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Yiksek Lisans Tezi
OZET

Lactococcus garvieae’nin ANTIJENIK PROTEINLERININ WESTERN BLOT
YONTEMIYLE BELIRLENMESI

Meryem Cansu FIDAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Balikgilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. iThan ALTINOK
2014, 48 Sayfa

Kiltiir balikgiligin gelismesine paralel olarak isletmelerde goriilen L. garvieae’ nin
neden oldugu salginlar, yetistiriciligi yapilan tiirler arasinda tehdit olusturmaktadir.
Hastalik, ilk kez Ege Bolgesi ve civarindaki isletmelerde goriilmesine ragmen kisa siirede
her bolgeye yayilmis ve % 50’nin iizerinde mortaliteye sebep olmustur. Bu arastirmada
Tiirkiye, Ispanya, Italya ve Fransa’dan izole edilen L. garvieae’nmn 43 susunun, Western
Blot teknigini kullanilarak antijenik protein profillerinin karsilastirmali analizlerini
yapilmig ve viriilans proteinleri belirlenmistir. Bakterilerin protein profilleri SDS-PAGE ile
belirlenmis, protein izolasyonu yapilmis, protein konsantrasyonu ayarlanmis ve SDS-
PAGE elektroforeze yiiklenerek yliriitiilmiistiir. Daha sonra protein bantlar1 membrana
aktarilmig, blotlama yapilmis ve goriinti almarak bakterilerin protein profilleri
belirlenmistir. Western Blot yontemiyle yapilan karsilastirma sonucunda, 37-50 kDa
seviyesi immunodominant bant gozlemlenmis ve bu bandin viriilans proteinleri tasidigi
diistiniilmektedir. SDS-PAGE metodunda ise benzerlik orami diisiik bulunan L. garvieae
suslar1 toplam protein analizinde 6 kiimede 36 protein tipi olusturmustur. Bu da suslar
arasinda &nemli heterojenitenin oldugunu gdstermektedir. Izolatlar aras1 benzerlik
oranlarinin diisiik olmasi bu izolatlarin birbirine uzak alanlardan izole edilmesi ve
bakterilerin ¢evresel ya da kimyasal faktorlerden etkilenerek mutasyon ve benzeri bazi

olaylar sonucu genetik yapilarinin degismesinden kaynaklaniyor olabilir.

Anahtar Kelimeler: L. garvieae, Antiserum, Western Blot, immunodominant, SDS-
PAGE.
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Master Thesis

SUMMARY

DETERMINATION OF ANTIGENIC PROTEINS OF Lactococcus garveae BY
WESTERN BLOT ANALYSIS

Meryem Cansu FIDAN

Karadeniz Technical University
Institute of Science and Tecnology
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2014, 48 Pages

Infections of fish with Lactococcus garvieae were increased with increasing
aquaculture productions and L. garvieae outbreaks have become a threat on farmed
species. The disease agent was fist isolated in the Aegean Region and then it has spreeded
to every region where rainbow trout cultured in a short time and it caused over 50%
mortality. In this study, 43 strains of L. garvieae, isolated from Turkey, Spain, Italy and
France were compared with Western Blot technique to determine proteins encoded by
virulence gene and to determine total protein profile with SDS-PAGE. Having isolated
total protein from bacteria, protein concentration was determined and protein was loaded to
SDS-PAGE electrophoresis. After completing electrophoresis, protein bands were
transferred to blot and then protein profiles were determined. Having compared Western
Blot analysis, immunodominant protein bands between 37 and 50 kDa were observed and
assummed that theses bandswere related to virulence gene. Based on SDS-PAGE method,
L. garvieae strains formed 36 protein types in 6 clusters with low level of similarity. Thus,
there was substantial heterogeneity among these strains. Lower similarity among isolates
was observed. This can be explaned due to possible mutation that can be caused by
environmental or chemical factors.

Key Words: L. garvieae, Antiserum, Western Blot, Immunodominant, SDS-PAGE.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Su {drilinleri yetistiriciligi, diinya besin gereksiniminin onemli kismim karsilayan
temel bir sektordiir. Ayrica su iirlinleri yetistiriciligi hayvansal iiretim ¢alismalari i¢ginde
onemini kabul ettirmis ve hizla gelisen bir iiretim dali olmustur. Insan denetimi altinda
balik yetistirme ¢alismalar1 Ozelikle sazan kiiltiiriinlin, ilk 6nce Cin ve Japonya’da
basladig1 daha sonra ise Avrupa’ya yayildig1 bilinmektedir. Tayland, Filipinler, Yunanistan
ve Endonezya en yaygin uygulamaya sahip iilkeler arasindadir. Diinyadaki ilerlemeye
paralel olarak Tiirkiye’de yetistiricilik sektoriinde Onemli gelismeler yasanmistir.
Tiirkiye’de ticari anlamda su iirlinleri yetistiriciligi 1960’11 yillarda gokkusag: alabaliginin
(Oncorhynchus mykiss) i¢ sularda toprak ve beton havuzlarda iiretilmesiyle baslamis ve
giintimiize kadar hizla geliserek iilke ekonomisi i¢in dnemli bir sektor olmustur. 2013
yilinda toplam su iiriinleri tiretiminin 233.394 ton oldugu Tiirkiye’de 128.060 ton alabalik,
103.614 ton c¢ipura ve levrek, 1.575 ton diger tiirlerin yetistiriciligi yapilmaktadir (URL-1,
2013).

Kiiltiir balik¢iligin gelismesine paralel olarak isletmelerde uygun cevre sartlari, su
kalitesi, yem temini, pazarlama gibi sorunlarin yaninda bakteriyel, fungal, paraziter ve
viral hastaliklar diinyanin diger tilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de son yillarda biiyiik
tehdit olusturmaktadir. Hem tatli hemde tuzlu su baliklarinda goriilen 6nemli bakteriyel
hastaliklarindan biri lactococcosistir. Bu hastaligin etkeni Lactococcus garvieae diinyada
ilk defa 1974 yilinda sarikuyruk (Seriola quinqueradiata) baligindan izole edilmistir
(Ksuda vd., 1991). Bu hastalik 1988 yilinda Ispanya’da bir alabalik isletmesinde
goriildiikten sonra tiim diinyaya yayilmistir. Lactococcus garvieae Tiirkiye’de ilk olarak
Ege Bolgesi’ndeki bir alabalik isletmesinde gokkusagi alabaliklarindan izole edilmistir
(Diler vd., 2002). Daha sonra bolgeler aras1 kontrolsiiz balik transferleriyle bu hastalik
etkeni diger bolgelere yayilmistir (Ozturk ve Altinok, 2014).

Lactococcosis birgok balik tiirlinii etkileyen sistemik bir balik hastaligidir.
Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) sarikuyruk (Seriola quinqueradiata), pisi

(Paralichtys olivaceus), kalkan (Scophtalmus maximus), kefal (Mugil cephalus), ¢ipura



(Sparus aurata), mersin (Acipenser naccarii), tilapia (Tilapia niloticus) ve yilan baligi
(Anguilla japonica)’ ndan izole edilmistir (Vendrell, 2006).

Hastaliklar ve yayilimimin belirlenmesinde kullanilan molekiiler biyolojideki
gelismelerin mikrobiyolojiye yansimasi sonucunda gelistirilen molekiiler tan1 yontemleri
giin gectikge daha da 6nemli hale gelmektedir. Bir protein analiz yontemi olan “Western
Blot”, protein karisiminin jel elektroforezi ile ayristirildiktan sonra uygun bir membrana
transferini kapsar. Protein spesifik olarak isaretli antikor veya antijenle reaksiyona girerek
tanimlanabilir. Antikorlar az miktarda proteinin fare veya tavsana (poliklonal antikorlar)
veya hiicre kiltiirlerine (monoklonal antikorlar) enjekte edilmesi sonucu hiicreler
tarafindan {iretilen biyolojik molekiillerdir. Antikorlar molekiiler biyolojide bir¢ok teknik
ve analizde etkili bir sekilde kullanilmaktadir.

Bu yontem ile 6zel bir proteinin molekiiler agirlig1 bilgisi ve izoformlarin ayirimi
miimkiindiir. Lactococcus garvieae infeksiyonunun isletmelerde meydana getirdigi
kayiplarin  Oonemine ragmen suslar arasinda epizootiyolojik iliski konusunda bilgi
yetersizligi vardir. Bu ¢alismada tilkemiz ve yurt disindan izole edilen 43 L. garvieae ve 1
adet Lactococcus lactis olmak iizere toplam 44 bakteri izolatinin Western Blot teknigini
kullanarak antijenik protein profillerinin karsilagtirmali analizlerini yaparak, viriilans

proteinlerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

1.2. Lactococcus garvieae

Lactococcus garvieae, Lactococcus cinsi Streptococcecea familyasi igerisindedir.
Etken gram pozitif bakteri olan Enterococcus, Vogacoccus ve Cornobacterium gibi yeni
bakteri genumu igerisinde smiflandirilsa da, 1985’ten sonra Streptococcus’lardan
ayrilmigtir. Onceleri Enterococcus benzeri olarak tanimlanan bu patojen; biyokimyasal
karakterizasyonu, protein profili, 16S rRNA sekans analizleri ve DNA hibridizasyon gibi
caligmalar sonucu L. garvieae ile Enterococcus serolicidae’nin ayni tiirler (sinonim)
oldugu belirlenmistir (Eldar vd., 1996).

Lactococcus garvieae baliklar disinda diger hayvan tiirlerinde ve ayrica insanlarda
enfeksiyona neden olmaktadir. Lactococcus garvieae hayvanlarda mastitise neden olurken;
insanlarda endokarditise, karacigerde apseye ve osteomiyelitise neden oldugu bildirilmistir.
Ayrica L. garvieae, insanlarin deri, idrar ve kanindan, kiimes hayvanlarinin etinden

(Barakat vd., 2000), ¢ig inek siitinden (Villani vd., 2001) ve et {iriinlerinden izole



edilmistir. (Alfonso vd., 2003, Wang vd., 2006). ilk defa 1991 yilinda Amerika’da,
Japonya’da ve Tayvan’da ¢ig balik yiyen ve ¢ig balikla temas eden insanlarda goriilmiistiir
(Wang vd., 2006). Etkenin birkag vakada 6zellikle uzak doguda insandan da izole edilmesi

potansiyel zoonoz olabilecegi goriisiinii giiclendirmektedir.

