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OZET

YERSINiA RUCKERI iZOLATLARININ GENOTIPLENDIRILMESINDE PCR
TABANLI DNA FINGERPRINTING TEKNIKLERININ KARSILASTIRMALI
ANALIZI

Amag: Bu calismanin amaci, Tiirkiye'nin farkli cografi bolgelerinden elde edilmis olan Y.
ruckeri izolatlarinin tiplendirilmesinde farklt PCR tabanli DNA fingerprinting metotlarini

degerlendirmektir.

Materyal ve Metot: Gokkusagi alabaliklarindan izole edilmis on sekiz Y. ruckeri izolati
ERIC2 primerinin kullanildig1 enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR
metodu, P5, P6 ve M13 primerlerinin kullanildigi randomly amplified polymorphic (RAPD)
DNA-PCR metodu ve (GTG)5 primerinin kullanildigi (GTG)5-PCR metodu ile karakterize
edildi.

Bulgular: Test edilen tiim primerlerin dogru bir analiz i¢in kullanilabilir amplifikasyon tiriinii
olusturdugu belirlendi. Kluster ve ayrim giici analizi sonuglarina gore, Y ruckeri'nin
molekiiler tiplendirmesi i¢in en uygun primerin ERIC2 primeri oldugu, bunu P5, P6, M13 ve

(GTG) 5 primerinin takip ettigi belirlendi.

Sonu¢: ERIC-PCR DNA fingerprinting metodu Y. ruckeri’nin epidemiyolojik siirveyansinin

belirlenmesinde giiclil bir genotipik arac olarak diisiiniilebilecegi sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler: ERIC-PCR; (GTG)5-PCR; Molekiiler tiplendirme; RAPD-PCR; Y.

ruckeri

Seda KOSTERELI, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak - 2019
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ABSTRACT

COMPARATIVE ANALYSIS OF PCR-BASED DNA FINGERPRINTING
TECHNIQUES IN THE GENOTYPING OF YERSINIA RUCKERI ISOLATES

Aim: The aim of the present study was to evaluate different PCR-based DNA fingerprinting

techniques for typing Y. ruckeri isolates from different geographic region of Turkey.

Material and Method: Eighteen Y. ruckeri isolates obtained from rainbow trout were
characterized by enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR with ERIC2
primer, randomly amplified polymorphic (RAPD) DNA-PCR with P5, P6 and M13 primer
and (GTG)5-PCR with (GTG)5 primer.

Results: It was determined that all the primers tested generated an appropriate pattern of
amplified products suitable for accurate analysis. Based on the results of cluster analysis and
discriminant function analysis, ERIC2 primer was found to be the most suitable primer for

molecular typing of Y. ruckeri, followed by P5, P6, M13, and (GTG)5 primer.

Conclusion: In conclusion, the ERIC-PCR DNA fingerprinting method can be considered as

a powerful genotypic tool for epidemiological surveillance of Y. ruckeri.

Keywords: ERIC-PCR; (GTG)5-PCR; Molecular typing; RAPD-PCR; Y. ruckeri

Seda KOSTERELI, Master’s Thesis
University of Ondokuz Mayis - Samsun, January - 2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

PFGE : Pulsed field jel elektroforezi

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

ERIC : Enterobacterial repetitive intergenic consensus
cm : Santimetre

mg : Miligram

kg : Kilogram

RFLP : Restriction fragment length polymorphism
AP PCR : Arbitrarily primed PCR

REP-PCR : Repetitive extragenic palindromic PCR
MLVA/VNTR: Multiple-locus variable number tandem repeat analizi

MLST : Multi locus sekans analizi
RAPD : Random amplified polymorphic DNA
(GTG)5 : Politriniikleotid

ul : Mikrolitre

sn : Saniye

mM : Milimol

uM : Mikromol

ng : Nanogram

U : Unite

pmol : Pikomol

ml : Mililitre

dk : Dakika
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1. GIRIS

Niifusun ve beslenme sorunlarinin hizla arttigi diinyada, zengin bir protein
kaynagi olan su iriinlerine olan talep giderek artmaktadir. Su firiinleri stoklarindan
ekonomik ve slirekli olarak yararlanmak ic¢in kaynaklarin korunarak {iretiminin
devamliliginin saglanmasi gerekmektedir. Bu nedenle yetistiricilik yoluyla mevcut su
liriinleri iiretiminin arttirilmasina yonelik c¢aligmalar, gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde giderek yogunluk kazanmaktadir (Tiirel, 2002). Ulkemizde de su iiriinleri
sektorii hizli bir gelisim siirecine girmis ve yetistiricilik yoluyla elde edilen iiriin miktar1
2017 yili verilerine gore 276 bin 502 tona ulagsmigtir. Bu iiretim hacmi igerisinde en
yiiksek yetistiriciligi yapilan balik tiirii ise 109 bin 657 ton’luk {iretim ile hem i¢ sularda
hem de dis sularda yetistiriciligi yapilan alabalik olmustur (GTHB, 2018).

Su dirtinleri sektoriiniinde yasanan gelisim siirecini engelleyen faktorlerin
basinda meydana getirdikleri ekonomik kayiplar ile infeksiydz hastaliklar gelmektedir.
Ulkemiz su iiriinleri sektdriinde en sik goriilen bakteriyel kdkenli hastaliklardan birisi de
Yersinia ruckeri’nin neden oldugu yersinyozis veya enterik kirmizi agiz adi ile bilinen
hastaliktir.

Bakteriyel  tiplendirme  yontemleri ile  infeksiyoz  hastaliklarinin
epidemiyolojileri, salginlarin kokenleri, seyri, patogenezi ve bakteri genetigi gibi
alanlarda faydali bilgiler edinilebilmektedir. “DNA parmak izi” olugturmay1 hedefleyen
molekiiler tiplendirme yontemleriyle, epidemiyolojik olarak iligkili olan ayni tiir
icindeki izolatlarin genetik olarak da iliskili olup olmadiklar1 arastirilmaktadir.
izolatlarin kokenleri ayn1 mi, farkli mi1? sorusuna yanit aranmaktadir (Durmaz, 2008).

Bu tez calismasi ile PCR tabanli farkli DNA fingerprinting metotlar
kullanilarak; Tirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis olan Y. ruckeri
izolatlarinin aralarindaki genetik 1iligkilerin belirlenmesinde metotlarin etkinlikleri
karsilagtirilmali olarak ortaya konulmustur. Elde edilen sonuglarin bu hastalikla
miicadele  ve  korunma  stratejilerinin  gelistirilmesinde  kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Y. ruckeri; 6zellikle salmonid baliklarin yetistiriciliginde 6nemli ekonomik
kayiplara yol agan yersinyozis veya “enterik kirmizi agiz” (Enteric Red Mouth) olarak
bilinen hastaliginin etiyolojik ajanidir (Tobback ve ark., 2007). Hastalik ilk defa 1950'li
yillarda Amerika'nin Idaho eyaletinin Hagerman vadisindeki gokkusagi alabalig
ciftliklerinde yiiksek mortalite ile seyreden septisemik bir hastalik olarak rapor edilmis
ve 1966 yilinda Ross ve ark., tarafindan tam olarak tanimlanmistir (Horne ve Barnes,
1999). Hastalik etkeni Ewing ve ark. (1978), tarafindan ilk izolasyonu yapan Rucker'e
ithafen Y. ruckeri olarak isimlendirmislerdir.

Hastalik baslica salmonid baliklarda goriilmesine ragmen diger balik tiirlerini
de etkilemektedir (Horne ve Barnes, 1999). Giiniimiizde olduk¢a yaygin bir dagilima
sahip olan hastalik Kuzey Amerika, Avustralya, Giliney Afrika ve Avrupa’da
goriilmiistiir (Tobback ve ark., 2007). Tiirkiye'de ise Y. ruckeri ilk defa Izmir'de
gokkusag alabalik yetistiriciligi yapilan bir igletmeden 1990 yilinda Cagirgan ve
Yiireklitiirk tarafindan izole edilmistir (Cagirgan ve Yiireklittirk, 1991).

