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Ozet

Bu c¢alismanin amaci, Tirkiye'nin farkli cografi bolgelerinden elde edilmis olan Yersinia ruckeri izolatlarmin
tiplendirilmesinde farkli PCR tabanli DNA fingerprinting metotlarini degerlendirmektir. Gékkusag: alabaliklarindan izole
edilmig 18 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 kullamldigi (GTG)5-PCR metodu ile karakterize edildi. Test edilen tiim primerlerin dogru bir analiz igin
kullanilabilir amplifikasyon triinii olusturdugu belirlendi. Kluster ve ayrim giicli analizi sonuglarina gore, Y. ruckeri'nin
molekiiler tiplendirmesi i¢in en uygun primerin ERIC2 primeri oldugu, bunu P5, P6, M13 ve (GTG)S primerinin takip ettigi
belirlendi. ERIC-PCR DNA fingerprinting metodunun Y. ruckeri’nin epidemiyolojik siirveyansinin belirlenmesinde giiglii bir
genotipik arag olarak disiiniilebilecegi sonucuna ulagilmustir.

Anahtar kelimeler: ERIC-PCR, (GTG)5-PCR, molekiiler tiplendirme, RAPD-PCR, Y. ruckeri
Comparative Analysis of PCR-Based DNA Fingerprinting Techniques in the Genotyping of Yersinia ruckeri Isolates
Abstract

The aim of the present study was to evaluate different PCR-based DNA fingerprinting techniques for typing Yersinia
ruckeri isolates from the different geographic region of Turkey. 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. 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. 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

GIRIS

Yersinia  ruckeri salmonid cinsi balik yetistiriciliginde Onemli ekonomik kayiplara yol agan
yersinyozis veya “enterik kirmizi agiz” (Enteric Red Mouth) olarak bilinen hastaliginin etiyolojik
ajanidir (Tobback vd., 2007). Hastalik ilk defa 1950'li yillarda Amerika'nin Idaho eyaletinin Hagerman
vadisindeki gokkusagi alabaligi ¢iftliklerinde yiiksek mortalite ile seyreden septisemik bir hastalik
olarak rapor edilmis ve 1966 yilinda Ross vd. tarafindan tam olarak tanimlanmistir (Horne ve Barnes,
1999). Hastalik etkeni Ewing vd. (1978), tarafindan ilk izolasyonu yapan Rucker'e ithafen Y. ruckeri
olarak isimlendirilmistir. Hastalik baslica salmonid cinsi baliklarda gériilmesine ragmen diger balik
tiirlerini de etkilemektedir (Horne ve Barnes, 1999). Giinliimiizde olduk¢a yaygin bir dagilima sahip
olan hastalik Kuzey Amerika, Avustralya, Giiney Afrika ve Avrupa’da goriilmiistiir (Tobback vd.,
2007). Tiirkiye'de ise Y. ruckeri ilk defa Izmir'de gokkusagi alabalik yetistiriciligi yapilan bir
isletmeden 1990 yilinda izole edilmistir (Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1991).
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Bakteriler arasindaki klonal iliskinin ortaya konulmasiyla epidemik izolatlar, sporadik veya
endemik olanlardan ayrilmakta, salginla iliskili suslar belirlenmekte; salginin kapsami, kaynak ve
rezervuari hakkinda bilgiler edinilebilmektedir (Durmaz, 2008). Teorik olarak fenotipik ve genotipik
olarak iki ayri tiplendirme sistemi bulunmaktadir. Fenotipik tiplendirmede kullanilan gesitli besi
yerlerindeki koloni morfolojisi, biyokimyasal testler, seroloji, toksin duyarliligi, patojenite ve
antibiyotik duyarliligi gibi 6zellikler yakindan iliskili suslar arasinda ayrim yapmak icin yeterince
cesitlilik saglamamaktadirlar. Son zamanlarda, genetik yapisina gore bakteriyel suslarin ayirt edilmesi
olarak bilinen genotiplendirme, yiiksek ayrim giicii nedeniyle bakteriyel suslarin tiplendirilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir susun belirli bir genotiplendirme yontemiyle elde edilen genetik
profili, parmak izi kadar benzersiz olabilmektedir. Bu nedenle, genotiplendirme ayni zamanda DNA
parmak izi olarak adlandiriimaktadir (Li vd., 2009).