1.2.1. Morfoloji ve Kiiltiir Ozellikleri

Lactococcus garvieae; Gram pozitif fakiiltatif anaerobik hareketsiz, sporsuz, oksidaz
ve katalaz negatif, tek, ¢ift ya da kisa zincirler olusturabilen, kanli agarda alfa (o) hemoliz
Ozelligine sahip, uygun besi ortaminda 4 ile 45°C arasinda iireyebilen bir bakteridir
(Vendrell vd., 2006). Optimum iireme sicakligi 30°C’de 24 saattir. Ayrica Brain Heart
Infizyon Agar (BHIA), Triptik Soy Agar (TSA), Triptik Soy Brot (TSB), Bile Agar (BA)
ve Bile Eskulin Agar (BEA) gibi zenginlestirilmis besi yerlerinde de iireyebilir. Yapilan
caligmalar L.garvieae’nin optimum gelismesini BHIA’da pH 7-8 ve 25-30°C de
gerceklestirdigini gostermistir (Toranzo vd., 1994).

1.2.2. Antijenik Karakter

Lactococcus garvieae’nin serolojik karakterizasyonu hiicre duvarindan KG (-) ve KG
(+) seklinde iki antijenik tipi oldugu, bunlardan tavsan anti KG (-) serumu hem KG (-) hem
de KG (+) serumlariyla birlesip kompleks olusturdugu, ancak; anti KG (+) serum sadece
anti KG (+) serotip ile birlesip kompleks olusturabildigi bildirilmistir. KG (-) serotipte
kapstil mevcuttur. Kapsiillii serotipler hidrofilik yapiya sahiptirler ve fagositoza kars1 daha
direnglidirler bu da KG (-) serotipinin KG (+) serotipinten daha viriilent oldugunu
gostermistir (Okada vd., 2000; Hironu vd., 1999; Ooyama vd., 2002).

1.2.3. Patojenite ve Hastaligin Klinik Semptomlari

Lactococcosis hiperakut ve hemorajik septisemi olarak belirtilmistir (Eldar vd.,
1996). Hastaligin gelisimi c¢evresel faktorlere, su sicakliina, suyun mikrobiyel yiikiine ve
baligin bakim sartlarina bagli olarak degismektedir (Prieta vd. 1993). Hastalikta birgok

vakada mortalite oraninin %50’nin iizerine ¢ikmast ve baligin biliyiime oraninin



diismesinden dolay: etken ciftliklerde 6nemli ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Vendrell
vd., 2006). Etkenin inkubasyon periyodu kisa ve viriilans1 ¢ok yiiksektir. Deneysel
enfeksiyonlarda mortalite orani iki giin igerisinde %100’e kadar ¢ikabilmektedir (Chen vd.,
2001).

Lactococcosis istahsizlik, uyusukluk, deride kararma ve diizensiz yiizme gibi genel
hastalik semptomlar1 seklinde baslar. Bas ve g6z cevresinde, anal bolgede ve ylizgeg
kaidelerinde kanama, ¢ift ya da tek tarafli ekzoptalmus ile kendini gosterir (Sekil 1).
Ayrica karin bolgesinde sislik ve aniiste prolapsus gozlenebilir (Eldar vd., 1999; Prieta vd.,
1993; Muzquiz vd., 1999; Vendrell vd., 2004). Enfeksiyondan dolay1r damar endotelinde
olusan lezyonlar i¢ organlarin yiizeyinde kanamalara sebep olur. Nekropside periton
tizerinde genellikle asidik karakterde siv1 birikir, bu s1vi bazen irinli ya da kanli da olabilir.
Etkilenen baliktaki makroskopik lezyonlar herhangi bir sistemik akut hastaliktaki gibi
tipiktir ve ylizme kesesi, karaciger, beyin, bobrek, bagirsak, kalp ve periton gibi dokularda
degisen diizeyde kanamalar mevcuttur (Sekil 1) (Tire ve Savas, 2010). L.garvieae ile
enfekte olmus gokkusagi alabaliklarinda g6zlenen bobrekte liquafactive nekroz odaklarinin
yani1 sira bobregin interrenal hemopoietik dokusunda erime, bdbrek tiibiil epitel
hiicrelerinde dejenerasyon ve o6dem gibi baglica histopatolojik bulgular goriildiigii

bildirilmistir (Urkii,2011).

Sekil 1. Lactococcus garvieae ile enfekte olmus alabalikda goriilen
lezyonlar karin boslugunda sivi1 birikimi, karacigerde nekroz ve
dalagin sismesi (istteki resim) ¢ift tarafli ekzoptalmia (alttaki
resim)



1.2.4. Epidemiyoloji

Lactococcus garvieae ile yapilan patojenite galismalarinda geng baliklarda (50 g)
eriskin baliklara (100 g) oranla akut formun daha uzun siire devam edip mortalitenin daha
yiikksek oldugu rapor edilmesine ragmen (Muzquiz vd., 1999), son yillarda gokkusagi
alabalig1 ciftliklerinde ki dogal enfeksiyonlarda etken 5 gramlik baliktan 1 kg ve daha
bliylik baliklara kadar tiimiinii etkiledigi goriilmiistiir (Diler vd., 2002; Pereira vd., 2004).

Gokkusagr alabaliklari diger baliklarla karsilagtirildiginda en duyarli ve mortalitenin
en yiikksek oldugu goriilmistiir (Ghittino vd., 1998). Su sicakliginin 15°C’nin {izerine
c¢ikmasi, amonyum konsantrasyonunun artmasi ve ardindan oksijen doygunlugunun
azalmasi hastaligin ortaya ¢ikmasini ve siddetini arttirmaktadir (Prieta vd., 1993; Ghittino
vd., 1998). Ayrica, kotlii akuatik cevre, bakim sartlari, beslenme ve yetersiz oksijen,
etkenin yayilmasini ve baliklardaki 6liim oranini artirmaktadir (Fukuda vd., 1997).

Bakterinin bir isletmeye girisi ve hastaligi meydana getirmesi farkl yollarla ve farkl
kaynaklarla ger¢eklesmektedir (Vendrell vd., 2006). Enfekte baliklarin ¢iftlige transferi en
sik goriilen infeksiyon kaynagidir. Asemptomatik tastyicilar bakteriyi digki yolu ile havuza
yayarlar ve boylece saglikli baliklar enfekte edilmis olur. Ayrica hastaligi gecirmis baliklar
da tasiyict konumundadir ve belirli periyotlarda etkeni yayabilirler (Ghittino vd., 1998).
Ciftliklerde ki asemptomatik baliklarin varligt PZR metodu ile belirlenmis ve cevre
durumu bakteri lehine optimum olunca hastaligin ortaya ¢iktigi saptanmistir (Cheng vd.,
2002). Etken ciftliklerde balik disinda havuz suyundan, camurdan, sedimentten ve akuatik
ekipmanlardan da izole edilmistir (Kusuda vd., 1991; Kitao vd., 1979). Hastalikta bulagsma
temelde horizontal yolla olmaktadir. Ozellikle ayn1 ortami paylasan baliklar arasinda yarali
baliklarin birbirine temasi1 yada fekal-oral yol ile bulasma olmaktadir (Afonso vd., 2003).
Ayrica enfekte balik ya da diger gidalarin yem olarak kullanilmasi ile de etken isletmelere

bulasabilir (Tiire ve Savas,2010).

1.2.5. Teshis

Hasta baliklarda goriilen lezyonlar ve karakteristik semptomlar benzer diger
hastaliklarda da goriilebildigi i¢in kesin teshis i¢in bakteriyel etkenin tanimlanmasi
gerekmektedir (Vendrell vd., 2006). Hastaligin goriildiigii yerden olii yada hasta

goriinlimlii baliklar laboratuvara alindiktan sonra etken en uygun organlardan (bdbrek,



beyin, dalak, karaciger, bagirsak, goz ve kan) izole edilebilir (Ghittino vd., 1998).
Lactococcus garvieae’yi izole etmek icin BHIA, TSA gibi besi yerleri kullanilmaktadir.
Etkenin biyokimyasal karakterini ortaya ¢ikarmak amaciyla klasik biyokimyasal metotlar
kullanilabilir. Yine bu amagla kullanilan API20 Strep, API-rapid 1D32 ve API50CH gibi
sistemler ayn1 zamanda bakterinin fenotipik karakterini ortaya ¢ikarmaktadir (Ravelo vd.,
2001). Lactococcus garvieae’nin teshisinde serolojik olarak lam agliitinasyon testi (Kitao
vd.,, 1982; Eldar vd., 1995) ve florasan antikor teknigi (Kawahara vd., 1987)
kullanilmaktadir. Son yillarda gelistirilen PZR protokolii ile dizayn edilen primer setleri
yardimiyla 16S rDNA sekans analizleri yapilarak L. garvieae nin spesifik tiir tayini
kolayca yapilabilmektedir (Altinok, 2011). Yine son zamanlarda baliklarda bulunan birden
fazla patojeni es zamanli olarak tespit i¢in multipleks PZR metodu gelistirilmistir. Bu
teknik hem saf kiiltlirlerden hem de dogal infekte balik dokusundan L. garvieae nin disinda

birden fazla etkeninde ayni anda tespitine kisa siirede olanak vermektedir (Altinok, 2011).

1.2.6. Tedavi

Baliklarda Streptococcus cinsi ve benzeri etkenlerden kaynaklanan infeksiyonlarda
tedavi amach olarak eskiden beri antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin yanlis
kullanim1 antibiyotiklere olan direnci arttirmistir (Katao vd., 1982). Bu ilaglarin bazilarinin
in vitro sartlarda L. garvieae’ye kars1 etkili olmalarina ragmen, gerek balikta ani gelisen
istahsizlik gerekse direncli suslarin olusmasindan dolay: in vivo sartlarda etkisiz olduklar
gozlenmistir (Bercovier vd., 1997). Gokkusagi alabaliklarinda ortaya ¢ikan Lactococcosis
salginlarinda hastalig1r kontrol altina almak i¢in ¢ogunlukla eritromisin, oksitetrasiklin,
amoksisilin ve doksasiklin kullanilmaktadir (Munday vd., 1994).

Son yillarda Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda antibiyogram testi uygulanan suslarin
genel olarak; oksitetrasiklin, amoksisilin, tetrasiklin ve florfenikol gibi antibiyotiklere kars1
duyarli olduklari, gentamisin ve sulfametoksazol+trimethoprim gibi antibiyotiklere karsi
ise direngli olduklar1 saptanmistir. Bunun yan1 sira ayni bakterilerin siprofloksasine karsi
%68, penisiline karst %33, enrofloksasine kars1 ise %40 ve eritromisine kars1t %12’sinin

direng gosterdigi saptanmistir (Tiire ve Savas,2010).