Y. ruckeri’nin konakg1 aralig1 sadece baliklar ile simirl degildir. Etkenin ayni
zamanda misk faresi (Ondatra zibethicus), kerkenez (Falco spp.), deniz martilar
(Laridae), kaplumbagalar (Cheloniidae) ve insanlardan izole edildigine dair bildirimler
bulunmaktadir (Farmer ve ark., 1985; Willumsen, 1989; Tobback ve ark., 2007). Bu
gibi ¢ok sayida rapor, Y. ruckeri’nin genis bir konakc¢1 araligina ve cografi dagilima
sahip oldugunu ve hem epizootilere hem de zoonoz hastaliklara neden olabilecegini

gostermektedir (Kumar ve ark., 2015).

2.1. Etiyoloji

Enterobacteriaceae familyasi igerisinde yer alan Yersinia genusuna mensup
tiirler, Gram-negatif, cubuk seklinde, fakiiltatif anaerobik bir 6zellik gostermekte olup,
insanlar, baliklar dahil olmak iizere bircok omurgali hayvanda hastaliga neden
olmaktadir (Kumar ve ark., 2015). Y. ruckeri 1950’lerde Amerika Birlesik Devletleri
Idaho, Hagerman vadisinde gdkkusag: alabaliklarindan tanimlanmistir (Ross ve ark.,
1966).

Y. ruckeri’nin serotip, biyotip ve dig membran protein tipine gore farkli suslar

bildirilmis ve kategorilendirilmistir. En yaygin olarak Davies (1990) tarafindan



bildirilen metot kullanilmaktadir. Buna gore spesifik antiserum ile O antijeni
reaksiyonuna dayanilarak O1, 02, O5, O6 ve O7 olmak iizere 5 farkli serotipi
tanimlanmistir. Ilerleyen dénemde 1993 yilinda tiplendirme semalar1 giincellenmis ve
tiirler farkl alt gruplari iceren dort serotipe ayrilmistir. Serotip O1, Ola (serovar 1) ve
O1b (serovar III) olmak tizere iki alt gruba, serotip O2 (serovar II) O2a, O2b ve O2c
olmak iizere {i¢ alt gruba ayrilmistir. Diger serotipler serotip O3 (serovar V) ve serotip
04 (serovar VI) olarak tanimlanmistir. Salmonidlerdeki epizootiklerin biiyiik
cogunluguna hareketli serotip olan Ola neden oldugu bildirilmistir (Romalde ve
Toranzo, 1993). Ancak son yillarda Avrupa ve Amerika’da daha 6nce asilanmis olan
salmonidlerdeki hastalik raporlarinin sayisi artmig ve bu salginlarin bir kisminin
hareketsiz Y. ruckeri izolatlarindan kaynaklandigi belirlenmistir (Fouz ve ark., 2006;
Arias ve ark., 2007).

Ayrica Y. ruckeri suslarinin hareket ve lipaz salgilama yetenegine gore farkli
bir simiflandirma daha yapilmigtir. Bu iki 6zellige dayanilarak suslar iki biyotipe
ayrilmistir. Biyotip 1 igerisinde yer alan suslar hareket ve lipaz sekresyonu yoniinden
pozitif iken, biyotip 2 igerisinde yer alan suslar negatiftir. Y. ruckeri, biyokimyasal
olarak glikoz-fermentatif, katalaz pozitif, nitrat-rediiktif, oksidaz-negatif, f-
galaktosidaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz pozitif, hidrojen siilfiir (H>S) ve indol
negatiftir (Horne ve Barnes, 1999; Tobback ve ark., 2007). Bununla birlikte Y. ruckeri
22 °C'de inkube edildiginde metil red, sitrat kullanim1 pozitif, sitokrom oksidaz ve iireaz
negatiftir (Bercovier ve Mollaret, 1984). Genel olarak Y. ruckeri’nin biyokimyasal
ozellikleri Tablo 1’de verilmistir.

Y. ruckeri izolatlarinin genetik yapist ve varyasyonlar, multilokus enzim
elektroforezi, pulsed field jel elektroforezi (PFGE), yag asidi metil ester profilleri,
ribotiplendirme gibi molekiiler teknikler kullanilarak arastirilmistir. Tim  bu
aragtirmalar Y. ruckeri Ola suslarinin yiliksek diizeyde genetik homojeniteye sahip
oldugunu gostermistir (Schill ve ark., 1984; Huang ve ark., 2013). 16S rRNA dizi
analizi, Enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR, (GTG)5-PCR ve
Western blot analizlerinin kullanildig1 calismalarda ise biyotip 1 ve biyotip 2 suslar
arasinda genetik ve antijenik farkliliklarin bulundugu ortaya konulmustur (Arias ve ark.,

2007; Tinsley ve ark., 2011).



Tablo 1. Y. ruckeri’nin biyokimyasal dzellikleri (Horne ve Barnes, 1999’dan).

Ozellik Reaksiyonlar Enzimatik Ozellik Reaksiyonlar
Adonitol - Eskulinaz -
Arabinoz - Arjinin Dehidrolaz +(%59);+d(%41)
Sellobiyoz - Beta-Galaktosidaz +
Dulsitol - Kazeinaz +(%51)
Eritritol - Katalaz +

Eskulin - Kitinaz -
Galaktoz - Kondroitin Siilfataz -

Glukoz + Sitokrom Oksidaz -

Gliserol +(%70);+d(%]15) Deoksiriboniikleaz -

Inositol - Elastinaz -

Laktoz - Fibrinolaz -

Maltoz + Jelatinaz +(%52);+d(%41);-(%06)
Mannitol + Hyaluronidaz -
Mannoz +(%97) Lesitinaz +(%381)
Melibiyoz - Lipaz: Tween 20 +
Metil Red +(%79) Tween 40 +

Mucate - Tween 60 +

Rafinoz - Tween 80 +(%86)
Ramnoz - Tween 85 +(%74)

Salisin - Lizin Dekarboksilaz +(%88)

Sorbitol +(%25);+d(%75) Ornitin Dekarboksilaz +

Nisasta - Pektinaz -

Sukroz - Fenilalanin Deaminaz -
Trehaloz +(%97) Fosfataz -

Ksiloz - Riboniikleaz -
Tributyrinase -
Sitrat Kullanimi +(%3);+d(94);-(%3) Ureaz -
KCN'de Biiyiime +(%24)
Hemoliz +
H,S Uretimi -
Indol Uretimi -
Motilite +(%82)

Nitrat Indirgeme

Nitrit indirgeme

+H(%85):+d(%12):-(%3)

+: pozitif reaksiyon, d: degisken reaksiyon, -: negatif reaksiyon

2.2. Klinik Tablo

Gokkusag alabaliklarinda enterik kirmizi agiz hastaliginin ¢ogunlukla 7-10 cm
biiyiikliigiindeki baliklar1 etkiledigi belirtilmektedir. Hastalik yash ve biiyiik baliklarda
daha ¢ok kronik formda ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin en siddetli seyrettigi su sicakligi



15-18 °C'dir. 10 °C'nin altinda hastaligin géziikmedigi bildirilmektedir (Busch, 1982;
Austin ve Austin, 1987; Horne ve Barnes, 1999). Hastalik salginlar1 diisiik seviyeli
Oliimlerle baslamakta zamanla bu Oliimler devam ederek sonugta kiimiilatif olarak
yiiksek kayiplara (mortalite) neden olmaktadir (Horne ve Barnes, 1999; Tobback ve
ark., 2007).