Mevcut bakteriyel tiplendirme metotlar;; DNA bant modeli, DNA dizi analizi ve DNA
hibridizasyon temelli metotlar olmak iizere i{i¢ ana kategori altinda siniflandirilabilir. DNA bant
modeline dayanan genotiplendirme metotlarin esasini genomik DNA'nin amplifikasyonu veya
restriksiyon enzimleri ile DNA'nin kesilmesiyle {iretilen DNA bantlarinin (fragmanlari) boyutlarindaki
farkliliklara gore incelenen suslarin ayirt edilmesi olusturur. Pulsed field gel electrophoresis (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 ise DNA’nin
amplifikasyonuna dayali tiplendirme yontemleri i¢erisinde yer almaktadir (Li vd., 2009).

AP-PCR, bilinmeyen genomik boélgelerin rasgele primerler kullanilarak amplifiye edilmesine
dayanan PCR’in klasik bir varyasyonudur (Li vd., 2009). RAPD yontemi rastgele bir DNA
segmentinin rastlantisal olarak se¢ilmis bir niikleotid sekansi (primer) ile PCR ile amplifiye edilmesine
dayanmaktadir (Fidanboylu, 2010). Bu nedenle AP-PCR ayn1 zamanda RAPD-PCR olarak da
adlandirilmaktadir (Li vd., 2009). RAPD uygulamasinda 9-10 baz uzunlugunda kisa rastgele
sekanslart kullanilmaktadir. Bu rastgele primerler bolgelerinin sayisi ve konumu bakteriyel bir tiiriin
farkli suslarina gore degisiklik gostermektedir. Bu nedenle, amplifikasyon firiinlerinin agaroz jel
elektroforezi ile ayrilmasindan sonra bakteriyel bir sus igin karakteristigi olan bir bant modeli elde
edilir (Olive ve Bean, 1999).

Bakteriyel genomlar igerisinde dogal olarak bulunan bir dizi tekrarlayan DNA sekansi
bulunmaktadir. Bu sekanslar genom iizerinde ¢ok sayida kopya halinde dagilmis bir sekilde
yerlesmistir. Bu daginik tekrarlayan DNA elementlerinin fonksiyonlar1 hala bilinmemekle birlikte,
bunlarin varligi bakterilerin DNA parmak izlerinin ortaya konulmasi i¢in kullanigh parametrelerdir (Li
vd., 2009). Bu metotlarda kullanilan primerler tekrarlanan DNA dizilimlerinin komplementeridir ve bu
primerler kullanilarak, tekrarlar arasinda kalan DNA pargalarinin amlifikasyonu yapilmaktadir.
Tekrarlayan elementlerinin say1 ve yerlesimindeki farkliliklar, bakteriyel tiire 6zgii bant profilini
olusturmaktadir. Tekrarlanan dizilimlerin dort grubu tanimlanmistir. Bunlar: REP dizilimler, ERIC
dizilimler, BOX dizilimler ve politriniikleotid (GTG)5 dizilimlerdir. Bu tekrarlayan dizilimlere dayali
bes ayr1 (REP-PCR, ERIC1 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).

Bu calisma ile PCR tabanli farkli DNA fingerprinting metotlarimin Tiirkiye’nin degisik
bolgelerinden izole edilmis olan Y. ruckeri izolatlar1 arasindaki genetik iligkilerin belirlenmesindeki
etkinlikleri karsilastirilmali olarak ortaya konulmustur.

MATERYAL ve YONTEM

Bakteriyel izolatlar ve kiiltiir sartlar

Calismada, Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis olan 18 adet Gokkusagi alabaligi
kokenli Y. ruckeri saha izolat1 kullanildi (Tablo 1). 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.
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Tablo 1. Caligmada kullanilan Y.ruckeri saha izolatlari, izolasyon yerleri ve tarihi

No  izolatlar izolasyon Yeri izolasyon Yih
1 Dersu BD Antalya Akdeniz 2017
2 Asagi Gokdere BD Isparta Akdeniz 2015
3 15SA Isparta Akdeniz ?
4 17 SA Isparta Akdeniz 1998
5 27 SA Bolu Karadeniz 1997
6 Y1EO 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 5SA Adapazari Marmara 1996
18 6 SA Kirikkale I¢ Anadolu 1997

izolatlarin DNA ekstraksiyonu

Izolatlarin DNA ekstraksiyonlar1 prensibi spin kolon ile filtrasyon esasmna dayanan ticari DNA
ekstraksiyon kiti (Invitrogen, Kanada) kullanilarak yapildi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlari
Nanodrop (Thermo) ile 260 nm’de &lgiildii. izolatlara ait DNA konsantrasyonlar1 genotiplendirme
calismalarinda kullanilmak {izere 15 ng/pl olacak sekilde ayarlandi. Sonrasinda DNA’lar PCR
calismalarinda hedef DNA olarak kullanilmak iizere -20°C’de sakland.