1.2.7. Koruma ve Kontrol

Lactococcus garvieae etkeninin bir ¢iftlige girisini engellemek igin koruyucu
onlemler almak gerekir. Baliga elle miidahalenin minimuma indirilmesi, 6li ya da hasta
baliklarin hemen uzaklastirilmasi, erken teshis, stok yogunlugunun diisiik tutulmasi, alet ve
ekipmanlarda hijyene dikkat edilmesi ve kaliteli yem kullanimi alinmas1 gereken en 6nemli
tedbirlerdir. Balik tanklarinin periyodik temizligi alet ve ekipmanin formaldehit, kloramin-
T, hidrojen peroksit ve potasyum permanganat gibi dezenfektanlar ile dezenfeksiyonu
etkenin yayilmasinin engellenmesi i¢in faydalidir (De Kinkelin vd., 1991; Romalde vd.,
2004). Ayrica etkenin girisini engellemek amaciyla tesise yumurta ve yavru balik
giriglerinin kontrol altina alinmas1 ve hastaliktan arindirilmis saglik sertifikali yumurtalarin
alinmas1 gereklidir (Oztiirk ve Altinok, 2014). Lactococcosisis’i kontrol altina almak igin
duyarli populasyon asilanabilir. Lactococcosis salgmnlar1 goriilen yerlerden alinan L.
garvieae izolatlar1 ile inaktive asilar gelistirilmistir (Eldar vd., 1995; Eldar vd., 1997).
Ispanya’da balik ciftliklerinde bu tip asilarla yapilan denemelerde asilanmus baliklardaki
mortalitenin asilanmamig istelik eritromisin ile tedavi edilen baliklarda ki mortalite
oranina oranla ii¢ kat daha diisiik oldugu gozlenmistir (Prieta vd., 1993). Son yillarda farkli
mineral yaglar ile adjuvantli asilar gelistirilmistir. Bu asilarin asilamadan sonraki koruma
stiresinin diger asilara gore daha uzun oldugu saptanmistir (Vendrell vd., 2004; Ghittino
vd., 1999).

1.3. Proteinlerin Analizi ve Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) ve Western Blot (Immunoblotting)

SDS-PAGE proteinlerin analizi i¢in en ¢ok kullanilan, pahali olmayan, hizli ve
tekrarlanabilir bir yontemdir. Bu nedenle de kullanim alan1i son derece genistir.
Elektroforez, elektrik yiikli bir alanda iyonlarn gocli olayidir.  Proteinlerin
elektroforezinde, molekiiler kiitlesi, ortamin pH’1 ve proteinin anyon veya katyon olmasi
gibi ozellikleri nedeni ile farkli proteinler farkli gé¢ hizi gosterirler ve agirliklaria gore
hareket ederler (Stott, 1989). SDS-PAGE ydnteminde, proteinler anyonik deterjan olan
SDS ile reaksiyona girerek negatif yiiklii kompleksler olustururlar. Bu teknikte proteinler
denatiirasyona ugrayarak ti¢ boyutlu yapidan linear yapiya doniiserek poliakrilamid jelde

ayrilirlar  (Aslan vd., 2006). Bu yontem, proteinlerin molekiill agirliklarinin



belirlenmesinde, proteinlerin safliginin kontroliinde, tiirler aras1 benzerlik ve farkliliklarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Kompleks bir yontem olan “Western Blot”, protein karigiminin jel elektroforezi ile
ayristirildiktan  sonra uygun bir membrana transferini kapsar. Bakterinin ¢esitli
antijenlerine kars1 olusan antikor yamitin1 gdsteren bir “Immunoblotlama” yontemidir.
Protein spesifik olarak isaretli antikor veya antijenle reaksiyona girerek tanimlanabilir. Bu
yontem ile 6zel bir proteinin molekiiler agirligi bilgisi ve islenmis tiriinlerden izoformlarin
ayirimi miimkiindiir. Ayristirilan proteinlerin jellerden membranlara transfer yontemlerinin
gelistirilmesi, proteinlerin elektroforetik analizi i¢in yeni bir devir a¢ilmasina neden
olmustur. Immunoblotting ya da Western Blotting adi verilen bu immunokimyasal
yontemler bir membran iizerine sabitlestirilmis proteinleri tanimlamada, proteinlerin
biiyilikliigli, konsantrasyonu, konsantrasyon degisimleri, farkli gruplar arasindaki
konsantrasyonlarinin  karsilagtirllmasinda kullanilmaktadir. Proteinlerin  membranlara
transferi de “Western Blotting”olarak isimlendirilmistir. SDS-PAGE’den sonra jeldeki
proteinlerin membrana aktarilmasi i¢in kullanilan iki transfer yontemi vardir. Biri yari-
kurutma ile blotting (Semi-dry blotting) yontemi olup jel ve immobilize edilmis membran,
buffer ile 1slatilmis filtre kagitlar i¢inde tutularak 10-30 dakika akim gegirilmesidir. Digeri
ise 1slak (tank) blotting (Wet blotting) yontemi olup jel membran sandwich sisteminin
elektrotransfer i¢in transfer buffer i¢cine konularak en az 45 dakika ya da tiim gece boyunca
transfer isleminin devam etmesidir. Birinci asamasi olan SDS-PAGE ile elektroforeze tabi
tutulan proteinler transfere hazir hale gelirler. Bu asamadan sonra uygulanacak olan
Western Blot yonteminde ayrigsmaya tabi tutulan proteinlerin nitroseliiloza (ya da naylon
veya benzeri materyallere) transfer edilmesi daha sonra non-spesifik baglanmay: énlemek
icin membran tizerindeki protein baglanma kisminin bloke edilmesi ve ardindan transfer
edilmis ilgili proteine spesifik antikorun baglanmasindan sonra birinci antikora, enzim
isaretli ikinci antikorun baglanmasi son olarak enzim baglh kompleksin membrana uygun
enzim-substrat soliisyonu uygulanarak gosterilmesi seklinde siralamak miimkiindiir

(Altintas ve Yolasigmaz, 1997).



1.4. Gram-Pozitif Bakterilerin Hiicre Duvar Yapisi

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvar1 esas olarak tek tip bir molekiilden olusur ve
sert bir tabaka icerir. Bu tabaka bakterinin seklinin korunmasi, ¢evre sartlarina
dayanikliligini, fagositoza karst korunmasi ve bakterilerin liremesi i¢in boliinmesinde
baslangi¢ rolii oynar. Gram-negatif ve gram-pozitif bakterilerdeki sert duvar tabakasinin
kimyasal bilesimi ¢ok benzerdir. Peptidoglikan adi verilen bu polisakkarit N-
asetilglukozamin ve N-asetiimuramik asit olmak {izere iki tip seker tiirevi ve az sayida
0zgiil amino asit i¢erir. Bu amino asitler L-alanin, D-alanin, D-glutamik asit ve ya lizin ya
da diaminopimelik asittir. Bu yapilar birbirlerine peptid baglar1 ile (beta 1-4 glikozid)
baglanirlar ve tetrapeptidler arasindaki capraz baglar yapinin dayanikliligini saglar. Bu
capraz baglanma, farkli bakterilerde farkli 6l¢iilerde gergeklesir. Gram-pozitif bakterilerde
hiicre duvarinin %90 peptidoglikandan olusur bu tabaka ayrica teikoik asit, lipoteikoik
asit ve kompleks yapidaki polisakkaritleride icerir (Sekil 2). Protein yapida olan teikoik

asit ve lipoteikoik asit antijeniktir ve 6nemli viriilans faktorlerdendir (Arda, 1997).

Wall-associated Teichoic acid

protein
/X ) Lipoteichoic

acid

Peptidoglycan

Cytoplasmic
membrane

Sekil 2. Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari, (URL-2, 2013)
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1.5. Cahsmanin Amaci ve Onemi

Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciligi hayvansal iiretim ¢alismalar1 icinde onemini
kabul ettirmis ve hizla gelisen bir iiretim dali olmustur. Kiiltiir balik¢iliginin gelismesine
paralel olarak isletmelerde goriilen L. garvieae’nin neden oldugu salginlar yetistiriciligi
yapilan tiirler arasinda Onemli bir yere sahip olan gokkusagi alabaliginda tehdit
olusturmaktadir. Hastalik ilk kez Ege Bolgesi ve civarindaki isletmelerde goriildiikten
sonra kisa siirede her bolgeye ve Ozelliklede Karadeniz Bolgesi’ne yayilmis, %50’nin
lizerinde mortaliteye sebep olmustur. Bu caligsmada iilkemiz ve yurt disindan izole edilen
43 L. garvieae ve 1 adet Lactococcus lactis olmak tiizere toplam 44 bakteri izolatinin
toplam protein profillerinin karsilagtirilmasi ve antijenik protein profillerinin belirlenmesi

hedeflenmistir.

1.6. Literatiir Ozeti

Kiiltiir balik¢iliginin gelisimi ve yayginlagsmasiyla birlikte bulasict balik hastaliklar
da artmistir. Bu hastaliklardan kaynaklanan kayiplar1 azaltmak icin patojenlerinin teshisi,
tedavisi ve molekiiler metotlar ile ilgili yapilan calismalarda artmistir. Bakterilerin
teshisinde kullanilan en yaygin yontemlerin basinda biyokimyasal testler gelmektedir.
Klasik biyokimyasal testlerin yaninda API kitleri de kullanilmaktadir. Ancak kullanilan
API20 E, API20 NE ve API20 Strep gibi hazir kitler insan ve hayvan bakterilerine gore
ayarlandigindan baliklar gibi sogukkanli hayvanlardan izole edilen bakterilerin tesisinde
inkiibasyon sicakligina bagli olarak yanlis sonuclar vermektedir (Tiire, 2011).

Tiirkiye’de Lactococcus garvieae ile ilgili ilk ¢aligma Cagirgan (2004) tarafindan
yapilmistir. Bu ¢alismada alabaliklardan izole edilen 20 adet L. garvieae susu fenotipik
ozellikleri, serolojik 6zellikleri ve kapsiil olusumu yoniinden incelemistir. Tim suslar API
20 Strep, API50 CH ve klasik biyokimyasal testlerle tammmlanmistir. Izolatlar
karsilastirilmis ve biyokimyasal benzerlikleri ortaya koymustur. Kav vd. (2007), Konya
Bolgesi gokkusagi alabaligi ciftliklerinde Streptecoccosis etkeni olan L. garvieae nin
izolasyonu, tanimlama ve fenotipik Ozelliklerini belirlemeye c¢aligmislardir. API20 Strep,
klasik biyokimyasal yontemler ve polimeraz zincir reaksiyonu metodunu kullanarak elde
ettigi 30 saf kiiltiiriin homojen ve kapsiillii oldugunu ortaya koymuslardir. Bakteriyel balik

hastaliklarina sebep olan etkenlerin biyokimyasal olarak birbirine ¢ok yakin olmasi ve
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biyokimyasal testlerle suslar arasindaki iligkinin tam olarak ortaya konamamasindan dolayi
biyokimyasal tekniklerin yerine molekiiler teknikler kullanilmaya baslamistir.