Hastalik akut, subakut ve kronik formlarda seyretmektedir. Akut form daha ¢ok
su sicakliginin aniden yiikseldigi ilkbahar doneminde ve geng baliklarda goriilmektedir.
Hastalik aniden c¢ikmakla beraber, bazi vakalarda agizda, yiizgeclerin tabaninda,
operkulumlarda ve aniis etrafinda eritem goriildiigi bildirilmektedir (Horne ve Barnes,
1999). Deride ve viicudun degisik kisimlarinda hemorajiler gériilebilmektedir. I¢
organlarda, peritonda, viicut yaginda, gonadlarda ve mezenteriumlarda eritem ve
petesiyel hemorajilere de rastlanilmaktadir. Intestinal organlar genellikle eritemiktir ve
kanli bir mukusla doludur. Dalak ve bobrek siskindir. Karaciger soluk renktedir.
Kaslarda petesiler goriilebilir (Rucker, 1966, Austin ve Austin, 1987; Bullock ve
Cipriano, 1990).

Subakut vakalar da akut vakalara benzerlik gosterir, ama hastalik belirtileri
daha siddetlidir. Ayrica tek veya ¢ift tarafli ekzoftalmus goriilebilir. Bobrek ve dalak
daha siskindir ve genel eritem goriilebilmektedir (Post, 1987).

Kronik vakalar akut veya subakut vakalardan daha farklidir. Hasta baliklarda
kismi veya tam korliik sekillenebilmektedir. Derinin rengi iyice koyulagmistir. Hasta
baliklar su ylizeyinde halsiz (letarjik) ve diizensiz bir sekilde ylizerler. Bazilarinda
abdomen gergin ve siskinken, bazilarinda igine ¢ekik olabilir. Yiizgeclerin tabaninda,
agizda ve operkulumlarda eritem goriilebilir. Visera etrafinda serdz sivi birikimi ve
genel eritem olabilmekte fakat hemoraji goriilmemektedir. Bobrekler siskin ve dalak
bliylimiistiir. Karaciger genellikle soluk renktedir (Busch, 1982; Austin ve Austin, 1987;
Post, 1987).

2.3. Bulasma

Y. ruckeri enfeksiyonlar1 enfekte ve enfekte olmayan baliklar arasinda
dogrudan temas yoluyla bulagabilir. Y. ruckeri enfeksiyonlarda tasiyict durumda olan
baliklar 6nem tasimaktadir. SOyleki tastyici baliklar stres altinda kaldiginda enfeksiyonu
yayabilmektedirler. Ornegin, tasiyict baliklarm yasadig1 ortamdaki su sicakligi 25 °C'ye
yiikseltildiginde klinik olarak saglikli baliklara Y. ruckeri aktardigi gézlemlenmistir.



Ancak stres altinda olmayan tasiyicit baliklardan higbir aktarim gerceklesmemistir.
Bakterinin digkiyla sagilmasi bulagsmada onemli bir rol oynamaktadir ve Y. ruckeri
konakg¢1 disinda en az 4 ay yasayabilmektedir (Tobback ve ark., 2007; Kumar ve ark.,
2015). Yapilan bir calismada Gokkusagi alabaliklarinda Y. ruckeri enfeksiyonundan 45
giin sonra dahi populasyonun % 25’inin, bagirsagmin son bdliimiinde herhangi bir
klinik tablo goriilmeden etkeni tasidigi belirlenmistir (Busch ve Lingg, 1975).

Akuatik ortamlardaki sediment ve havuz, tank vb yiizeylerdeki bakterilerin
hayatta kalmasinda en 6nemli etmen biyofilm formasyonudur (Kumar ve ark., 2015).
Coquet ve ark., (2002), balik isletmelerinde kullanilan tanklarda siklikla bulunan kati
destekler lizerinde biyofilm olusturabilen bir Y. ruckeri susu izole etmislerdir. Ayrica Y.
ruckerimin yayilmasi su omurgasizlari ve kuslar1 igerisine alan olas1 vektorler ile

iliskilendirilmektedir (Kumar ve ark., 2015).

2.4. Teshis

Hastaligin tanisinda klinik belirtiler, bakteriyel izolasyon-identifikasyon ve
histopatolojik bulgular 6nemlidir (Busch, 1982; Austin ve Austin, 1987). Gram negatif
bakterilerin neden oldugu septisemilere benzerlik gostermesi nedeniyle klinik belirtiler
ve otopsi bulgularina bakilarak hastaligin kesin teshisi yapilamamaktadir. Klinik ve
patolojik bulgular 6nem tagimakla beraber kesin tani i¢in hastalikli organlardan etken
izolasyonu ve identifikasyonu yapilmalidir.

Y. ruckeri rutin bakteriyolojik besiyerlerinin ¢ogunda ftrer. Bakteriyolojik
ekimler icin genellikle Tryptic Soy Agar, Nutrient Agar, Walltman&Shotts, Rimler-
Shotts Agar, Brain Heart Infusion Agar kullanilmaktadir (Walltman ve Shotts, 1984;
Rodgers, 1992). 20-25 °C'de 24-48 saat inkubasyondan sonra gozle goriilebilen
koloniler olugsmaktadir (Horne ve Barnes, 1999). Etken identifikasyonu amaciyla
stipheli kolonilerden aliman bakteriler biyokimyasal testlere tabi tutulur. Y. ruckeri
suslart genel olarak biyokimyasal reaksiyonlarda homojen karakter gosterirler. Ama
metil red, voges-proskauer, lizin dekarboksilaz, arjinin hidrolaz ve laktoz fermentasyon
testlerinde suglar farklilik gosterebilmektedirler (Austin ve ark., 1982; Green ve Austin,
1983).

Hastaligin, genelde akut formda yiliksek mortalite ve morbidite oraniyla
seyretmesi hastaliktan kaynaklanan ekonomik kayiplari arttirmakta, bu nedenle teshiste

hizli ve spesifik metotlarin kullanilma gerekliligini arttirmaktadir. PCR metodu



geleneksel mikrobiyolojik metotlara alternatif olarak oldukca genis bir kullanim alani
sunmaktadir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada Gibello ve ark. (1999), Y. ruckeri susu ile
deneysel olarak enfekte edilmis ya da dogal olarak enfekte olmus, alabaliklarda etkenin
PZR yontemi ile identifikasyonunun daha giivenli olacagini ve klasik kiiltiir metotlarina
nazaran daha kisa siirede sonug¢ verecegini bildirmislerdir. Lejeune ve Rurangirwa
(2000) ile Altinok ve ark. (2001) da Y. ruckeri’nin teshisi i¢in PCR denemeleri yapan

diger arastiricilar olarak literatiire girmislerdir.

2.5. Kontrol ve Tedavi

Genel olarak hastaligin 6nlenmesi ve kontrolii iyi idare veya yoOnetim
uygulamalari ve agilama ile saglanmaktadir. Klinik yersinyozis hastalig stres ile iliskili
bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle hastaligin hali hazirda bulundugu
bolgelerde, hastalifin siddetinin, stresin azaltilmasi, su kalitesinin kontrol edilmesi,
uygun beslenme ve iyi saglik uygulamalarinin siirdiiriilmesi ile azaltilabilecegi
bildirilmektedir. Bununla birlikte hastaligin Onlenmesi i¢in etkeni bulundurmayan
stoklarin alinmasi, stoklarin asilanmasi ve/veya agilanmis stoklarin alinmasi ve yiiksek

riskli donemlerde yemlemenin azaltilmasi 6nerilmektedir (Furones ve ark., 1993).
Baliklarda bakteriyel patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarda ¢ogu zaman
enfeksiyon sonrasi tedavi, antibiyotik kullanimmma dayanmaktadir. Yersiniozis’in
tedavisinde de oksolonik asit (10 giin boyunca giinliik 10 mg/kg) ve oksitetrasiklin (10
giin boyunca giinlik 50-75 mg/kg) gibi antibakteriyellerin kullanilabilecegi
bildirilmistir (Furones ve ark., 1993). Y. ruckeri, ¢esitli antibiyotiklere duyarli olmasina
ragmen, bir¢ok antimikrobiyal bilesige karsi diren¢ kazandigi caligmalar ile ortaya
konulmustur. Ulkemizde yapilan galismalarda Y. ruckeri izolatlarinin antibiyotiklere
kars1 degisken oranda diren¢ kazandigi ortaya konulmustur (Kirkan ve ark. 2000; Aksit
ve Kum, 2008; Akayli ve ark. 2013). Altun ve ark. (2013) tarafindan, gokkusagi
alabaligi kokenli Y. ruckeri izolatlarinin Tiirkiye’de baliklarda kullanim igin
ruhsatlanmis antibiyotiklerden olan florfenikol, oksitetrasiklin ve trimetoprim-
sulfamethoxazole karsi diren¢ gelistirmis olduklarini bildirmislerdir. Benzer sekilde
Balta ve ark. (2016), yersiniozis vakalarinda en sik kullanilan antibiyotiklerden
oksitetrasiklin’e kars1 % 62,8 ve trimetoprim+sulfametoksazol’a kars1 % 14,9 direng
sekillendigini tespit etmistir. Son yillarda Y. ruckeri izolatlarinda antimikrobiyal

direncin yayilimda rol oynayan antibiyotik diren¢ genlerinin varligini belirlemeye



yonelik ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda etkenin tetA, tetrB (Balta ve ark., 2010),
sulll (Tire ve Alp, 2016), sull, tetC, tetE, tetD, ve floR direng genlerini tagidigi
bildirilmistir (Duman ve ark., 2017).