izolatlar arasi genetik iligkinin belirlenmesi

[zolatlar 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 (iiretken) bant verip vermedikleri belirlendi. Bu asamada secilen primer
vel/veya primerler diger izolatlarin genotiplendirilmesinde kullanildi. Her bir genotiplendirme
metodunda PCR karigimmin olusturulmasinda igeriginde 0,05 U/ul Tag DNA polymerase, reaction
buffer, 4 mM MgCl,, 0,4 mM her bir dNTP (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP) bulunan 2xPCR master
mix (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 pul 2xPCR master mix ve distile sudan
olugan toplam 25 pul PCR reaksiyon karigimi hazirlandi. Sonraki amplifikasyon asamalari ise
aragtirmacilar tarafindan bildirilen kosullar veya modifikasyonlari kullanilarak gergeklestirildi.
Amplifikasyon sonrasi elde edilen {iiriinler etidium bromid (2pg/ml) igceren %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® yazilimi (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.
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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 vd., 1997: Mancuso vd.,
2007).

M13 primerinin kullanildigi RAPD-PCR’da olusturulan PCR karigimi 94°C‘de 5 dk on
denatiirasyon ve sonrasinda 94°C*de 1 dk denatiirasyon, 50°C‘de 1 dk primer baglanma, 72°C‘de 2dk
uzama olmak tizere 35 siklus ve 72°C*‘de 10 dk son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutuldu.

P5 ve P6 primerinin kullanildigi RAPD-PCR’da olusturulan PCR karisimi 95°C‘de 5 dk on
denatiirasyon ve sonrasinda 95°C*de 1 dk denatiirasyon, 35°C‘de 1 dk primer baglanma, 72°C*de 2dk
uzama olmak iizere 30 siklus ve 72°C‘de 10 dk son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutuldu.

ERIC-PCR: Bu metoda ERIC-2 (AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G) primeri kullanild:
(Versalovic vd., 1991). ERIC2 primerinin kullanildigt ERIC-PCR’da olusturulan PCR karisimi
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.

(GTG)5-PCR: Bu metoda (GTG)5 (5°-GTG GTG GTG GTG GTG-3’) primeri kullanildi (Huang
vd., 2013). (GTG)5 primerinin kullanildig1 (GTG)5-PCR’da olusturulan PCR karigimi 95°C‘de 7 dk
On 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.

BULGULAR
izolatlar arasi genetik iliskinin belirlenmesi

Y. ruckeri izolatlar1 arasindaki genetik iliskinin belirlenmesinde PCR tabanli DNA fingerprinting
metotlarinda kullanilan primerlerin rastgele secilen 7 izolatinin kullanildigi 6n denemede iiretken bant
paterni verdigi saptandi. Sonraki asamada ise denemeler biitiin izolatlar kullanilarak tekrar edildi.
Testlerinin tekrarlanabilirligi % 100 olarak belirlendi.

RAPD-PCR: Y. ruckeri izolatlarinin M13 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore bir tekli
(unique) tip ve 3 kiime igerisinde olmak tizere toplam 4 farkli genotip (M1, M2, M3 ve M4) igerisinde
gruplandigi belirlendi. Bu genotiplerin sirasiyla 3, 5, 1 ve 9 izolat i¢erdigi, M4 no’lu genotipin baskin
genotip oldugu saptandi (Sekil 1). Testin ayrim giici (Discriminatory Power) 0,6797 olarak
hesaplandi.

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 2). Testin
ayrim giicii 0,817 olarak hesaplandi.

Y. ruckeri izolatlarinin P6 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore bir tekli (unique) tip ve 4
kiime igerisinde olmak {izere toplam 5 genotip (P6a, P6b, P6c, P6d ve P6e) igerisinde gruplandig
belirlendi. P6e no’lu genotipin igerdigi 7 izolat ile baskin genotip oldugu saptandi (Sekil 3). Testin
ayrim giicii 0,7516 olarak hesaplandi.
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Sekil 1. Y. ruckeri izolatlarinin M13 primeri ile sergiledikleri RAPD bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agagta gosterilmesi.
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Sekil 2. Y. ruckeri izolatlarinin P5 primeri ile sergiledikleri RAPD bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agagta gosterilmesi.
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Sekil 3. Y. ruckeri izolatlarinin P6 primeri ile sergiledikleri RAPD bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agacta gosterilmesi.