Vela vd. (2000) Ispanya’daki salginlardan izole edilen L. garvieae izolatlari ile diger
iilke, kaynak ve ilk izolat1 karsilagtirmistir. RAPID ID 32, APIS0 CH gibi hazir kitler
kullanilarak yapilan fenotipik denemeler PFGE molekiiler metodu ile desteklenmistir.
Onemli bulgulara ulasilan bu calismada biyokimyasal metotlarin molekiiler metotla
desteklenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Tiire vd. (2014) klasik biyokimyasal testler, API20 Strep, PFGE ve ERIC-PZR
metotlarini kullanarak farkli bolgelerden izole edilen L. garvieae Suslarimi karakterize
ederek suslar arasindaki genetik bagi belirlemeye ¢aligmiglardir. Ayrica ayni yontemle
iilkemiz suslar1 ile yurt disindan elde edilecek suslar arasindaki genetik bagi ortaya
koymaya calismis ve Apal enzimi ile gerceklestirilen PFGE islemi sonucunda yakin
cografik alanlardan izole edilen suslarin benzer olduklar1 ve referans susun Ispanya suslari
ile benzer oldugunu bulmuslardir.

Molekiiler tekniklerden biri olan ‘Western Blot 6rneklerde bulunan bir¢ok protein
arasindan istenilen proteini tespit etmede kullanilmaktadir. Ayrica 6rneklerde istenilen
spesifik proteinin olup olmadigini, farkli 6rnekler arasinda istenilen proteinin miktarinin
karsilastirilmasi, farkli biyolojik kosullar altinda proteinin durumundaki degisimin
belirlenmesi ve farkli protein orneklerinde bagil protein miktarinit belirlemek igin
yapilmaktadir. Bu konuda bu bakteriyle yapilan ¢alismalar ¢ok sinirlidir.

Altun vd. (2007) 9 adet L. garvieae izolat1 kullanarak yapmis olduklar1 Western Blot
calismasinda izolatlarin hepsi birbirinin aynis1 30, 37, 40, 46, 52 ve 66 kDa protein bant
profili olusturdugunu belirlemislerdir. Yapilan bagka bir ¢alismada ise 40 kDa proteini
kodlayan genin glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) geni oldugu
belirlenmistir. Bu gen vektore klonlanip cogaltildiktan sonra tilapiyaya verildiginde
baliklar1 L. garviea enfeksiyonuna karsi 100%’e yakin korudugu bulunmustur (Tsai vd.,
2013). Lactococcus garvieae’nin bazi suslari kapsiillii bazilar1 da kapsiilsiiz olmasina ve
kapsiillii olan suglar kapsiilsiize nazaran daha viriilent olmasina ragmen, immunoglobulini
(Ig) baglayan baskin proteinler kapsiillii ve kapsiilsiiz suslarda ayni oldugu belirlenmistir
(Barnes vd., 2002).

Yine benzer bir calismada Morita vd. (2011) baliklarda 6nemli kayiplara neden olan
L.garvieae’nin virilans LG2 ve virllans olmayan ATCC 49156 genomlarinin

karsilastirmali analizlerini yapmis ve her iki susun biiyiik dl¢iide ortak oldugunu ancak
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LG2 iginde mevcut olan 16,5 kilo bazlik bir kapsiil kiimesi varligin1 ortaya koymaya

calismis ve sonugta kapsiillii suslarin 6nemli derecede viriilent oldugunu belirlemislerdir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bakteri Ornekleri

Bu calismada 2001-2014 yillar1 arasinda Ege ve Karadeniz Bolgesindeki ¢esitli
isletmelerden izole edilen 28 sus ile Ispanya, Italya ve Fransa’dan izole edilen 13 sus
kullanilmistir. Ayrica ¢alismada Japonya’dan izole edilen ATCC susu negatif kontrol ve
Ordu’dan izole edilen Persembe susu pozitif kontrol olmak tiizere toplam 43 adet L.

garvieae ve 1 adet Lactococcus lactis susu kullanilmistir (Tablo 1).

2.2. Bakterilerin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Derin dondurucuda (-80°C) stoklanan bakteriler ¢ogaltilmalari i¢in TSA’ya ekilmis,
25°C’de 24 saat inkubasyon sonunda olusturdugu koloniler renk, sekil ve parlaklik gibi
morfolojik Ozellikleri bakimindan incelenmistir. Farkli koloni morfolojisi gosteren
bakteriler yeniden TSA’ya ekilerek saflastirilmistir. Saf bakterilerin - morfolojik
ozelliklerinin belirlenmesi amaci ile gram boyama yapilmigs ve izolatlarin hareket
ozellikleri mikroskopta incelenmistir. Lactococcus garvieae izolatlarinin biyokimyasal
Ozellikleri daha once yapilan ¢alismada belirlendiginden (Tiire vd., 2014) bu calismada

tekrarlanmamuistir.

2.3. Antikor Eldesi

2.3.1. Deney Hayvanlarin Temini ve Bakim

Antikor iiretimi i¢in 3 erkek Yeni Zelanda tavsami (2,5-3 kg, 6 aylik) Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir.
Hayvanlarin bakimi ve antikor eldesi Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi
Arastirma Merkezine yapilmistir. Tavsanlarin on giin karantina stiresi dahil olmak {izere

deney siiresince bakimi veteriner hekim kontroliinde yapilmistir.



Tablo 1. Lactococcus garvieae Suslari, Izole Edildikleri Konakgilar, Yerler ve
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Yillar

No 1izolat/Sus Konake1 Izole Edilen Yer Yil

1 ATCC 49156 Sarikuyruk Japonya 1974
2 1684 Gokkusagi Ispanya 1997
3 2398 Gokkusagi Fransa 1998
4 8053 C/02 Gokkusagi Ispanya 2000
5 164 A/03 Gokkusagi Ispanya 2000
6 04/8782 FTPI Gokkusagi Ispanya 2001
7 04/8782 (532) Gokkusagi Ispanya 2001
8 04/8782 (498) Gokkusagi Ispanya 2001
9 Ma300 Kegi peyniri Italya 2001
10 M1 Gokkusagi Mugla 2002
11 M2 Gokkusagi Mugla 2002
12 A-58 Gokkusagi Italya 2002
13 04/8782 ITP109  Gokkusag Ispanya 2002
14 M3 Gokkusagi Mugla 2003
15 G-27 Sigir siitii Italya 2003
16  8740/03 Gokkusagi Ispanya 2003
17 PP60 Gokkusagi Italya 2004
18 L. lactis Sigir siiti Akdeniz 2005
19 216-6 Gokkusagi Rize 2007
20 Sider-17 Gokkusagi Rize 2008
21 AA Gokkusagi Rize 2008
22 512-8 Gokkusagi Rize 2008
23  AA-37 Gokkusagi Rize 2008
24 OME Gokkusagi Rize 2008
25 511-15 Gokkusagi Rize 2008
26 Pap 225-1 Gokkusagi Artvin 2008
27 636-16 Gokkusagt Glimiighane 2008
28 671-14 Gokkusagt Glimiighane 2008
29 670-20 Gokkusagt Glimiighane 2008
30 673-5 Gokkusagt Glimiighane 2008
31 399-18 Gokkusagi Artvin 2008
32 BB Gokkusagi Artvin 2008
33 IySfk. Gokkusagi Rize 2009
34  Mugla Gokkusagt Mugla 2009
35 235-16 Gokkusagi [zmir 2009
36 Serll4 Gokkusagi Trabzon 2009
37 AF-14 Gokkusagi Rize 2009
38 A30 Gokkusagi Rize 2009
39 K9 Gokkusagi Glimiishane 2010
40 Persembe Gokkusagi Ordu 2011
41 M4 Gokkusagi Mugla 2011
42  Trb Gokkusagi Trabzon 2011
43 1073/03C Gokkusagi Ispanya 2000
44 R-817 Gokkusagi Trabzon 2014
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2.3.2. Anti-Serum Uretimi i¢in Antijen Hazirlanmasi

Antikor tiretimi i¢in deniz kafesinde yetistiriciligi yapilan gokkusag: alabaliklarindan
izole edilen L. garvieae Persembe kullanilmistir. Bakteri ornekleri TSA’ya ekim
yapildiktan sonra 29°C’de bir gece inkubasyona birakilmistir. Inkubasyondan sonra
bakteriler BHI brota tekrar ekilerek 29°C’deki ¢alkalamali inkiibatérde 5 saat ¢ogaltilmis
ve spektrofotometrede (Shimadzu 2550) 630 nm’de bakteri yogunlugu 0,6 OD olacak
sekilde ayarlanmustir. Ornekler 4000 x g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant
dokiildiikten sonra PBS (Fosfat buffer saline) ile iki kez yikanmistir. Bakteriler 25 ml PBS
bulunan tiiplere alinarak 2 ml formaldehitte (%3’liikk formalin) 24 saat bekletilmistir.
Ornekler daha sonra 4000 x g’de 10 dakika santrifiij edilerek iizerlerine 25 ml PBS
eklenmistir. Spektrofotometrede 630 nm’de bakteri yogunlugu 1,4 (10° CFU/mI) olarak
ayarlanmig ve 6rnekler 0,5 mililitrelik tiiplere alinarak 4°C’de muhafaza edilmistir.

Antijen hazirlanmasi i¢in 3ml formaldehitle inaktif edilmis bakteri 6rnegi {izerine,
3ml Freund Complete Arjuvant eklenerek karistirilmistir. Veteriner hekim kontroliinde her
bir tavsanin kas i¢ine 1ml enjekte edilmistir (Sekil 3). Tavsanlara ikiser hafta araliklarla ti¢
benzer enjeksiyon uygulanmustir. ikinci ve iigiincii enjeksiyonda In Complete Arjuvant
kullanilmistir. Son enjeksiyondan iki hafta sonra kulak arkasi toplardamardan kan alinmis

ve serum temin edilmistir (Sekil 4). Kullanana kadar serum -80°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3. Formaldehitle inaktif edilmis L. garvieae ile Freund Complete
Arjuvantin karigtirilarak tavsanin kasina enjekte edilmesi
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Sekil 4.Tavsanlarin kulak arkasi toplardamarlarindan kan alinmasi

2.4. SDS-PAGE ve Western Blotta Kullanilan Cozelti ve Jellerin Hazirlanmasi

SDS-PAGE ve Western Blot yonteminde kullanilan g¢ozeltiler ve jeller Bio-Rad
Mini-Protein (katalog numarasi 165-800) el kitabinda belirtildigi gibi hazirlanmistir.

2.4.1. SDS-PAGE Elektroforez Soliisyonlari

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

14,6 g akrilamid ve 0,4 g N’N’-metilen-bis-akrilamid tartilarak karistirilmig DDI
(De iyonize su) H,0 ile 50 ml tamamlanmigtir. Hazirlanan soliisyon filtreden gegirilmis ve
4°C ‘de muhafaza edilmistir.