Antibiyotik direng gelisimi ile ilgili kaygilar etkenin kontroliinde alternatif
metotlar {izerinde c¢alisilmasina neden olmustur. Bu amagla 6zellikle probiyotik bakteri
ve immunostimulan kullanimi 6nem kazanmistir (Tobback ve ark., 2007; Kumar ve

ark., 2005).

2.6. Bakterilerde Tiplendirme

Bakteriler arasindaki klonal iligkinin ortaya konulmasiyla epidemik izolatlar,
sporadik veya endemik olanlardan ayrilmakta, salginla iliskili suslar belirlemekte;
salginin kapsami, kaynak ve rezervuari hakkinda bilgiler edinilebilmektedir (Durmaz,
2008).

Teorik olarak fenotipik ve genotipik olarak iki ayri tiplendirme sistemi
bulunmaktadir. Fenotipik tiplendirmede kullanilan ¢esitli kiiltlir medyumlarindaki
koloni morfolojisi, biyokimyasal testler, seroloji, toksin duyarliligi, patojenite ve
antibiyotik duyarlilig1 gibi 6zellikler yakindan iliskili suslar arasinda ayrim yapmak i¢in
yeterince cesitlilik saglamamaktadirlar. Son zamanlarda, genetik yapisina gore
bakteriyel suslarin ayirt edilmesi olarak bilinen genotiplendirme, yliksek ayrim giicii
nedeniyle bakteriyel suslarin genotiplendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir
susun belirli bir genotiplendirme yontemiyle elde edilen genetik profili, parmak izi
kadar benzersiz olabilir. Bu nedenle, genotiplendirme ayni zamanda DNA parmak izi
olarak adlandirilmaktadir (Li ve ark., 2009).

Mevcut bakteriyel tiplendirme metotlari; DNA bant modeli, DNA dizi analizi
ve DNA hibridizasyon temelli metotlar olmak iizere ii¢ ana kategori altinda
siniflandirilabilir. Bu kategorilerden birincisi DNA bant modeline dayanan
genotiplendirme metotlaridir. Bu metotlarin esasin1 genomik DNA'nin amplifikasyonu
ile veya restriksiyon enzimleri ile DNA'nin kesilmesiyle iiretilen DNA bantlarinin
(fragmanlar1) boyutlarindaki farkliliklara gore incelenen suslarin ayirt edilmesi
olusturur. PFGE ve restriction fragment length polymorphism (RFLP) analizi
restriksiyon enzimleri ile kesim esasina dayanan tiplendirme yontemlerdir. Arbitrarily
primed PCR (AP-PCR), repetitive extragenic palindromic PCR (REP-PCR), multiple-
locus variable number tandem repeat analizi (MLVA/VNTR) ise DNA’nin



amplifikasyonuna dayali tiplendirme yontemleri igerisinde yer almaktadir (Li ve ark.,
2009).

Ikinci kategoride DNA dizileme tabanli genotipleme ydntemleri
bulunmaktadir. Bu yontemler, hedef boélgenin orijinal niikleotid dizisini iiretir ve
bakteriyel suslar arasindaki ayrimi1 dogrudan DNA'larindaki polimorfizmlerinden yapar.
Bu yontemlerin baslicalar1 gen sekans analizi, multi locus sekans analizi (MLST) ve
genom sekansi’dir (Li ve ark., 2009).

Uciincii kategoride DNA hibridizasyon temelli yontemler yeralmaktadir. Bu
yontemler ¢ogunlukla DNA macroarray ve microarray ¢aligmalar1 olarak adlandirilirlar.
Bu teknikte, bakteriyel suslar, DNA'larinin bilinen dizilere ait problar ile hibridizasyon
analizi sonucu ayirt edilirler. Genom dizilemesi disinda, genotipleme yontemlerinin
ayirim yetenegi tiire baghdir (Li ve ark., 2009).

Calismalarda uygun genotipleme yonteminin secilmesi ¢aligilan hedefe ve
metodun tiplendirebilirligine, tekrarlanabilirligine, maliyetine, uygulama kolayligina,
yorumlanmasina ve sonuglarin elde edilme zamani gibi ¢esitli degiskenlere bagl olarak
degismektedir. Ek olarak, 6zellikle yeni genotipleme yontemlerini degerlendirirken,
bakteriyel genotipleme sonuglari her zaman klinik ve epidemiyolojik veriler 1s18inda

analiz edilmelidir (Li ve ark., 2009).

2.6.1. DNA Amplifikasyonuna Dayanan Tiplendirme Metotlar:

DNA’nin amplifikasyonuna dayali tiplendirme yontemlerinde; rastgele
se¢ilmis veya ¢ogunlukla kromozom iizerindeki ¢ok sayida tekrarlayan dizilimleri hedef
alan primerler kullanilarak tekrar dizilimlerin aralarinda kalan DNA pargalarinin
cogaltilmas: saptanmaktadir. Her susa ait cogaltilmis DNA parcalarinin sayi ve
bliyliklik farkliliklar1 elektroforez yardimiyla gosterilerek, suslar arasindaki yakinlik
derecesi ortaya konulmaktadir. Bu yontemlerin farkli mikroorganizma gruplarina
uygulanabilirliginin oldukca yiiksek oldugu, kisa siirede sonug¢ verdigi ve ekonomik
olarak uygun olduklar1 bildirilmektedir. Bununla birlikte elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesinde standart kriterlerin olmamasi bu yontemlerin kullanimini etkileyen
onemli bir faktordiir. ERIC-PCR, REP-PCR, random amplified polymorphic DNA
(RAPD), AP-PCR, BOX-PCR ve MLVA/VNTR genotiplendirmede kullanilan baslica
DNA amplifikasyonuna dayanan yontemlerdir (Durmaz, 2008).



AP-PCR, bilinmeyen genomik bdlgelerin rasgele primerler kullanilarak
amplifiye edilmesine dayanan PCR’in klasik bir varyasyonudur (Li ve ark., 2009).
RAPD yontemi rastgele bir DNA segmentinin rastlantisal olarak secilmis bir niikleotid
sekans1 ile PCR ile amplifiye edilmesine dayanmaktadir (Fidanboylu, 2010). Bu
nedenle AP-PCR ayni zamanda RAPD-PCR olarak da adlandirilmaktadir (Li ve ark.,
2009). RAPD uygulamasinda 9-10 baz uzunlugunda kisa rastgele niikleotid diziler
(primer) kullanilmaktadir. Bu primerler diisilk annealing sicakliginda kromozomal
DNA’ya hibridize olarak bakteriyel genom iizerindeki bdlgelerin en azindan
amplifikasyonu baglatmak i¢in kullanilabilirler. Bu rastgele primer bolgelerinin sayisi
ve konumu bakteriyel bir tiiriin farkli suslarina gore degisiklik gostermektedir. Bu
nedenle, amplifikasyon iriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile ayrilmasindan sonra
bakteriyel bir sus i¢in karakteristik olan bir bant modeli elde edilir (Olive ve Bean,
1999).