ERIC-PCR: Y. ruckeri izolatlarmin ERIC2 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gére bes tekli
(unique) tip ve 4 kiime igerisinde olmak {izere toplam 9 genotip (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8 ve
E9) igerisinde gruplandigi belirlendi. E9 no’lu genotipin icerdigi 5 izolat ile baskin genotip oldugu
saptand1 (Sekil 4). Testin ayrim giicii 0,8824 olarak hesaplandi.
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Sekil 4. Y. ruckeri izolatlarinin ERIC2 primeri ile sergiledikleri ERIC-PCR bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agagta gosterilmesi.
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(GTG)5-PCR: Y. ruckeri izolatlarinin (GTG)5 primeri ile % 90 benzerlik katsayisina gore 2
genotip (G1 ve G2) igerisinde gruplandigi belirlendi. G2 no’lu genotipin igerdigi 16 izolat ile baskin
genotip oldugu saptandi (Sekil 5). Testin ayrim giicti 0,2092 olarak hesaplandi.
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Sekil 5. Y. ruckeri izolatlarinin GTGS primeri ile sergiledikleri (GTG)5-PCR bant profilleri ve genotiplerinin
filogenetik agagta gosterilmesi.

TARTISMA ve SONUC

Yersiniozis veya “Enteric Red Mouth Disease-Enterik Kirmizi Agiz Hastaligi” olarak bilinen
hastalik, hem tatli su hem de deniz salmonidlerinde ciddi ekonomik kayiplara neden olan 6nemli
bakteriyel hastaliklardan biridir (Kumar vd., 2015). Hastalik iilkemiz de kiiltiirii yaygin bir sekilde
yapilan gokkusag alabaliklarinda yaygin olarak gériilmektedir (Oztiirk ve Altinok, 2014).

Farkli cografik yerleskelerden ya da balik tiirlerinden izole edilmis olan bakteriyel patojenlerin
karakterizasyonu igin, tiir igcinde gilivenilir markirlar bulmak amaciyla ¢ok cesitli tiplendirme
yontemleri kullamilnustir. Onceleri izolatlarin biyokimyasal ve serolojik test sonuglarm igeren
fenotipik 6zelliklerine dayanilarak yapilan tiplendirme ¢alismalar: (Davies ve Frerichs, 1989; Romalde
vd., 1993), ilerleyen yillarda yerini molekiiler yontemlerin 6n plana ¢iktigi ¢alismalara birakmustir.
Fenotipik metotlara oranla genotipik metotlar ile daha giivenilir sonuglar elde edilmesi bu metotlarin
kullanimini arttiran baslica faktor olarak degerlendirilebilir. Bununla birlikte bu metotlarin en 6nemli
avantajlan standardize edildikleri zaman stabil karakter gdstermeleri, izolatlarin tiim farkli polimorfik
ozelliklerini ortaya koyabilmeleri yani giiglii ayrim yetenegine sahip olmalari, benzer reagenler, aletler
ve prosediirler kullanilarak bakteri, viriis, mantar ve parazitler gibi oldukc¢a farkli mikroorganizma
tiirleri i¢in kullanilabilmeleri, ucuz, hizli, basit ve duyarli yontemler olmalaridir (Koksal, 1999).