2.4.1.2. Sodyum Dodesil Siilfat (%10 SDS w/v)

5g SDS tartilarak DDI H,0O ile 50 ml tamamlanmaistir.
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2.4.1.3. Tris —HCI (1.5 M, pH 8.8)

9,1g Tris base tartilarak DDI H,O ile 50 ml tamamlanmis ve 4°C’de muhafaza

edilmistir.

2.4.1.4. Tris ~HCI (0.5M, pH6.8)

3g Tris base tartilarak DDI H,O ile 50 ml tamamlanmis ve 4°C’de muhafaza

edilmistir.

2.4.1.5. Sample Buffer

1,25ml 0,5M Tris base, 2,5ml gliserol, 0,2ul bromophenol blue ve 2ml SDS

karistirilarak hazirlanmis ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

2.4.1.6. Running Buffer (10X)

6,06g Tris Base, 2,8g glycine, 2g SDS karistirnllarak DDI H,O ile 200 ml’ye

tamamlanmis ve 1/9 oraninda seyreltilerek kullanilmistir.

2.4.1.7. Amonyum Persiilfat (%10 APS)

Giinliik 100 mg amonyum persiilfat tartilarak iizerine 1ml DDI H,0 eklenmistir.

2.4.1.8. Resolving Jel (Alt jel)

Alt jel %12’lik; 3,4 ml DDI H,0, 4,0 ml %30 Acrylamide/Bis, 2,5 ml Jel bufer, 0,1
ml %210 (w/v) SDS eklenerek hazirlanmistir. Jelin donmasini saglamak ig¢in 50 pl %10
APS ve 5ul TEMED eklenmistir.
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2.4.1.9. Stacking Jel (Ust Jel)

Ust jel %4°liik; 6,1 ml DDI H,0, 1,3 ml %30 Acrylamide/Bis, 2,5 ml Jel bufer, 0,1
ml %10 (w/v) SDS eklenerek hazirlanmistir. Jelin donmasin1 saglamak icin 50 ul %10
APS ve 10ul TEMED eklenmistir. Jel cam plaklar arasina konulduktan sonra iizerine hava

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

2.4.2. SDS-PAGE Jel Boyanmasi Iicin Giinliik Hazirlanmasi Gereken
Soliisyonlar

2.4.2.1. Fix/Stop Soliisyonu (100 ml)

10 ml glacial asetik asid iizerine 90 ml deiyonize su eklenerek c¢ozelti 100 ml’ye

tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti 4°C’de muhafaza edilmistir.

2.4.2.2. Staining Soliisyon (100 ml)

0,1g giimiis nitrata 0,15 ml formaldehit eklenerek ¢ozelti deiyonize su ile 100ml’ye

tamamlanmaistir.

2.4.2.3. Developer Soliisyonu (100 ml)

0,15 ml %37 formaldehit, 20 mg/mL sodyum tiyosiilfat, 3 g sodyum karbonat
karistirilmis ve ¢ozelti deiyonize su ile 100ml’ye tamamlanmaistir.

Boyama islemi bittikten sonra jelin resmi g¢ekilerek bantlarin analizi Bionumerics
Gelcompar II software’i (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak
yapilmistir.



19

2.4.3. Western Blot Soliisyonlari

2.4.3.1. Towbin Buffer (10X) (Transfer Tamponu)

Protein transfer tamponu 5,829 Tris, 2,939 Glycine, 3,759 %10 (w/v) SDS 800ml

DDI H,0 karnistirilarak hazirlanmis ve iizerine 200 ml methanol eklenmistir.

2.4.3.2. %5 BSA (Bloklama Soliisyonu)

5 g BSA 100 ml TBST (Tris-Buffer Saline ve Tween) igerisinde ¢oziilerek 4 °C’de

saklanmistir.

2.4.3.3. PBS, % 0.05 Tween 20

100 ml 10 x PBS ve 5 ml Tween 20 ¢oziilerek toplam hacim deiyonize su ile 1 L’ye

tamamlanmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

2.4.3.4. PBS, % 0.05 Tween 20, % 0.05 Triton X-100

100 ml 10 x PBS, 5 ml Triton X-100 ve 5 ml Tween 20 ¢oziilerek toplam hacim

deiyonize su ile 1 L’ye tamamlanmis ve oda sicakliginda saklanmistir.

2.5. Proteinlerin Analizi Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) ve Western Blot (Semi Dry Sistem)

2.5.1. Toplam Protein izolasyonu ve Miktarinin Belirlenmesi

Bakteri suglarmmin TSA’a ekimi yapilmis ve 29°C’de bir gece inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyondan sonra TSA’da ¢ogalan kolonilerden tek bir koloni almip 50
ml’lik santrifiij tiiplerinde 40 ml BHIB besiyeri bulunan tiiplere ekimi yapilmis ve 29°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra bakteriler Fosfat Buffer Saline

(PBS) ile 2 kez yikanmis ve bakteri yogunlugu spektrofotometrede (Shimadzu 2550)
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630 nm’de her bir sus igin 2 OD olacak sekilde sabitlenmistir. Ornekler 1,5 mI’lik tiiplere
aliarak santifiij edilmis ve siipernatantin 1ml’si atilmistir. Tiipteki 0,5 ml bakteri 6rnekleri
vortekslenmis ve bakteri hiicrelerinin hiicre duvarlarinin pargcalanmasi i¢in prob sonikator
cithaz1 (Bandelin HD2070, Berlin, Almanya) kullanilarak 6rnekler buz igerisinde 2 dakika
20 Watt giicinde sonikasyona tabi tutulmustur (Sekil 5). Sonikasyona tabi tutulan
orneklerin tlizerine 0,9 ml fosfat buffer ve 0,1ml %20’lik SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
eklenerek kaynayan suda 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra buz igerisinde sogutulan
ornekler 10000 x g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant alinmis ve -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 5.Bakteri hiicrelerinin prob sonikator cihazi ile pargalanmast

Jele yiiklenecek proteinlerin konsantrasyonlar1 ayni olmasi gerektiginden tiim protein
orneklerinin konsantrasyonlart BCA ( Protein Assay Kiti) (BioVison Incorp, California,
ABD) kullanilarak él¢iilmiistiir (Sekil 6). Olgiim kitin dnerdigi protokole gore yapilmis ve
orneklerin konsantrasyonunun belirlenmesinde 0 pg/ml (Blank) ile 2 000 pg/ml

konsantrasyonlar1 arasinda standartlar olusturulmustur.
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Sekil 6.Bakterilerin protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi

2.5.2.Toplam Protein Analizi icin SDS-PAGE Jel Hazirlanmas: ve Yiiriitiilmesi

Cam tabakalar dnce %70 etanol, sonra saf su ile temizlenmis ve oda sicakliginda
kurutulmustur. Uzun ve kisa camlar birlestirilerek jel hazirlama standina yerlestirilmistir.
Hazirlanan %12’°1lik jel karisimina polimerlesmeyi saglayacak olan TEMED ve APS
eklenmis, karisim kisa camin iist kismindan 1 cm agagisina gelecek sekilde camlar arasinda
hava kabarcigi birakmadan aktarilmigtir. Arta kalan jel baz alinarak polimerizasyonun
tamamlanip tamamlanmadig1 kontrol edilmistir.

Hazirlanan yiikleme jeli camlar arasinda kalan 1 cm’lik bosluga aktarilmis ve tarak
dikkatlice camlar arasma yerlestirildikten sonra polimerizasyon i¢in beklenilmistir.
Polimerizasyonun tamamlanmasindan sonra camlar tanktaki haznesine dikkatlice
yerlestirilmis tank sollisyonu belirtilen noktalara kadar doldurulduktan sonra tarak
kuyucuklara zarar vermeden ¢ikartilmis ve jel, Orneklerin yiiklenmesi i¢in hazir hale
getirilmistir (Sekil 7).

SDS-PAGE iki defa yapilmistir. {lk denemede bakterilerden izole edilen toplam
protein profilleri arasindaki benzerlik ya da farkliliklar1 belirlemek igin yapilmistir.
Elektroforez islemi Bio-Rad Mini-Protein jel elektroforezi kullanilarak yapilmistir (Sekil
8).

Hazirlanan jeller tanka yerlestirildikten sonra her bir 50 pl 6rnek 15 pl sample buffer
ile karistirildiktan sonra 15 pl 6rnek ve 3 ul protein marker kuyucuklara yiiklemistir.
Ornekler 125 Volt ve 41 mA’de 65 dakika yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi tamamlandiktan
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sonra, jeldeki bantlarin goriintiilenme i¢in giimiis boyama yapilmistir. Bu yontem Tablo
2’de gosterilen asamalar takip edilerek yapilmistir. Boyama islemi bittikten sonra jelin
resmi gekilerek bantlarin analizi Bionumerics Gelcompar II software’i (Applied Maths,
Sint-Martens-Latem, Belgium) kullanilarak yapilmistir. Farkli izolatlarin bantlari
arasindaki benzerlik, %2,5 tolerans ve %1 optimizasyon yapilarak Dice benzerlik katsayisi
ile hesaplanmistir. Kiimeleme analizi ilede dendrogram [unweighted pair-group method

with arithmetic mean (UPGMA)] olusturulmustur.

Tablo 2. Giimiis Boyama Y 6ntemi

Asama Soliisyon Siire
1 Fix/stop soliisyonu 30dakika
2 Deiyonize su 2dakika
3 1. adim 2 kez tekrarland1 2x2 dakika
4 Staining soliisyonu 30dakika
5 Deiyonize su 10saniye
6 Developer soliisyon (4-10°C) 45-60dakika
7 Fix/stop soliisyonu 10dakika
8 Deiyonize su 2dakika

2.5.3. Western Blot icin SDS-PAGE Jel Hazirlanmasi ve Yiiriitiilmesi

Yukarida agiklandigi gibi protein izolasyonu yapilan drnekler vortekslendikten sonra
20 pl ornek iizerine 5 pl sample buffer eklenmistir. Ornekler 100°C’°de 5 dakika
kaynatilmis ve 2 saniye santrifiij edilmistir. Kuyucuklara 10 pl 6rnek ve 5 pl marker
yiiklenmistir (BioRad 15 X kuyu igin). Ornekler 80 Voltta (500mA, 150W) 10 dakika
yiiriitiildiikten sonra 110 Voltta 1,5 saat yiiriitiilmiistiir (Sekil 8).