Bu yontemler ile elde edilen sonuglar secilen primerlere ve amplifikasyon
kosullarina gore degismekte, laboratuvar i¢i veya laboratuvarlar arasi tekrarlanabilirlik
oranlarinda farkliliklar goriilmektedir. Dolayisiyla bu yontemlerin en biiylik dezavantaji
heniiz standardizasyonun saglanamamis olmasidir. Bu sorunlarin giderilmesi igin test
protokoliiniin DNA ekstraksiyonundan bagslayarak sabit tutulmasi gerekmektedir.
Laboratuvarlar arast standardizasyonu saglamak icin, M13 olarak bilinen iiniversal
primer’in kullanilmasi 6nerilmektedir (Durmaz, 2008). Bununla birlikte kullanima hazir
RAPD analiz boncuklarmin (Ready-To-Go RAPD analysis beads) RAPD analizinde
standardizasyon ve optimizasyonun saglanmasinda yararli olabilecegi bildirilmektedir
(Li ve ark., 2009)

Bakteriyel genomlar igerisinde dogal olarak bulunan bir dizi tekrarlanan DNA
sekans1 bulunmaktadir. Bu sekanslar genom iizerinde ¢ok sayida kopya halinde dagilmis
bir sekilde yerlesmistir. Bu daginik tekrarlanan DNA elementlerinin fonksiyonlar1 hala
bilinmemekle birlikte, bunlarin varligi bakterilerin DNA parmak izlerinin ortaya
konulmasi i¢in kullanigh parametrelerdir (Li ve ark., 2009). Bu metotlarda kullanilan
primerler tekrarlanan DNA dizilimlerinin komplementeridir ve bu primerler
kullanilarak, tekrarlar arasinda kalan DNA parcalarinin amlifikasyonu yapilmaktadir.
Tekrarlanan elementlerinin say1 ve yerlesimindeki farkliliklar, bakteriyel tiire 6zgii bant

profilini olusturmaktadir. Tekrarlanan dizilimlerin dért grubu tanimlanmistir. Bunlar:
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REP dizilimler, ERIC dizilimler, BOX dizilimler ve politriniikkleotid (GTG)S
dizilimlerdir. Bu tekrarlayan dizilimlere dayali bes ayr1 (REP-PCR, ERICI-PCR,
ERIC2-PCR, BOX-PCR ve (GTG)5-PCR) rep-PCR uygulamasi vardir ve bu yontemler
degisik bakteri gruplarinin tiplendirilmesinde kullanilmaktadir (Durmaz, 2008). Bu
tekrarlayan dizilimler igerisinde REP ve ERIC sekanslari tiplendirmede en yaygin
kullanilan dizilimlerdir. BOX elementlerinin REP ve ERIC dizilimleri ile sekans iliskisi
bulunmamaktadir (Olive ve Bean, 1999).

MLVA analizi, kromozom {izerindeki tekrarlanan DNA’nin birgok bolgesinde
gozlenen kalitsal degisimlerin gosterilmesi esasina dayanir. Cok sayida lokus analiz
edildiginde, her lokustaki tekrar birimlerinin sayisma gore tiplendirilen sus igin
rakamsal bir formiil olusturulmaktadir. Bu yontemin dezavantajlari; dizi analiz sistemi
veya fragment analizore gereksinim duymasi, tekrarlanan DNA’daki degisimlerin
epidemiyolojik verilerle uyumsuzluga yol acabilecek derecede hizli olabilmesidir

(Durmaz, 2008).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Calismada Tirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis olan 18 adet
Gokkusagr alabalig1 kokenli Y. ruckeri saha izolati kullanildi (Tablo 2). Calismadan
once gliserinli buyyon (%15) igerisinde -20 °C'de saklanan izolatlar Trypticase soy

broth’a (Merck, Almanya) pasajlanarak 25 °C'de 24 saat inkiibe edilerek canlandirildi.

Tablo 2. Caligmada kullanilan Y.ruckeri saha izolatlari, izolasyon yerleri ve tarihi

No Izolatlar Izolasyon Yeri Izolasyon Yih
1 Dersu BD Antalya Akdeniz 2017
2 Asag1 Gokdere BD Isparta Akdeniz 2015
3 15 SA Isparta Akdeniz ?

4 17 SA Isparta Akdeniz 1998
5 27 SA Bolu Karadeniz 1997
6 Y1 EO Samsun Karadeniz 2007
7 Y2 EO Samsun Karadeniz 2007
8 Y3 EO Samsun Karadeniz 2007
9 Y4 EO Samsun Karadeniz 2007
10 YK BD [zmir Ege 2015
11 18/1 SA Denizli Ege 1991
12 18/2 SA Denizli Ege 1995
13 28 SA Manisa Ege 1998
14 35 SA Denizli Ege 1996
15 35/1 SA Denizli Ege 1996
16 36 SA Yalova Marmara 1998
17 5 SA Adapazarn Marmara 1996
18 6 SA Kirikkale I¢c Anadolu 1997
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3.2. Metot

3.2.1. izolatlarin DNA Ekstraksiyonu:

Izolatlarm DNA ekstraksiyonlar: prensibi spin kolon ile filtrasyon esasina
dayanan ticari DNA ekstraksiyon kiti (Invitrogen, Kanada) kullanilarak yapildi. Buna
gore izolatlarm bir gecelik subkiiltiirlerinden 1 ml alindi (yaklasik 2X10° hiicre) ve
hiicreler santrifiij edilerek toplandi. Elde edilen pelet 180 pl PureLink® Genomik
Digestion Buffer icerisinde siispanse edildi ve iizerine 20 ul proteinaz K eklendi.
Siispansiyon homojen hale gelinceye kadar vorteks ile karistirildi. Karigim hiicreler lize
oluncaya kadar 55 °C’de 30 dk siire ile su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonra {izerine
20 ul RNase A eklendi ve vortekslenerek 2 dk oda 1sisinda bekletildi. Inkiibasyon
sonrasinda 200 pl PureLink® Genomik Lysis/Binding buffer eklenerek homejen bir hale
gelinceye kadar vortekslendi. Elde edilen karigimin iizerine 200 pul % 96-100’liik etanol
eklendi ve yaklasik 10 sn homojen bir soliisyon elde edilinceye kadar vortekslendi.
Hazirlanmis olan lizat PureLink® Spin kolonu icerisine aktarildi ve 10000xg’de 1 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi altta yer alan koleksiyon tiipleri atildi ve spin
kolonlarina yeni koleksiyon tiipleri takildi. Sonrasinda kolon iizerine 500 pl yikama
tamponu 1 eklendi. Kolon 10000xg’de 1 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
alttaki kolon tekrar atildi ve yeni koleksiyon tiipii takildi ve kolon’a 500 ul yikama
tamponu 2 eklendi. Kolon 15000xg’de 3 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
alttaki kolon atildi ve DNase-RNase icermeyen mikrotiip iizerine konulan koleksiyon
tiiptine 100 pl eliisyon buffer eklendi. Kolon 2 dk siire ile oda 1si1sinda inkiibe edildikten
sonra 8000xg’de 1 dk siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen DNA’larin
konsantrasyonlart Nanodrop (Thermo) ile 260 nm’de o6lgiildii. Izolatlara ait DNA
konsantrasyonlar1 genotiplendirme c¢aligmalarinda kullanilmak iizere 15 ng/ul olacak
sekilde ayarlandi. Sonrasinda DNA’lar PCR c¢alismalarinda hedef DNA olarak

kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

3.2.2. Izolatlar Aras1 Genetik iliskinin Belirlenmesi:

Izolatlar arasindaki genetik iliskinin belirlenmesinde 3 farkli PCR tabanli DNA
fingerprinting teknigi kullanildi. Bu metotlarda kullanilan primerlerin Y. ruckeri
izolatlarinin genotiplendirilmesinde kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaciyla

oncelikle rastgele 7 izolat secildi ve asagida bildirilen primerler ile reproducible
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(iiretken) bant verip vermedikleri belirlendi. Uretken bant elde edilemeyen primerler
calismadan c¢ikartildi. Bu asamada segilen primer ve/veya primerler diger izolatlarin
genotiplendirilmesinde kullanildi. Her bir genotiplendirme metodunda PCR master
mix’in olusturulmasinda igeriginde 0,05 U/ul Taq DNA polymerase, reaction buffer, 4
mM MgCl,, 0,4 mM her bir ANTP (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP) bulunan 2xPCR
master mix’i (Thermo) kullanildi. Boylece herbir teknik i¢in tiim degiskenler sabitlendi.
Her bir fingerprinting teknigi i¢in 60 ng template DNA, 8 pmol primer (2 ul), 12,5 ul
2xPCR master mix ve distile sudan olusan toplam 25 pl PCR reaksiyon karigimi
hazirlandi. Sonraki amplifikasyon asamalar1 ise arastirmacilar tarafindan bildirilen
kosullarin veya modifikasyonlar1 kullanilarak gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasi
elde edilen iiriinler etidium bromid (2pug/ml) igeren %1,5’luk agaroz jel elektroforezi
sonrasinda Jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi.