Gilinimiize kadar Y. ruckeri izolatlarinin molekiiler olarak tiplendirilmesinde RAPD-PCR, ERIC-
PCR, (GTG)5-PCR, REP-PCR, MLST ve PFGE (Bastardo vd., 2011a; Bastardo vd., 2012; Altun vd.,
2013; Huang vd., 2013; Duman vd., 2017) gibi yontemler kullanilmistir. Arastirmacilar yapmis
olduklari ¢alismalarda kullandiklar1 yontemlerin Y. ruckeri izolatlarin tiplendirilmesindeki
kullanilabilirligini ve metotlarin ayrim giiglerini tekli veya kombine olarak degerlendirmislerdir. Bu
caligmada DNA amplifikasyonuna dayanan tiplendirme metotlarindan olan RAPD-PCR, ERIC-PCR
ve (GTG)5-PCR’1n izolatlarin tiplendirilmesinde kullanilabilirligi ve ayrim giigleri karsilastirilmali
olarak ortaya konulmustur.
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Tiirkiye’de Y. ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesinde arastirmacilarin genellikle, ERIC-PCR
metodunu ve ERIC2 primerini kullandiklar1 goriilmektedir. Onuk vd. (2011), 97 Y. ruckeri izolatini
ERIC2 primeri ile genotiplendirmisler ve % 75 benzerlik katsayisina gore izolatlar1 6 genotip
igerisinde simiflandirnuglardir.  izolatlarm % 59,8’inin baskin genotip igerisinde dagildigin
saptamiglardir. Arastirmacilar genel olarak Tirkiye’nin farkli bolgelerden elde edilen izolatlarin biitiin
genotipler igerisine dagildigini ortaya koymus ve bu durumun balik transferinin yaygin olarak
yapildiginin gostergesi oldugunu belirtmiglerdir. Altun vd. (2013), 15 Y. ruckeri saha izolat1 ve 2
referans susu inceledikleri ¢calismalarinda ERIC2 primeri ile % 70 benzerlik katsayisina gore izolatlari
2 ayn kiime icerisinde gruplandirmis, kiimelerden birincisinin 2 genotip, ikincisinin ise 3 genotip
icerdigini saptamiglardir. Predominant genotipin 5 izolat (% 29,4) igerdigi belirlenmistir. EK olarak
izolatlarin cografik orjinlerine gére herhangi bir genogrup icesinde gruplanmadigini ortaya
koymuslardir. Bu ¢alismada da benzer sekilde genotipler arasinda cografik orjinlere gore herhangi bir
smiflandirma yapilamamistir. Duman vd. (2017), ise Tirkiye kokenli 136 Y. ruckeri izolati ERIC2
primeri ile % 72 benzerlik katsayisina gore 4 genogruba ayirmislar ve izolatlarin izolasyon yillarina
gore farkli genogruplara dahil olduklarini ortaya koymuslardir. Ege bdlgesinden 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 bilyiik 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 kullanildig1 baska bir galigma
Ozer vd. (2008), tarafindan yapilmustir. Arastirmacilar Mersin IlI’inden izole ettikleri 24 Y. ruckeri
izolatim1 M13 primeri ile genotiplendirmislerdir. Sonu¢ olarak izolatlarin1 tamaminin ayni genetik
profile sahip olduklarin1 ortaya koymuslar ve bu metodun Y. ruckeri izolatlarimin genetik
karakterizasyonunda olduk¢a kullanilabilir oldugunu ve laboratuvar sartlarina kolayca adapte
edilebilecegini bildirmislerdir. Bu c¢alismada da benzer sekilde M13 primeri ile analiz edilen
izolatlarin 15’inin yiiksek diizeyde (% 88 ve iizeri) benzer oldugu belirlenmistir. Ug izolatm ise (3, 5
ve 11 nolu) farkli bir kiimede yer aldig1 belirlenmistir.

RAPD-PCR’da P5 ve P6 primerleri kullanilarak Y. ruckeri izolatlarimin genotiplendirildigi bir
caligmaya rastlanmamustir. Ancak farkli balik patojenlerinde bu primerler kullanilarak izolatlar arasi
genetik iliskiler ortaya konulmustur. Bu c¢alismalardan bir tanesinde P5 ve P6 primerleri ile
Tenacibaculum maritimum izolatlar1 genotiplendirilmistir. Calismada P5 primeri ile bazi izolatlarda
amplifikasyon iriinii elde edilememistir. Dolayisiyla bu bakterilerin tiplendirilmesinde P5 primeri
kullanilamayacagi ortaya konulmustur. P6 primeri ile ise izolatlarin konakgi spesifitesine gore
kiimelere ayrildigi belirlenmistir (Avendano-Herrera vd., 2004). Diger bir ¢alismada ise P5 ve P6
primerlerinin Photobacterium damselae ssp. piscicida izolatlariin tiplendirilmesinde kullanilabilir
oldugu belirlenmis ve her iki primer ile yapilan gruplandirmada gruplar arasinda yaklasik ayni
benzerlik katsayisi elde edilmistir (Mancuso vd., 2007). Foschino vd. (2008), Lactococcus garvieae
izolatlar1 arasindaki genetik iliskiyi belirlemede M13 ve PS5 primerlerini kullanmiglardir. M13
primerinin en iyi ayirim giiciine sahip oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismada kullanilan P5 ve P6
primerlerinin her ikisi ile de izolatlarin yeterli diizeyde amplifikasyon iriinii verdigi, dolayisiyla her
iki primerin Y. ruckeri izolatlarinin genotiplendirilmesinde kullanilabilir oldugu ortaya konulmustur.
PS5 primerinin ayrim giiciiniin (0,817), P6 primerinden yiiksek oldugu belirlenmistir.