23

Sekil 7.SDS-PAGE ig¢in jellerin hazirlanmasi

Sekil 8.Hazirlanan bakteri 6rneklerinin jelde yiiriitiilmesi

2.5.3.1. Membranin Blotlanmasi ve Proteinin Immiinokimya ile Goriintiilenmesi

Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra camlar spatula yardimiyla ayrilarak jel
cikartilmis ve jelin atik kisimlari (yiikleme jeli, jelin kenar kisimlar1 gibi) kesilip atilmistir.
Jelin sag alt tarafi isaretlemek amaciyla hafifce kesilmis ve jel membranin iistiine uygun
bir bicimde yerlestirilmistir. Sandvi¢ olusturulduktan sonra tiim hava bosluklarinin
giderilmesi i¢in yuvarlak bir silindir ile hafif basin¢ uygulanmistir. Blotlama i¢in 4 tane
ince Watmann kagidi kullanilmistir. Blotlama 35 Voltta (500mA, 150W) 1 saat
yiritilmistiir (Sekil 9).
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Blotlama igin hazirlanan 10 ml blotlama soliisyonu 50 ml falkon igerisinde, oda
sicakliginda 1 saat roller mikserde inkiibasyona birakilmistir. Blotlanan membran, daha
once hazirlanmis olan birinci antikor/blotlama (1:1000) solusyonu igerisinde roller mikser
tizerinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Birincil antikor inkiibasyonundan sonra
membran 3 defa 10’ar dakika TBST icerisinde ¢alkalayici iizerinde yikanmaistir.

Daha sonra membran birincil antikorlara uygun ikincil antikor 1/10000 oraninda
eklenmis ve %1’lik BSA igerisinde roller mikserde 1 saat oda sicaklifinda inkiibe
edilmistir. Bu inkiibasyondan sonra membran tekrar 3 defa 10’ar dakika TBST igerisinde
calkalayici iizerinde yikanmistir. Ugiincii yikamadan sonra membran kurumasi saglanmis
ve temiz bir kaba aktarilmistir. Immiinokimya ile saptamak i¢in hazirlanan 1 ml ECL
soliisyonu ile muamele edilmistir (1-2 dKk), (Sekil 10). Bu asamadan sonra ChemiDoc (Bio-
Rad) olusan fragmentlerin resimleri ¢ekilmistir ve alinan her bir fotograf icin maruz kalma
stiresi (exposure time) kaydedilmistir. Maruz kalma siiresi bantlarin kalitesine gore
ayarlanmigtir. Goriintiileme yaklasik 5-6 saniye siirmiistiir.

Tavsanlardan elde edilen antikorlarin L. garvieae’ya 6zgii olup olmadigi ya da bagka
bakterilerle reaksiyona girip girmedigini belirlemek i¢in Enterobacter cloacae, Aeromonas
hydrophila, Pseudomonas fluoresencens, Yersinia ruckeri, Vibrio fluvialis, P. putida,
Vibrio anguillarum, Vibrio parahemaliticus’dan da protein izolasyonu yapilarak Western

Blot yapilmustir.

Sekil 9.SDS-PAGE’densonra proteinlerin jelden mebrana aktarilmasi



25

Sekil 10.Membrana aktarilan proteinlerin antikor/blotlama (1:10000) solusyonu
icerisinde roller mikser {izerinde calkalanmasi ve TBST ile yikama
islemi



3. BULGULAR

Bu ¢alisgmada SDS-PAGE ve Western Blot kullanarak 43 adet L. garvieae susunun
toplam protein profilleri ve antijenik profilleri karsilastirilmistir. Literatiir bilgilerine gore
ATCC 49156 susu aviriilent karakterde olup L. garvieae Persembe susu ise laboratuvarda
yapilan viriilentlik denemelerinde en viriilent sus olarak belirlendi ve bu sus tavsanlardan

antikor elde etmek i¢in kullanildi.

3.1. SDS-PAGE Profilleri

Ulkemizdeki farkli bolgelerden ve diinyanin farkli iilkelerinden izole edilen ve L.
garvieae oldugu biyokimyasal testler ve PZR ile tanimlanan 43 izolatin toplam protein
izolasyonu yapildiktan sonra SDS-PAGE teknigi kullanilarak suslar arasindaki benzerlikler
karakterize edilmistir (Sekil 11).

SDS-PAGE L.garvieae izolatlarinin genotiplendirilmesi amaciyla yapilmistir.
Calismada 43 adet L. garvieae ve 1 adet L. lactis olmak tizere toplam 44 farkli susun
genetik benzerlikleri karakterize edilmistir. Bunun sonucunda L. garvieae nin yayilimi
hakkinda daha derin bilgi edinilmistir. SDS-PAGE jel elektroforezine tabi tutulduktan
sonra glimilis boyama ile boyanan jelde, olusan bantlarin yeri ve sayis1 kiyaslanmigtir.
Bantlarin boyutlarina bagli olarak olusan bant farkliliklar1, L. garvieae nin farkli tiplerini
ortaya koymaktadir. SDS- PAGE sonucuna gore bakterilerin olusan protein bantlarinin
boyutu 8 ile 140 kDa arasinda olusmasina ragmen suslar arasinda ki degisken bantlar 17 ile

48 kDa arasindaki bantlarda gortiilmiistiir.
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Sekil 11. Bazi suslarin  toplam protein fragmentlerinin SDS-PAGE’de
yuritiildiikten sonra giimiis nitrat ile boyanmasiyla fragmentlerin
boylar1 ve goriiniimleri
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Sekil 12.Toplam proteinlerin dendogrami
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Lactococcus garvieae susunun toplam protein profillerinin SDS-PAGE’de analizi
sonucu 7 ile 17 arasinda farkli fragmentler olusarak 6 adet farkli kiime belirlenmistir (A-F)
(Sekil 12). Bu sonuglara gore suslar arasinda benzerlik oranlarinin diisiik oldugu tespit
edilmistir (< %40). A kiimesi iki alt kiimeden olusmakta olup, Al alt kiimesi %55,8+5.,9
benzerlik oraniyla Ispanya ya ait 5 sus ile Dogu Karadeniz’e ait 4 sustan olusmaktadir.
Mugla (M1) Izmir (235-16), ATCC ve Italya (A58) suslar1 %57,8+1,8 benzerlik oraniyla
A2 kiimesini olusturmustur. Al ile A2 arasindaki benzerlik ise %53+8°dir. B kiimesi en
bliyiik kiime olup 3 alt kiimeden olugsmaktadir. Bu kiimede 17 sus bulunmakta olup, bir
adet Mugla susu (M4)’nun yaninda Dogu Karadeniz’den izole edilen suslarla beraber 3
adet Ispanya susu mevcuttur. Ayrica Fransa (2398) susu tek basina B kiimesinin bir alt
kiimesini olusturmaktadir. Bu kiimedeki suslarin birbirleriyle benzerlik oranlari
59,943,9’dur. A ile B kimeleri arasindaki benzerlik oram1 da %52+7,9 olarak
belirlenmistir. C kiimesi sadece Mugla (M2) susundan olusmaktadir. Bu kiimenin diger ilk
iki kiimeyle olan benzerlik orani ise %49,4+4,5’dur. Ispanya (8782), Mugla (M5), Ordu
(Persembe), Rize (Sider17), Mugla (M3), Artvin (399-18) ve Rize (AF-14) suslari
%56,6+3,8 benzerlikle D kiimesinde bulunmaktadirlar. E kiimesinde Giimiishane (676-5)
ve Trabzon (Serl14) susu bulunmakta iken italya M300 susuda tek basma F kiimesini
olusturmakta olup diger suslarla olan benzerlik orant %38,9+5,3 olarak tespit edilmistir

(Sekil 12).

3.2. Western Blot

Bu calismada formaldehit ile inaktif hale getirilmis Persembe susuna karsi antikor
tretimi i¢in 3 farkli tavsan kullanilmistir. Tavsanlardan elde edilen serumun immiin
yanitint gérmek amaciyla yapilan deneme c¢alismasinda Persembe ve ATCC susulari
kullanilmus, 3 farkli tavsandan alinan antikorlar karistirilarak 1/50, 1/250 ve 1/1000 olmak
tizere 3 farkli titrasyon uygulanmistir (Sekil 13).
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Titrasyon oranlari
1/1000 1/250 1/50 1/1000 1/250 1/50

Sekil 13.Farkli antikor titrasyonu sonucu Western Blot yapimindan
sonra L. garvieae suslarinin goriintiisii (24 saniye). Kolon 1-
3 L.garvieae Persembe ve kolon 4-6 L.garvieae ATCC

Elde edilen sonuglara gore tavsanlarin immuno yanit verdigi ve L.garvieae izolatlarin
arasinda viriilant ve viriilant olmayan susun benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Mavi okla
gosterilen bantlar sadece Persembe susunda mevcutken, kirmizi okla gosterilen bantlar

sadece ATCC susunda goriilmiistiir. (Sekil 13).

3.3. Farkhi Suslarmantijenik Ozelliklerinin Persembe ve ATCC Susu ile
Karsilastirilmasi

3.3.1. Orneklerin Karsilastirilmasi

L.garvieae'nin Persembe susuna karsi tavsanlar tarafindan iretilen antikorlar
kullanilarak bu sus ile diger 42 farkli susun karsilastirilmasi Western Blot teknigi ile
yapilmistir. Negatif kontrol literatiirde non-viriilent olarak kabul edilen ATCC susu, pozitif
kontrol olarak ise viriilent olan Persembe susu kullanilmistir. Dolayisiyla 6rnekler ATCC
(-) ve Persembe (+) suslarinin bant paterni ile karsilastirilmis benzeyen ve benzemeyen
olarak smiflandirilmistir. Bu karsilastirma sonucunda 25 ile 75 kDa seviyeleri arsinda
farkli bantlar goriilmiistiir. Ayrica 37-50 kDa seviyesi arasinda degisken bir bant
gbzlemlenmistir (Sekil 14).
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Sekil 14.L. garvieae suslarin ve L. lactis’in Western Blot goriintiileri

Yapilan Western Blot ¢alismalarinda, fragmentlerin boylarina gore 29 sus pozitif (+)
kontrole (Persembe) benzeyen paterne sahip bantlar gosterirken, 8 susda ise negatif (-)
kontrole (ATCC 49156) benzer bantlar goriilmistiir. Diger 5 susda kontrol guruplarindan
farkli bantlar gozlemlenmistir (Tablo 3).
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Tablo 3. Lactococcus garvieae Suslarinin Profilinin Western Blotta
Persembe ve ATCC Suslari ile Karsilastirilmasi

Izolat Kaynak Patern

(1) ATCC 49156 Japonya )

(+) Persembe Ordu (+)

1 1684 Ispanya (-) Benzer

2 2398 Fransa Benzemeyen
3 Ml Mugla (+) Benzer
4 L.lactis Akdeniz Benzemeyen
5 AA Rize (+) Benzer
6 225-1 Artvin (+) Benzer
7 KO Glimiishane (+) Benzer
8 8053 C/02 Ispanya (+) Benzer

