostermistir. P. alkylphenolia, Jun Jeong tarafindan 2003
yilinda, yiiksek alkilfenolleri karakterize edebilme yeteneginden dolayr KL28 susunun
tanimlanmasi ile ortaya ¢ikmig, P. veronii ile yakin oldugu bilinen bir tiir olarak
bildirilmistir. Mulet, 2012 yilinda yaptig1 ¢alismada, P. alkylphenolia’y1 nomenklatiirde
yerini almamasina ragmen c¢alismasi icin kullandigini bildirmistir. Fakat bu ¢alismada,
alkilfenolii indirgeme 0Ozelligi denenmediginden ve Jun Jeong c¢alismasinda P.
alkylphenolia’nin biyokimyasal 6zelliklerini vermediginden dolayi, P56 susuyla
karsilagtirma imkani bulunamamistir. Bu sebepten dolay1 P56, calismada Pseudomonas

sp. olarak tanimlanmaktadir.
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Bakteri izolatlarindan P2 ise Pseudomonas sp. ve P. plecoglossicida ile benzer
bulunmus ve rpoD geninin ayrim o&zelliginden dolayr Pseudomonas sp. olarak
tamimlanmaktadir. Ayrica, P. plecoglossicida, Nishimori ve arkadaslarinin 2000 yilinda
yaptiklar1 calismada, ayu baliklarindan hastalik etkeni olarak izole edilmis ve bu

caligmaya gore denitrifikasyon 6zelligine sahip olmamasiyla P2 susundan ayrilmaktadir.

Bakteri izolatlarindan P50 ve P53, Pseudomonas putida ve P. monteilii’ye benzer
olup, rpoD’nin ayrim giiclinden dolay1 P. putida’ya yakin bulunmaktadirlar. Ayrica, P.
monteilii, 1997 yilinda Elomori ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma referans alindiginda,
bu suslar ile iireaz testinin sonuglarinda ayrilmaktadir. Bunun disinda bakteri
izolatlarindan P53 ise, oksidaz testinin negatif olmasi ile Bergey’s Manual
Determinative Bacteriology’de tanimlanan biyokimyasal testler referans alinarak, P.
putida’dan ayrilmaktadir. Biitiin bu kisitlamalar dikkate alindiginda, P50, P. putida; P53

ise Pseudomonas sp. olarak tanimlanmaktadir.

Calismadaki oksidaz negatif 0Ozelligi gosteren suslarin ise, Altinok ve
arkadaglarmin 2007 yilinda gokkusagi alabaligindan (Onchohynchus mykiss) izole
ettigi, sitokrom oksidaz testlerinde negatif reaksiyon olusturan, Pseudomonas luteola
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Fakat filogenetik agac topolojisinde oksidaz negatif 6zellik
tasiyan suslarin P. luteola tiirii ile benzerlik gostermemesi ve koloni yapilarindaki
farkliliklar sebebiyle bu tiire yakin bir sus bulunamamustir. Bu sebeplerin disinda iireaz,
denitrifikasyon ve eskiilin testlerinin sonuglari da, bu suslar ile P. luteola arasinda ayrim

oldugunu gostermektedir.

Bakteri izolatlarindan rpoD geni referans alinarak ¢izilen filogenetik agaca gore,
bu caligmada agirlikli olarak Dogu Karadeniz Bolgesi’nde daha onceden de rapor
edilmis Pseudomonas fluorescens, P. putida’ya ve birden fazla Pseudomonas sp. tiiriine
rastlanmaktadir (Kayis, 2009 ; Altinok vd., 2006). Multi Lokus Sekans Analizi (MLSA)
sonucunda tanimlanan P. baetica ilk defa 2012 yilinda dil baliklarindan izole edilmis ve
alabaliklar tizerinde yapilan bu calismada, alabaliklarda patojen olabilecegi

diisiiniilmektedir. P. lundensis ise Molin ve arkadaslarinin etten izole ettigi ¢alisma
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sonrasinda, Tryfinopoulou ve arkadaslarinin ¢lirlimiis deniz ¢ipuralarinin etinden izole
edilmesiyle, bu bakterinin laboratuvara getirilen baliklarin etlerindeki c¢liriimeden
kaynakli izole edilebilecegi ihtimalini akla getirmektedir. Fakat P. lundensis’i
Genbank’ta temsil eden iki adet susun bulunmasi ve bu suslarin ikisinin de farkh
ciftliklerden izole edilmesi, bu bakterinin de bir balik patojeni olabilme ihtimalini

diistindiirmektedir.
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5. ONERILER

Pseudomonas cinsine dogada yaygin olarak rastlanmaktadir. Bulunusundan beri
sayisiz taksonomik arastirma yapilan bu cins, bu ¢alismada gen dizin analizleri ve
biyokimyasal testler yardimiyla incelenmistir. Taksonomisinde daha basarili
olunabilmesi ve patojen olarak rapor edilebilmesi igin katki saglayacak Oneriler

asagidaki gibi siralanabilir.

1. Bu ¢alismada kullanilan Pseudomonas suslarinin tanimlanmasinda daha
kesin sonuglar elde etmek i¢in, dnceki ¢aligmalarda da Pseudomonas igin uygun goriilen

gyrB geni ile ¢alisilabilir.

2. Tanimlanmasi yapilamayan Pseudomonas tiirlerinin daha detayli olarak
biyokimyasal testlerinin c¢alisilmas1 ve Ozellikle tiirlere 6zel biyokimyasal analizler

yapilarak, tip suslari ile karsilastirilmas1 uygun olabilir.
3. Daha 6nceden Dogu Karadeniz Bolgesi’nde hastalik etkeni olarak izole

edilmemis Pseudomonas baetica ve Pseudomonas lundensis’in baliklarda patojenitesini

anlamak amaciyla KOCH postulati yapmak uygun olabilir.
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Kiz Lisesi’'nde, liseyi ise Agikdgretim Lisesi’'nde tamamladi. 01/09/2004 tarihinde
basladig1 lisans egitimini 01/07/2008 tarihinde 100. Yil Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii’nde tamamladi. 2010 yilinda Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Su Uriinleri Boliimii’nde basladig1 yiiksek lisans
dgrenimini halen devam ettirmektedir. Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri

Fakiiltesi’nde, 2010 yilindan beri Arastirma Gorevlisi olarak gorev yapmaktadir.
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