Olusan bant paternlerinin dendogramlart UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages) ile, CHEF-DR® III, Quantity One® yazilim1 (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA) kullanilarak ¢izildi. Analizlerin tekrarlanabilirliginin
belirlenmesi amaciyla rastgele 7 izolat secildi ve analizler arka arkaya 3 kez tekrarlandi.
Izolatlar arasindaki genetik yakinlik % 90 benzerlik katsayisina gore hesaplandi.

Y.ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesinde kullanilan PCR tabanli DNA

fingerprinting teknikleri ve bu tekniklerde kullanilan primerler asagida verildi.

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PCR: Bu metotda random
primer olarak M13 (GAG GGT GGC GGT TCT), P5 (AAC GCG CAA C) ve P6 (CCC
GTC AGC A) primerleri kullanildi (Grundmann ve ark., 1997: Mancuso ve ark., 2007).

MI13 primerinin kullanildigt RAPD-PCR’da olusturulan PCR master mix’i
94°C*de 5 dk 6n denatiirasyon ve sonrasinda 94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 50°C‘de 1 dk
primer baglanma, 72°C‘de 2dk uzama olmak {izere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk son
uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.

P5 ve P6 primerinin kullanildigt RAPD-PCR’da olusturulan PCR master mix’i
95°C*de 5 dk 6n denatiirasyon ve sonrasinda 95°C‘de 1 dk denatiirasyon, 35°C‘de 1 dk
primer baglanma, 72°C‘de 2dk uzama olmak {izere 30 siklus ve 72°C‘de 10 dk son

uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.
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Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC)-PCR: Bu metoda
ERIC2 (AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G) primeri kullanild1 (Versalovic ve
ark., 1991). ERIC2 primerinin kullanildigi ERIC-PCR’da olusturulan PCR master mix’i
95°C*de 7 dk 6n denatiirasyon ve sonrasinda 94°C‘de 1 dk denatiirasyon, 52°C‘de 1 dk
primer baglanma, 65°C‘de 8 dk uzama olmak tizere 30 siklus ve 65°C‘de 16 dk son

uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.

(GTG)5-PCR: Bu metoda GTGS (5’-GTG GTG GTG GTG GTG-3’) primeri
kullanildi (Huang ve ark., 2013). (GTG)S primerinin kullanildigi (GTG)5-PCR’da
olusturulan PCR master mix’i 95°C*de 7 dk 6n denatiirasyon ve sonrasinda 94°C‘de 1
dk denatiirasyon, 52°C‘de 1 dk primer baglanma, 65°C‘de 8 dk uzama olmak iizere 30

siklus ve 65°C“de 16 dk son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.
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4. BULGULAR

4.1. izolatlarin DNA Ekstraksiyonu:

Calismada kullanilan izolatlardan ticari DNA ekstraksiyon kiti ile elde edilen
DNA’larin konsantrasyonu Nanodrop (Thermo Scientific) ile olgiildii. Elde edilen
bulgular Tablo 3’de sunuldu.

Tablo 3. Caligmada kullanilan izolatlardan elde edilen DNA’larin konsantrasyonlari

No Izolatlar chjfsk;gtiigsoi;u Birim
1 Dersu BD 29,6 ng/pl
2 Asag1 Gokdere BD 72,1 ng/ul
3 15 SA 192,4 ng/ul
4 17 SA 238 ng/ul
5 27 SA 366,3 ng/ul
6 Y1 EO 71,8 ng/ul
7 Y2 EO 45,5 ng/ul
8 Y3 EO 251 ng/ul
9 Y4 EO 316,7 ng/ul
10 YK BD 85,4 ng/ul
11 18/1 SA 390 ng/ul
12 18/2 SA 339 ng/ul
13 28 SA 51,7 ng/pl
14 35 SA 183,1 ng/ul
15 35/1 SA 201,5 ng/ul
16 36 SA 256,8 ng/ul
17 5SA 177,7 ng/ul
18 6 SA 206,4 ng/ul

4.2. izolatlar Arasi Genetik Iliskinin Belirlenmesi:

Y. ruckeri izolatlar1 arasindaki genetik iliskinin belirlenmesinde PCR tabanli
DNA fingerprinting metotlarinda kullanilan primerlerin rastgele secilen 7 izolatinin
kullanildig1 6n denemede {iiretken bant paterni verdigi saptandi. Sonraki asamada ise

denemeler biitun izolatlar kullanilarak tekrar edildi.
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Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-PCR: Bu metotda M13, P5
ve P6 primerlerinin kullanilmasi ile izolatlarin sergiledikleri bant paternleri Sekil 1, 2 ve

3’de verildi.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

-—-—-————-B—-——-M—

L TR

Sekil 1. M13 primerinin kullanildigt RAPD-PCR analizinde elde edilen elektroforez goriintiisii. 1-18; Y.

ruckeri saha izolatlar1

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Sekil 2. P5 primerinin kullanildigt RAPD-PCR analizinde elde edilen elektroforez goriintiisii. 1-18; Y.

ruckeri saha izolatlar1
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Sekil 3. P6 primerinin kullanildigt RAPD-PCR analizinde elde edilen elektroforez goriintiisii. 1-18; Y.

ruckeri saha izolatlari

Y.ruckeri izolatlarinin M13 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore bir tekli
(unique) tip ve 3 kiime igerisinde olmak iizere toplam 4 farkli genotip (M1, M2, M3 ve
M4) igerisinde gruplandigi belirlendi. Bu genotiplerin sirasiyla 3, 5, 1 ve 9 izolat
icerdigi, M4 no’lu genotipin baskin genotip oldugu saptandi (Sekil 4). Testin ayrim
giicii (Discriminatory Power) 0.6797 olarak hesaplandi. Testin tekrarlanabilirligi % 100
olarak belirlendi.

Y.ruckeri izolatlarinin P5 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore bir tekli
(unique) tip ve 5 kiime igerisinde olmak iizere 6 genotip (P5a, P5b, P5c, P5d, P5e ve
P5f) igerisinde gruplandigi belirlendi. P5d no’lu genotipin igerdigi 6 izolat ile baskin
genotip oldugu saptandi (Sekil 5). Testin ayrim giicii 0.817 olarak hesaplandi. Testin
tekrarlanabilirligi % 100 olarak belirlendi.

Y.ruckeri izolatlarmin P6 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore bir tekli
(unique) tip ve 4 kiime igerisinde olmak iizere toplam 5 genotip (P6a, P6b, P6c, P6d ve
P6e) icerisinde gruplandigi belirlendi. P6e no’lu genotipin igerdigi 7 izolat ile baskin
genotip oldugu saptandi (Sekil 6). Testin ayrim giicli 0.7516 olarak hesaplandi. Testin
tekrarlanabilirligi % 100 olarak belirlendi.
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Sekil 4. Y. ruckeri izolatlarimin M13 primeri ile sergiledikleri RAPD bant profilleri ve genotiplerinin

filogenetik agacta gosterilmesi.
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Sekil 5. Y. ruckeri izolatlarinin PS5 primeri ile sergiledikleri RAPD bant profilleri ve genotiplerinin

filogenetik agacta gosterilmesi.
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Sekil 6. Y. ruckeri izolatlarinin P6 primeri ile sergiledikleri RAPD bant profilleri ve genotiplerinin

filogenetik agacta gosterilmesi.