9 164 A/03 Ispanya (+) Benzer
10 04/8782 FTPI Ispanya (+) Benzer
11 04/8782 (532) Ispanya (+) Benzer
12 04/8782 (498) Ispanya (+) Benzer
13 04/8782 ITP109 Ispanya Benzemeyen
14 8740/03 Ispanya (+) Benzer
15 1073/03C Ispanya (+) Benzer
16  M300 Italya (+) Benzer
17 A-58 Italya (+) Benzer
18 G-27 Italya (+) Benzer
19 AF-14 Rize (+) Benzer
20 PP60 Italya (+) Benzer
21 M2 Mugla (-) Benzer
22 M3 Mugla (-) Benzer
23 M5 Mugla (-) Benzer
24 M4 Mugla (-) Benzer
25 216-6 Rize (-) Benzer
26 AA Rize (-) Benzer
27 512-8 Rize (-) Benzer
28 OME Rize (+) Benzer
29 511-15 Rize (+) Benzer
30 ISfk. Rize (+) Benzer
31 Sider-17 Rize (+) Benzer
32 399-18 Artvin (+) Benzer
33 BB Artvin (+) Benzer
34 636-16 Glimiishane (+) Benzer
35 671-14 Glimiishane (+) Benzer
36 670-20 Glimiishane (+) Benzer
37 673-5 Glimiishane (+) Benzer
38 235-16 [zmir (+) Benzer
39 R-817 Trabzon Benzemeyen
40 Serll4 Trabzon Benzemeyen
41 Trb Trabzon (+) Benzer
42  Ard30 Rize (+) Benzer
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3.3.2. ATCC ve Persembe Susunun Farkh Bakteri Tiirleriyle Karsilastirilmasi

Elde edilen serumun Ozgiinligini kontrol etmek amaciyla 11 farkli bakteri
kullanilmigtir.  Yapilan degerlendirme sonucunda Enterobacter cloacae ve A.
hydrophila’da (+) kontrole benzeyen patern goriiliirken diger bakterilerde ise ¢ok zayif
non-spesifik baglanmalar goriilmiistiir (Sekil 15). Deney sonucunda tavsanlardan elde

edilen serumun L. garvieae’a 6zgiin oldugu dogrulanmustir.

M () (¢#) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
75_.—-
50 -

—-——
37-

———
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15-

e i
10 -

Sekil 15. Western Blotta L. garvieae antikorunun diger bakterilerle olan
reaksiyonu. M: Marker, (-) ATCC, (+) Persembe, 1: Enterobacter
cloacae, 2: Aeromonas hydrophila, 3: Pseudomonas fluoresencens, 4:
A. hydrophila, 5: Yesinia. ruckeri, 6: Vibrio fluvialis, 7: P.
fluoresencens, 8: P. putida, 9: Vibrio anguilarum, 10: Vibrio
parahemaliticus, 11: A. hydrophila



4. TARTISMA

Lactococcus genusu biinyesinde yedi tiir barindirmakta olup, bunlar; L. lactis, L.
garvieae, L. piscium, L. plantarum, L. raffinolactis, L. chungangensis, ve L. fujiensis (Cai
vd., 2011). Bu tiirler arasinda sadece L. garvieae baliklar i¢in patojen olup, hemorajik
septisemiyaya neden olmaktadir. Ayn1 zamanda L. garvieae hem insanlardan hem de
hayvanlardan izole edildiginden hem veteriner hemde insan tibbinda Klinik agidan giderek
artan bir dneme sahip zoonozpatojen olarak kabul edilmektedir. L.garvieae’nin patojenik
mekanizmast ¢ok iyi anlagilamamasma ragmen, yapilan c¢alismalar hiicre yiizeyinde
bulunan polisakkarid bir kapsiiliin baliklarda hastalik olusturma faktorlerinden biri
oldugunu gostermistir (Aquilanti vd., 2007). Bu dayanak viriilent L. garvieae suslarinda
kapsiill bulundugu ve viriilent olmayan hatta avirlilent suslarda ise kapsiil
bulunmamasindan kaynaklanmaktadir (Aquilanti vd., 2007; Kawanishi vd., 2007). Bu
caligmada Western Blot yapmak ig¢in tavsanlarda liretilen antikor viriilent L. garvieae
Persembe susuna karsi gelistirilmistir. Yapilan farkli calismalarda kapsiile rastlanirken
bazilarinda da rastlanmamistir. Klasik boyama yontemiyle yapilan ¢alismada L. garvieae
Persembe susunda zayif bir kapsiil oldugu belirlenirken, L. garvieae ATCC 49156
susunda kapsiile rastlanmamistir. Genetik olarak kapsiilin varligina bakildiginda ise
calisilan higbir bakteride beklenen 17,322 baz ¢ifti uzunlugunda amplifikasyon olmazken
747 baz cifti uzunlugunda amplifikasyon olmustur. Bu sonuca gore de tiim c¢alisilan L.
garvieae suslar1 kapsiilsiiz denebilir. 17,322 bazlik amplifikasyon zor oldugundan belkide
amplifikasyon yapilamamis olabilir. Sonraki ¢alismalarda amplifikasyon iizlinii birka¢ bin
bazi gegmeyen spesifik primerler kullanilarak kapsiil geninin varligi miiltipleks PZR ile
belirlenmelidir.

Lactococcus garvieae’nin viriilentligi kapsiiliin varligina baglidir. Barnes vd. (2002)
yaptiklar1 calismada gokkusagi alabaliklarinda hastaliga sebep olan bakteri suglar1 arasinda
antijenik profillerinin immiinolojik giicline gore farkliliklarii belirlemek ayrica L.
garvieae’nin kapsiillii ve kapsiilsiiz suslarinin viriilansligini incelemek amaciyla Japonya,
Ispanya ve Kanada’dan 5 adet L. garvieae ve 1 adet Vibrio anguillarum susu kullanarak
yaptiklart Western Blot ¢alismasinda izolatlarin baskin proteini 52 kDa seviyesinde baskin
bir protein varligin1 ortaya koymuslar ve immunoglobulini (Ig) baglayan baskin

proteinlerin kapsiillii ve kapsiilsiiz suslarda ayni oldugu belirlenmistir. Kapsiil varliginin
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oneminin vurgulandig1 calismada kapsiillii Ispanya suslarmin yiiksek derecede mortaliteye
sahip oldugu, ATCC Japonya susunun sadece bir balik 6ldiirdiigii ve kapsiilsiiz Japonya
susunun ise hi¢ balik 6ldiirmedigi belirlenmistir.

Lactococcosis bir¢ok balik tiiriinii etkileyen sistemik bir balik hastaligidir. Hastaligin
birgok tilkede goriildiigli ve yiiksek mortaliteye neden oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
Avrupa’nin farkli {ilkelerinde, aragtirmacilar hastaligin epidemiyolojisi ile ilgili ¢ok sayida
arastirma yapmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda hastaliktan korunmak i¢in antibiyotik
kullanilmis ve ticari asilar gelistirilmistir. Asilar genellikle inaktif asilar oldugu i¢in sadece
enjeksiyonla baliklara verildiginde koruma saglamistir. Immersiyon ya da yemle oral
olarak verildiginde koruma saglamamaktadir. Diger taraftan da hastaligin tedavisinde
eritromisin yaygin olarak kullanildigindan, L. garvieae bu antibiyotige karsi direng
kazanmaya baslamistir. Karadeniz Bolgesi’nde hastalik bir baraj gdliinde ilk ortaya
ciktiginda izole edilen L. garvieae 20 mg eritromisin’e kars1 hassas iken, son yillarda asiri
antibiyotik kullanimindan dolayr bakterinin hassasiyet derecesi 120 mg eritromisine
cikmistir. Cevre kirliliginin 6nlenmesi adina antibiyotik kullanimini azaltacak ve mevcut
asilara nazaran daha koruyucu asilarin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu baglamda subunit
asilar gelistirilebilir. Elde edilen veriler 1s18inda ve yapilan karsilastirma sonucuna gore 25
ile 75 kDa seviyeleri arasinda farkli bantlar goriilmistiir. Ayrica 37-50 kDa seviyesi
arasinda degisken bir bant gozlemlenmistir ve bu bandin viriilans proteinleri tasidigi
diistiniilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen bir diger degisken ve baskin proteinlerin hangi
gen tarafindan kodlandig1 belirlenerek subunit as1 ¢aligmalarinda kullanilabilir.

Tavsanlardan elde edilen serumun immiin yanitin1 gérmek amaciyla yapilan deneme
calismasinda Persembe ve ATCC susulart kullanilmistir, 3 farkli tavsandan alinan
antikorlar karigtirilarak 1/50 1/250 ve 1/1000 olmak iizere 3 farkli titrasyon uygulanmustir.
On denemelerde bakteriler saflastirrlmadiginda ve total protein miktarlar1 esit olarak
yiikklenmediginde Western Blotta non-spesifik baglanmalar oldugu goriilmiistiir. Bu tiir
istenmeyen baglanmalarin engellenmesi i¢in asil ¢alismada bakteriler saflastirilmis ve her
bir susun protein miktar1 dlciilerek esit miktarda kullanilmistir. Ayrica elde edilen serumun
Ozglnligiinii  kontrol etmek amaciyla 8 farkli bakteri tirli kullanilmis, yapilan
degerlendirme sonucunda Enterobacter cloacae ve A. hydrophila’da pozitif (+) kontrole
benzeyen patern goriliirken diger tiirlerde kayda deger non-spesifik baglanmalar

goriilmemistir. Bu baglanmalarin da poliklonal proteinlerden kaynaklanan baglanmalarin
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oldugu diistiniilmektedir. Deney sonucunda tavsanlardan elde edilen serumun L. garvieae’a
6zglin oldugu dogrulanmistir.

Altun vd. (2007) gokkusagi alabaliklarinda immiinolojik yaniti incelemek ve bakteri
suglar1 arasinda antijenik profillerinin immiinolojik giiciine gore farkliliklarin1 belirlemek
icin Tiirkiye, Ispanya ve Ingiltere’den dokuz adet L. garvieae izolat: kullanarak yaptiklart
Western Blot ¢alismasinda izolatlarin 30, 37, 40, 46, 52 ve 66 kDa protein bant profili
olusturdugunu belirlemislerdir. Ancak bu bantlarin kalitesi oldukga diisiik olup nonspesifik
baglanmalar s6z konusudur. Yapilan bu ¢alismada ise yogun sinyal veren bant sayis1 iki ile
lic arasindadir ve daha once yapilan ¢aligmayla uyumlu en fazla 30 ve 37 kDa protein
band1 olusmustur. Bu calismada elde edilen antikorlar diger bakterilerle kros reaksiyona
girmemislerdir. Altun vd. (2007) yapmis olduklari Western Blot ¢aligmasinda L. garvieae
disinda baska bakteri kullanmadiklarindan kullandiklari antikorun kros reaksiyon verip
vermedigi belli degildir.

