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Gokkusagi alabah@inda karsilasilan bazi1 bakteriyel hastalik
etkenlerinin hizh teshisi

Ozet

Bu ¢aligmada, PCR yontemi ile gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) hastaliga
neden olan bes farkli patojenin (Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydophila, Yersinia
ruckeri, Flavobacterium psychrophila ve Renibacterium salmoninarum) hizli teghis
edilebilmesi i¢cin besyiiz elli balik doku (solungag, bébrek, agiz, deri ve yiizgeg) drneginden
direk olarak elde edilen saf DNA’lar kullanilmigtir. Calismamizdaki balik hastalik etkenlerini
tespit edebilmek i¢in bes farkli hedef gen bélgesi (gryA, p57, ompTS, n-DNA ve YER)
kullanilmig ve bunlarin PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Sonug¢ olarak, hastaliklara
neden olan etken bakteriler, dokulardan izole edilen DNA’lardaki hedef genlerin PCR
methodu kullanilarak tespit edilmesiyle 3-4 saat igerisinde tanimlanmstir.

Anahtar kelimeler: PCR, Balik hastaligi, Gokkusag: alabaligi

Rapid detection of some bacterial diseases in rainbow trout

Abstract

In this study, we used five hundred fifty different tissue samples (gill, kidney, mouth, skin and
finn) to detect five pathogens (Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydophila, Yersinia
ruckeri, Flavobacterium psychrophila ve Renibacterium salmoninarum) in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) with using direct PCR methods. Five targeted genes (gryA, p57,
ompTS, n-DNA and YER) have been chosen to detect the causative agents of diseases. As a
result, five infection agents of rainbow trout were identified and determinated within 3-4
hours time by using direct PCR from fish tissues, without any microbiological examination
methods.
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Giris

Ulkemiz, alabalik yetistiriciliginde Avrupa’ da ilk siralarda yer almaktadir
(TUIK, 2017). Yetistiriciliginin istenilen diizeyde gelismesi ve iilke
ekonomisine katki saglanmasi baliklarin uygun kosullarda yetistirilmesi,
hastaliklardan korunmasi ve gerekli Onlemlerin alinmasi gibi faktorlere
baghdir. Yetistiricilikte hastalik etkenlerinin neler oldugunu belirlemek igin
gecmiste ve halen kullanilan klasik yontemlerden bazilari mikrobiyolojik
tanimlama, biyokimyasal, immiinolojik veya histopatolojik  test
yontemleridir (Diler, 2000). Bu sekildeki konvansiyonel tanimlama
yontemleri ¢ok zaman harcayan ve yiiksek emek gerektiren metotlar olmasi
sebebiyle daha avantajli alternatif ve modern metotlarin aranmasini zorunlu
kilmistir.  Literatiire bakildiginda aragtirmacilarin  genetik yontemleri
kullanarak baz tiirlerde ¢alismalar yaptig1 goriilmektedir. Orn: Aeromonas
bakterisinin balik dokularinda olusturdugu hemolizden sorumlu oldugu
diisiiniilen aerosin ve hemolisin genleri PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyon)
yontemi kullanarak tespit edilmistir (Uma vd., 2010). 16S rRNA ve 23S
rRNA gibi baz1 diger belirteg genleri kullanilarak hastalik yapan bakteriler
tiir bazinda karakterize edilmistir (Murcia vd., 2005).
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Balcazar vd. (2007) yaptiklar1 arastirmada ise balik
dokularindan alinan 6rneklerde A.salmonocida tespiti
icin RT-PCR ve cDNA teknolojisi kullanarak
bakterileri teshis etmistir. Yeh wvd. (2006)’ nin
yaptiklari bir aragtirmada 16S rDNA geni kullanilarak
F.columnare bakterisi tespit edilmistir. Gibello vd.
(1999) alabalikta aroA geni ve PCR kullanilarak
Y.ruckeri  varhigmt  gostermislerdir.  Salmonlarda
bakteriyel =~ bobrek  hastaligina  neden olan
R.salmoninarum tarafindan sentezlenen ekstraseliiler
protein geni (msa) Rhodes vd., 2004) ve p57 geni
kullanilarak genotipleme c¢alismasi gerceklestirilmistir
(Powell vd., 2005).

Bu caligmada, gokkusagi alabaliglr isletmelerinde
bakteriyel enfeksiyonlara neden olan A.salmonicida,
A.hydophila, Y.ruckeri, F.psychrophila ve
R.salmoninarum’un mikrobiyolojik yontemler
kullanilmadan, enfekte balik dokularindan direk olarak
saflastirilan  bakteriyel DNA’larda, hedef genlerin
(gryA, p57, ompTS, n-DNA ve YER) PCR ile
belirlenmesine dayali, tiire 6zgiil, dogru ve hizl tespiti
gercgeklestirilmistir.