Asilanmus  baliklarda goriilen salginlardan izole edilen Y. ruckeri izolatlar1 arasindaki
epidemiyolojik iliskilerin farkli fenotipik ve molekiiler tiplendirme metotlarin kombine edilerek
kullanildigr bir polifazik ¢aligmada, izolatlar ERIC-PCR ve REP-PCR metotlar: ile karsilagtirmali
olarak genotiplendirilmistir. Elde edilen amplifikasyon sonuglari her iki yontemin de Y. ruckeri
izolatlarin1 ayirt etmede basarili oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte ERIC-PCR’in REP-
PCR’a oranla ayrim giiciiniin daha yiiksek oldugu ve Y. ruckeri izolatlarin1 daha iyi ayirt ettigi
belirlenmistir (Bastardo vd., 2012). Sili ve Peru kokenli Y. ruckeri izolatlarinin karakterize edildigi
caligmalarda da ERIC-PCR’m REP-PCR’a oranla daha yiiksek ayrim giiciine sahip oldugu ortaya
konulmustur (Bastardo vd., 2011a; Bastardo vd., 2011b). Benzer sekilde bu ¢alismada da DNA’nin
amplifikasyonuna dayanan tiplendirme metotlariin karsilastirilmasi sonucu ayrim giicii en yiiksek
olan metodun ERIC-PCR oldugu ve bu metodun hastaligin epidemiyolojisinde kullanilabilecegi
belirlenmistir.
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Farkli tiplendirme metotlarnin karsilastirilmali olarak degerlendirildigi ¢alismada Huang vd.
(2013), Almanya kokenli 83 Y. ruckeri izolatin1 karakterize etmislerdir. 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 dért ve BOX-PCR ile
ti¢ farkli kiime igerisinde gruplandirilmistir. PFGE metodu ile ise 17 farkli pulsetip elde edilmistir.
Calismada REP-PCR’1n 0.048 ile en diisiik ayrim giiciine sahip oldugu yani test popiilasyonundan
rastgele segilen iki izolatimin farkli bir REP-PCR paterni gosterme olasiliginin % 4,8 oldugu
belirlenmistir. REP-PCR metodunu sirasiyla BOX-PCR (0,071), (GTG)5-PCR (0,095) ve ERIC-
PCR’1in (0,140) takip ettigi belirlenmistir (Huang vd., 2013). Bu ¢alismada ise farkli olarak
degerlendirilen tiplendirme metotlar1 arasinda en diisiikk ayrim giicline (GTG)5-PCR’1n sahip oldugu
belirlenmistir.  Bu  sonu¢ Y. ruckeri izolatlarimin tiplendirilmesinde (GTG)5-PCR’mn
kullanilabilirliginin diistik oldugunu gdstermistir.

Bu calismada iilkemiz su {iriinleri yetistiriciligi sektoriinde yaygin olarak goriilen ve ekonomik
olarak o6nemli kayiplara neden olan Y. ruckeri izolatlarmim genotiplendirilmesinde DNA
amplifikasyonuna dayanan farkli tiplendirme metotlar1 karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Bu
metotlar icerisinde 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 {irtinii
verdigi belirlenmistir. (GTG)S-PCR’in ise en diisiikk ayrim giiciine sahip oldugu ve Y. ruckeri
izolatlarinin genotiplendirilmesinde tercih edilmemesi gerektigi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte
calismada test edilen izolatlarin genetik olarak homojen bir yapida oldugu belirlenmistir.

Molekiiler tiplendirme metotlarmin epidemiyolojiye uyarlanmasi ve bakteriler arasindaki klonal
iligkilerin detayli olarak ortaya konulmasi ile hastaliklarin kapsami, kaynagi ve rezervuart hakkinda
bilgiler edinilebilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda hastalikla miicadelede etkin stratejiler
gelistirilebilmektedir. Ulkemiz su iiriinleri sektoriinde hastaliklarin kontrol altina alinmasinda bu tarz
caligmalarin bolgesel olarak yaygin bir sekilde devam etmesi ve ulusal veribankalar1 olusturulmasi
gerekmektedir.

Tesekkiir: Bu calisma, yiiksek lisans tezinden 6zetlenmis ve Ondokuz Mayis Universitesi tarafindan
PYO.VET.1904.18.012 proje numarasi ile desteklenmistir.
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