Proteinlerin analizi i¢in en fazla kullanilan yontemlerden birisi SDS-PAGE olup
proteinlerin karakterizasyonunda ve karsilastirilmasinda kullanilan bir yontemdir (Altintas
ve Yolasigmaz, 1997). Izole edilen bircok susun birbirleriyle karsilastirilmasi, suslar
arasinda ayrimi gelistirmek ve suglarin teshisinin dogrulugunu ispatlamak zorunlulugunu
giindeme getirmistir. Siniflandirmaya yonelik ilk c¢aligmalar genelde morfolojik ve
biyokimyasal karakterizasyon temel alinarak yapilmustir. Ozellikle fenotipik o6zellikler
suslarin ayrimi i¢in yeterli olmadigindan degisik metotlar gelistirilmistir (Bager vd., 1991).
Mikrobiyal sistematikte protein jel elektroforezi, 6zellikle ayni tiirler veya alt tiirlere ait
suslarin hiicresel proteinlerin karsilastirilmast ve ayrimi ig¢in hassas bir teknik olarak
yillardir kullanilmaktadir (Nick vd., 1999).

Bu caligmada L. garvieae izolatlarinin genotiplendirilmesi amaciyla SDS-PAGE
metodu optimize edilerek kullanilmistir. Bu ¢alismada benzerlik orani diisiik bulunan L.
garvieae suslar1 toplam protein analizinde 6 kiimede 36 protein tipi olusturmustur. Birinci
kiimede 13, ikinci kiimede 12, dordiincii kiimede 7, besinci kiimede 2, iiglincii ve altinci
kiimede bir kiimede toplanmistir. Bu da suslar arasinda 6nemli heterojenitenin oldugunu
gostermektedir. Benzerlik oranlar diigiik bu izolatlarin farkli yerlerden elde edilmesi ve
bakteri suslarinin mutasyon ve benzeri bazi olaylar sonucu genetik yapilarinda degisiklik
olabilecegini akla getirebilir. Protein profillerinin degerlendirmesinde, 8 Ispanya susunun
genel olarak A, B ve D kiimesinde bulundugu tespit edilmistir. italya susu ise A ve F

kiimesinde bulunmaktadir. F kiimesinde de Italya M300 tek basina bulunmaktadir ve diger
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suslara oldukca uzak genetik mesafede durmaktadir. Bunun nedeni de bu susun kegi
peynirinden izole edilmesinden kaynaklaniyor olabilir.

Lactococcus garvieae iilkemizde ilk defa Ege B6lgesi’nden izole edilmesine ragmen,
alabalik yetistirilen diger bolgelere de yayilmistir. Bu yayilimin ana nedeni ¢iftlikler arasi
ve bolgeler arasi kontrolsiiz balik transferidir. Ciinkii SDS-PAGE toplam protein profiline
bakildiginda Tiirkiye’den izole edilen bakteriler ile yurt disindan izole edilen bakterilerin
ayni ve karisik kiimelerde olmasi bu bakterilerin birbirleriyle genetik olarak yakin

olduklarii gostermektedir.



S5.SONUCLAR

Lactococcosis birgok iilkede yiiksek mortaliteye sebep olmustur. (Austin, 1999)
Lactococcus garvieae’nin isletmelerde meydana getirdigi kayiplari azaltmak igin
patojenlerinin teshisi, tedavisi hakkinda arastirmalar yapilsada hastaligin yayilimim
engellemek ve suslar arasindaki epidemiyolojik iliskinin belirlenmesi bakimindan
tilkemizde yapilan ¢aligmalar yetersizdir.

Son zamanlarda molekiiler metotlar ile ilgili yapilan c¢alismalar daha giivenilir
sonuclar vermistir. Bu amagla bu ¢aligmada {ilkemizdeki farkli bolgelerden ve diinyanin
farkli iilkelerinden izole edilen ve L. garvieae oldugu biyokimyasal testler ve PZR ile
tanimlanan 43 izolatin toplam protein izolasyonu yapildiktan sonra SDS-PAGE teknigi
kullanilarak izolatlarinin genotiplendirilmesi, suglarintoplam protein izolasyonu yapilarak
belirlenmis ve benzerlikler karakterize edilmistir.

Cogaltilan bantlarin yogunluguna bagli olarak olusan bir ya da daha fazla bant farki,
farkli tiplerini ortaya koymaktadir. SDS- PAGE sonucuna gore L. garvieae suslari 8 ile
140 kDa arasinda 17 ile 48 kDa ‘da degisken bantlar goriilmiistiir. Lactococcus garvieae
susunun toplam protein profillerinin SDS-PAGE’de analizi sonucu 7 ile 17 arasinda farkl
fragmentler olusarak 6 adet farkli kiime belirlenmistir (A-F). Bu sonuglara gore suslar
arasinda benzerlik oranlarmin diisiik oldugu tespit edilmistir (< %40). italya M300 susuda
tek basma F kiimesini olusturmakta olup diger suslarla olan benzerlik orant %38,9+5,3
olarak tespit edilmistir.

Izolatlar aras1 benzerlik oranlarmin diisiik olmasi bu izolatlarin ¢ogunun birbirine
uzak alanlardan elde edilmesi ve bakteri suslarinin mutasyon ve benzeri bazi olaylar
sonucu genetik yapilarinda degisiklik olabilecegini akla getirebilir. Bu tarz genetik kokenli
olaylar antibiyotik kullanimin1 smirlandirarak bakteri ile miicadeleyi giiglestirmekte,
dolayist ile etkenin yayilmasini kolaylastirmaktadir.

Ayrica bakterinin hastalifa neden olan spesifik proteinleri Western Blot metodu ile
arastirllmis ve calismada Ispanya, Italya, Fransa, Japonya suslari ile Tiirkiye nin cesitli
bolgelerinden izole edilen suslar kullanilmistir. Bu metoda gore izolatlar pozitif kontrole
benzeyenler, negatif kontrole benzeyenler ve her ikisinden farkli olanlar olmak iizere 3
gruba ayrilmigtir. Japonyadan izole edilen ve non- viriilent oldugu bilinen ATCC 49156
referans susuna Ispanya (1684), Mugla (M2, M3, M1, M4) ve Rize (216-6, AA. 512-8)
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suslarmin benzedigi; Trabzon (R-817, Serl4/deniz) , ispanya (04/8782 ITP109), L. Lactis
ve Fransa (2398) suslarmin referans suslardan farkli oldugu diger suslarin ise viriilans
oldugu bilinen Persembe susuna benzedigi ve toplam suslarin 29’nun (+) kontrole,
8’nin (-) kontrele benzedigi 5’nin ise farkli paternde bantlara sahip oldugu goriilmiistiir.
Yapilan karsilastirma sonucunda 37-50 kDa seviyesi arasinda degisken bir bant

gbzlemlenmis ve bu bandin viriilans proteinleri tasidig1 diistiniilmektedir.



6. ONERILER

Su tirlinleri yetistiriciligi, hizla gelisen ve diinya besin gereksiniminin énemli kismini
karsilayan temel bir sektordiir. Gergeklesen yogun yetistiricilik faaliyetleri sonucunda
hastaliklarin ortaya ¢ikmasi iiretimi sinirlandiran en 6nemli sorunlarin basinda gelmektedir.
Ayrica hastaliklarin tedavisinde kullanilan asilar genellikle inaktif asilar oldugu i¢in sadece
enjeksiyonla baliklara verildiginde koruma saglamistir immersiyon ya da yemle oral olarak
verildiginde koruma saglamamaktadir. Diger taraftan, tedavide kullanilan antibiyotige
kars1 L. garvieae diren¢ kazanmaya baslamis ve hastalik yayilmaya baslamistir. Bu
baglamda farkli bolgelerden elde edilen bu suslarin protein profillerinin belirlenmesi,
toplam protein profillerinin karsilagtiritlmas1 ve antijenik genlerinin kodladigi protein
profillerinin belirlenmesine yonelik yapilan bu tez calismasi Onemli sonuglar ortaya
koymaktadir.

Bu sonuglar 1s1g8inda, su iirlinleri yetistiriciligi yapan isletmelere, konu ile ilgili
bilimsel calismalar yiiriiten arastirmacilara ve yeni yasal diizenlemelere katk1
saglayabilecek Oneriler agagidaki gibi siralanabilir.

1. Western Blot metodu ile antijenik genlerinin kodladigi immunodominat
proteinin sonraki ¢aligmalarda ileri karakterizasyonu yapilabilir ve bu genlerin
nerelerde lokalize oldugu belirlenebilir.

2. Calismada tesbit edilen immunodominat protein genleri klonlanarak,
rekombinant olarak {retilip deney hayvanlarmma verilip hayvanlardan
monoklonal antikor iiretilebilir.

3. Bu calisma sonucunda immunodominant olarak baskin oldugu diisiiniilen protein
genetik olarak mutasyona ugratilip viriilanshigin bu genden kaynaklanip
kaynaklanmadigina bakilabilir.

4. Balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi gelisen direng
ileride bakteriyel hastaliklarin tedavisinde zorluklar yasanacagini gostermektedir
bu nedenle hastaliklarla miicadelede koruyucu subunit as1 ¢calismalar1 yapilabilir.

5. Yapilan calismalarda viriilanshigin kapsiil geniyle iligkili oldugu belirtilse de
yaptigimiz ¢aligmalara gore baliklarda hastalik yaptigi bilinen L.garvieae’da
kapsiile rastlanmadigir goriildii. Yeni calismalarda hastaligin kapsiil geniyle

iliskisi incelenebilir.
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Sonraki caligmalarda amplifikasyon {iriinii birka¢ bin bazi ge¢meyen spesifik
primerler kullanilarak kapsiil geninin varligi miiltipleks PZR ile belirlenmelidir.
Lactococcus garvieae susalar1 arasinda benzerlik oranlari diisiik izolatlarin farkli
yerlerden elde edilmesi, bakteri suslarinin mutasyon ve benzeri bazi olaylar
sonucu genetik yapilarinda degisiklik olup olmadigini akla getirmektedir. Bu
neden de suslarin genetigi arastiririlip karsilastirilabilir.

Lactococcus garvieae ve benzeri hastalik etmenlerinin yayilmasinda en 6nemli
etken olan balik hareketlerinin miimkiinse Tarim Bakanlig1 ya da {iniversiteler
kontroliinde olmalidir. Biiyiik ¢apta iiretim yapan isletmeler sertifikalandirilmali
ve diger ireticiler hastaliktan sertifikali yavru ve yumurta alimi konusunda
bilgilendirilmelidir.

Yetistiriciler, iiretimdeki en 6nemli maddi kayip nedenlerinden biri olan balik
hastaliklar1 konusunda bilingli olmali, biinyesinde ya da yakininda ki uzmanlar
ile iletisim halinde olmalidir.

Benzer c¢alismalar mortalitesi yliksek diger balik hastaliklarinda da

uygulanmalidir.
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