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC)-PCR: Bu metotda
ERIC2 primerinin kullanilmasi ile izolatlarin sergiledikleri bant paternleri Sekil 7°de
verildi. Y. ruckeri izolatlarinin ERIC2 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore bes
tekli (unique) tip ve 4 kiime igerisinde olmak iizere toplam 9 genotip (E1, E2, E3, E4,
ES5, E6, E7, E8 ve E9) icerisinde gruplandig: belirlendi. E9 no’lu genotipin icerdigi 5
izolat ile baskin genotip oldugu saptandi (Sekil 8). Testin ayrim giicii 0.8824 olarak
hesaplandi. Testin tekrarlanabilirligi % 100 olarak belirlendi.
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Sekil 7. ERIC2 primerinin kullanildigi ERIC-PCR analizinde elde edilen elektroforez goriintiisii. 1-18; Y.

ruckeri saha izolatlari
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Sekil 8. Y. ruckeri izolatlarinin ERIC2 primeri ile sergiledikleri ERIC-PCR bant profilleri ve

genotiplerinin filogenetik agacta gdsterilmesi.
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(GTG)5-PCR: Bu metotda (GTG)5 primerinin kullanilmasi ile izolatlarin
sergiledikleri bant paternleri Sekil 9°da verildi. Y. ruckeri izolatlarinin (GTG)5 primeri
ile % 90 benzerlik katsayisina gore 2 genotip (G1 ve G2) igerisinde gruplandig
belirlendi. G2 no’lu genotipin igerdigi 16 izolat ile baskin genotip oldugu saptandi
(Sekil 10). Testin ayrim giicii 0.2092 olarak hesaplandi. Testin tekrarlanabilirligi % 100

olarak belirlendi.
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Sekil 9. (GTG)S5 primerinin kullanildig1 (GTG)5-PCR analizinde elde edilen elektroforez goriintiisii. 1-

18; Y. ruckeri saha izolatlar
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Sekil 10. Y. ruckeri izolatlarnin GTGS primeri ile sergiledikleri (GTG)S5-PCR bant profilleri ve

genotiplerinin filogenetik agacta gdsterilmesi.
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5. TARTISMA

Y. ruckeri, Yersiniozis veya “Enteric Red Mouth Disease-Enterik Kirmizi1 Agiz
Hastalig1” olarak bilinen, hem tatli su hem de deniz salmonidlerinde ciddi ekonomik
kayiplara neden olan 6nemli bakteriyel hastaliklardan biridir (Kumar ve ark., 2015).
Hastalik tilkemiz de kiiltiiri yaygin bir sekilde yapilan gokkusagi alabaliklarinda yaygin
olarak gériilmektedir (Oztiirk ve Altinok, 2014).

Farkli cografik yerleskelerden ya da balik tiirlerinden izole edilmis olan
bakteriyel patojenlerin karakterizasyonu igin, tiir i¢inde gilivenilir markirlar bulmak
amaciyla ¢ok ¢esitli tipleme yontemleri kullanilmistir. Onceleri izolatlarin biyokimyasal
ve serolojik test sonuglarini igceren fenotipik Ozelliklerine dayanilarak yapilan
tiplendirme calismalar1 (Davies ve Frerichs, 1989; Romalde ve ark., 1993), ilerleyen
yillarda yerini molekiiler yontemlerin 6n plana ¢iktig1 ¢caligmalara birakmistir. Fenotipik
metotlara oranla genotipik metotlar ile daha giivenilir sonuglar elde edilmesi bu
metotlarin kullanimini arttiran baslica faktor olarak degerlendirilebilir. Bununla birlikte
bu metotlarin en Onemli avantajlar1 standardize edildikleri zaman stabil karakter
gostermeleri, izolatlarin tiim farkli polimorfik 6zelliklerini ortaya koyabilmeleri yani
giiclii ayrim yetenegine sahip olmalari, benzer reagenler, aletler ve prosediirler
kullanilarak bakteri, viriis, mantar ve parazitler gibi oldukg¢a farkli mikroorganizma
tirleri i¢in kullanilabilmeleri, ucuz, hizli, basit ve duyarli yontemler olmalaridir
(Koksal, 1999).

Giliniimiize kadar Y. ruckeri izolatlarinin molekiiler olarak tiplendirilmesinde
RAPD-PCR, ERIC-PCR, (GTG)5-PCR, REP-PCR, MLST ve PFGE (Bastardo ve ark.,
2011a; Bastardo ve ark., 2012; Altun ve ark., 2013; Huang ve ark., 2013; Duman ve
ark., 2017) gibi yontemler kullanilmistir. Aragtirmacilar yapmis olduklar1 ¢aligmalarda
kullandiklar1 yontemlerin Y. ruckeri izolatlarin tiplendirilmesindeki kullanilabilirligini
ve metotlarin ayrim giiclerini tekli veya kombine olarak degerlendirmislerdir. Bu tez
caligmasinda da DNA amplifikasyonuna dayanan tiplendirme metotlarindan olan
RAPD-PCR, ERIC-PCR ve (GTG)5-PCR’in izolatlarin tiplendirilmesinde
kullanilabilirligi ve ayrim giicleri karsilastirilmali olarak ortaya konulmustur.

Tiirkiye’de Y. ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesinde arastirmacilarin
genellikle, ERIC-PCR metodunu ve bu metotta ERIC2 primerini kullandiklar
goriilmektedir. Onuk ve ark. (2011), 97 Y. ruckeri izolatinin ERIC2 primeri ile
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genotiplendirmisler ve % 75 benzerlik katsayisina gore izolatlar1 6 genotip igerisinde
smiflandirmuglardir. Izolatlarm % 59,8’inin baskin genotip igerisinde dagildigim
saptamislardir. Arastirmacilar genel olarak Tiirkiye’nin farkli bolgelerden elde edilen
izolatlarin biitiin genotipler igerisine dagildigin1 ortaya koymus ve bu durumun balik
transferinin yaygin olarak yapildiginin gostergesi oldugunu belirtmislerdir. Altun ve
ark. (2013), 15 Y. ruckeri saha izolati ve 2 referans susu inceledikleri ¢aligsmalarinda
ERIC2 primeri ile % 70 benzerlik katsayisina goére izolatlar1 2 ayr1 kiime icerisinde
gruplamis, kiimelerden birincisinin 2 genotip, ikincisinin ise 3 genotip icerdigini
saptamiglardir. Predominant genotip’in 5 izolat (% 29,4) igerdigi belirlenmistir. Ek
olarak izolatlarinin cografik orjinlerine gore herhangi bir genogrup igesinde
gruplanmadigini ortaya koymuslardir. Bu g¢alismada da benzer sekilde genotipler
arasinda izolatlarin cografik orjinlerine gore herhangi bir simiflandirma yapilamamaistir.
Duman ve ark. (2017), ise Tiirkiye kdkenli 136 Y. ruckeri izolatin1 ERIC2 primeri ile %
72 benzerlik katsayisina gore 4 genogruba ayirmiglar ve izolatlarin izolasyon yillarina
gore farkli genogruplara dahil olduklarini ortaya koymuslardir. Ege bolgesinden 2013
yilinda izole edilen izolatlarin diger izolatlara % 54 oraninda benzerlik gosterdigini, 124
adet izolatin % 90 oraninda benzerlik gosterdiklerini, yine 2013 ve 2014 yilinda elde
edilen izolatlarin biiyiik oranda heterojen yapida olduklarini, 2015 yilinda elde edilen
izolatlarin ise daha homojen bir yapiya sahip olduklarini ortaya koymuslardir.

ERIC-PCR’dan farkli olarak Tiirkiye’de RAPD-PCR metodunun kullanildigi
baska bir ¢alisma Ozer ve ark. (2008), tarafindan yapilmistir. Arastirmacilar Mersin
ilinden izole ettikleri 24 Y. ruckeri izolatint M13 primeri ile genotiplendirmislerdir.
Sonug olarak izolatlarmin tamaminin ayni genetik profile sahip olduklarmi ortaya
koymuslar ve bu metodun Y. ruckeri izolatlarinin genetik karakterizasyonunda oldukga
kullanilabilir oldugunu ve laboratuvar sartlarina kolayca adapte edilebilecegini
bildirmislerdir. Bu tez calismasinda benzer sekilde M13 primeri ile analiz edilen
izolatlarn 15’inin yiiksek diizeyde (% 88 ve iizeri) benzer oldugu belirlenmistir. Ug
izolatin ise (3, 5 ve 11 nolu) farkli bir kiimede yer aldig1 belirlenmistir.

RAPD-PCR’da P5 ve P6 primerleri kullanilarak Y. ruckeri izolatlarinin
genotiplendirildigi bir caligmaya rastlanilmamistir. Ancak farkli balik patojenlerinde bu
primerler kullanilarak izolatlar arast genetik iliskiler ortaya konulmustur. Bu

caligmalardan bir tanesinde P5 ve P6 primerleri ile Tenacibaculum maritimum izolatlar
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genotiplendirilmistir. Calismada P5 primeri ile bazi izolatlarda amplifikasyon iirlinii
elde edilememistir. Dolayisiyla bu bakterilerin tiplendirilmesinde PS5 primeri
kullanilamayacagi ortaya konulmustur. P6 primeri ile ise izolatlarin konake1
spesifitesine gore kiimelere ayrildigi belirlenmistir (Avendano-Herrera ve ark., 2004).
Diger bir ¢alismada ise P5 ve P6 primerlerinin Photobacterium damselae ssp. piscicida
izolatlarinin tiplendirilmesinde kullanilabilir oldugu belirlenmis ve her iki primer ile
yapilan gruplamada gruplar arasinda yaklasik ayni benzerlik katsayis1 elde edilmistir
(Mancuso ve ark., 2007). Ravelo ve ark. (2003), farkli cografik bolge ve balik
tiirlerinden izole edilen Lactococcus garvieae izolatlarim1 P5 ve P6 ile 3 geno gruba
ayirmislardir. Alabaliklardan izole edilen Ispanya, Portekiz, Ingiltere ve Tiirkiye
izolatlarinin 1. grupta, yine alabaliklardan izole edilen Fransa ve italya suslarinin 2.
grupta ve sarikuyruk baliklarindan izole edilen Japon izolatlar1 ile L. garvieae NCDO
2155 referans susun ise 3. grupta kiimelendigini bildirmislerdir. Foschino ve ark.
(2008), L. garvieae izolatlar1 arasindaki genetik iligkiyi belirlemede M13 ve P5
primerlerini kullanmiglardir. M13 primerinin en iyi ayirim giiciine sahip oldugunu
belirlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan P5 ve P6 primerlerinin her ikisi ile de
izolatlarin yeterli diizeyde amplifikasyon iiriinii verdigi, dolayisiyla her iki primerin Y.
ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesinde kullanilabilir oldugu ortaya konulmustur.
PS5 primerinin ayrim giiciiniin (0.817) P6 primerinden yiiksek oldugu belirlenmistir.
Asilanmis baliklarda goriilen salginlardan izole edilen Y. ruckeri izolatlar
arasindaki epidemiyolojik iligkilerin farkli fenotipik ve molekiiler tiplendirme
metotlarinin kombine edilerek kullanildig1 bir polifazik ¢aligmada, izolatlar ERIC-PCR
ve REP-PCR metotlar1 ile karsilastirmali olarak genotiplendirilmistir. Elde edilen
amplifikasyon sonuglar1 her iki yontemin Y. ruckeri izolatlarimi ayirt etmede basarili
oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte ERIC-PCR’1in REP-PCR’a oranla ayrim
giiclinlin daha yiiksek oldugu ve Y. ruckeri izolatlarin1 daha iyi ayirt ettigi belirlenmistir
(Bastardo ve ark., 2012). Sili ve Peru kokenli Y. ruckeri izolatlarinin karakterize edildigi
caligmalarda da ERIC-PCR’in REP-PCR’a oranla daha yiiksek ayrim giiciine sahip
oldugu ortaya konulmustur (Bastardo ve ark., 2011a; Bastardo ve ark., 2011b). Benzer
sekilde bu tez ¢aligmasinda DNAnin amplifikasyonuna dayanan tiplendirme metotlarin
karsilagtirilmasi sonucu ayrim giicli en yiiksek olan metodun ERIC-PCR oldugu ve bu

metodun hastaligin epidemiyolojisinde kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Farkli tiplendirme metotlarinin karsilastirilmali  olarak degerlendirildigi
calisgmada Huang ve ark. (2013) Almanya kokenli 83 Y. ruckeri izolatin1 karakterize
etmiglerdir. Bu amagla izolatlarin genotiplendirilmesinde (GTG)5-PCR, BOX-PCR,
ERIC-PCR, REP-PCR ve PFGE metodunu kullanmislardir. izolatlar REP-PCR ile iki,
ERIC-PCR ile bes, (GTG)5-PCR ile dort ve BOX-PCR ile ii¢ farkli kiime icerisinde
gruplandirilmistir. PFGE metodu ile ise 17 farkli pulsetip elde edilmistir. Caligmada
REP-PCR’1n 0,048 ile en diisiik ayrim giiciine sahip oldugu yani test popiilasyonundan
rastgele segilen iki izolatinin farkli bir REP-PCR paterni gdsterme olasiliginin % 4,8
oldugu belirlenmistir. REP-PCR metodunu sirasiyla BOX-PCR (0.071), (GTG)5-PCR
(0.095) ve ERIC-PCR’1n (0.140) takip ettigi belirlenmistir (Huang ve ark., 2013). Bu
tez calismasinda ise farkli olarak degerlendirilen tiplendirme metotlar1 arasinda en
diisiik ayrim giictine (GTG)5-PCR’1n sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonug Y. ruckeri
izolatlarinin tiplendirilmesinde (GTG)S5-PCR’in kullanilabilirliginin diisiik oldugunu

gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez c¢alismasinda tlilkemiz su tiriinleri yetistiriciligi sektériinde yaygin olarak
gorillen ve ekonomik olarak onemli kayiplara neden olan Y. ruckeri izolatlarinin
genotiplendirilmesinde DNA amplifikasyonuna dayanan farkli tiplendirme metotlar
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Bu metotlar igerisinde ERIC-PCR ayrim giicii
en yiiksek metot olarak bulunmustur. RAPD-PCR’da P5 ve P6 primerleri ilk kez
kullanilmis olup her iki primerin Y. ruckeri izolatlar1 ile amplifikasyon {iriinii verdigi
belirlenmistir. (GTG)5-PCR’1n ise en diisiik ayrim giiciine sahip oldugu ve Y. ruckeri
izolatlarinin genotiplendirilmesinde tercih edilmemesi gerektigi sonucuna varilmistir.
Bununla birlikte tez calismasinda test edilen izolatlarin genetik olarak homojen bir
yapida oldugu belirlenmistir.

Molekiiler tiplendirme metotlarinin epidemiyolojiye uyarlanmas: ve bakteriler
arasindaki klonal iliskilerin detayli olarak ortaya konulmasi ile hastaliklarin kapsami,
kaynag1 ve rezervuart hakkinda bilgiler edinilebilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda
hastalikla miicadelede etkin stratejiler gelistirilebilmektedir. Ulkemiz su iiriinleri
sektorlinde hastaliklarin kontrol altina alinmasinda bu tarz ¢alismalarin bolgesel olarak

yaygin bir sekilde devam etmesi ve ulusal veribankalar1 olusturulmasi gerekmektedir.
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