Materyal ve metot

Orneklerinin  toplanmas1  ve kontrol bakteri

suslarinin iiretimi

Calismada kullanilacak balik o6rnekleri 2012-2014
tarihleri arasinda Kemer (Mugla) bolgesinde faaliyet
gosteren Alabalik igletmelerinden toplanmustir. Steril
pamuklu 6rnek cubuklar ile farkli enfekte dokulardan
alinmig 6rnekler, 1mL’lik fosfat tamponu (PBS) (145
mM NaCl, 8.7 mM Na2HPO4, 1.2 mM NaH2PO4, pH
8.0) igeren eppendorf tiiplerine konulup, Akdeniz
Universitesi Su  Uriinleri  Fakiiltesi, Arastirma
Laboratuvarina getirilmistir ve +4°C’de muhafaza
edilmistir. Kontrol bakteri suslar1 olarak A.salmonicida
ATCC33658, A.hydophila ATCC7966, Y.ruckeri
ATCC29473, F.psychrophilum NCIMB1947 ve
R.salmoninarum ATCC33209 kullanmilmustir. Kontrol
suslarmin rutinde iiretilebilmeleri igin Austin ve Austin
(2007)’de belirtilen ortam ve kosullar uygulanmustir.
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DNA  saflastirilmasi,  primerler ve PCR

optimizasyonlari

Tim enfekte dokulardan PBS tamponu igerisinde
labaratuvara transfer edilen orneklerin DNA’larin
saflagtirllmas1 i¢in Qiagen DNA extraction Kiti
(Qiagen, USA) kullanmilmigtir ve saflastirma kit
manueline gore gergeklestirilmistir. PCR analizleri i¢in
Tablo 1’ de verilen ileri ve geri primer setleri; ompTS
primeri i¢in Khushiramani vd. (2007), YER primeri
icin Roozbahani vd. (2009), gyrB primerleri igin
Hidalgo vd. (2008) referanslarindaki diziler modifiye
edilerek yeniden dizayn edilmis ve ticari
araciliglyla  saglanmigtir.  Tim PCR
labaratuvarimizda yapilan c¢alismalar ile optimize
edilmistir ve reaksiyon tiliplerinin igerisine 12.5ul
10xPCR tamponu, 7.5ul 20mM MgCl;, 10mM 12.5ul
uygun ileri ve geri primerleri, 10mM 20ul dNTP
karisimi, 0.5pl (1U) Taq polimeraz enzimi (Thermo,
USA) ile toplamda 50ul hacme distile su ile
tamamlanmigtir. Bu karisimlar PCR tiiplerine esit
olarak paylastirilmistir. Uzerine DNA’lar1 ilave edilmis
ve termal dongli cihazinda (Techne, USA)
cogaltilmistir. A.salmonicida tespitinde gyrA geni PCR
protokolii; 20 dongi, 95°C, 30sn denatiirasyon,
63°C’de 30sn baglanma, 72°C, 30sn uzama ve 5dk son
uzama olacak sekilde gerceklestirilmistir.
A.hydrophila’da ompTS geni PCR protokolii ise 30
dongii, 94°C, 1.5dk denatiirasyon, 62°C’de 30sn
baglanma, 72°C, 1.5dk uzama ve 7dk son uzama olacak
sekilde gergeklestirilmistir. F.psychrophilum tespitinde
n-DNA geni PCR protokolii; 35 dongi, 94°C, 1dk
denatiirasyon, 62°C’de 1dk baglanma, 72°C, 5.5dk
uzama ve 7dk son uzama olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Y.ruckeri tespitinde YER geni PCR
protokolii; 30 dongii, 94°C, 30sn denatiirasyon,
62°C’de 30sn baglanma, 72°C, 30sn uzama ve 5dk son
uzama olacak sekilde gergeklestirilmistir.
R.salmoninarum tespitinde p57 PCR protokold; 35
dongii, 94°C, 1dk denatiirasyon, 62°C’de 1dk
baglanma, 72°C, 2.5dk uzama ve 10dk son uzama
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Gen tirtinleri %1°lik

firma
islemleri

agaroz jelde (Amplichem, Almanya) yiiriitilmiis ve
10mg/ml ethidium bromide (Sigma, USA) ile boyanip
UV transliiminator ile (DNR, USA) goriintiilenmis ve
fotograflar ¢ekilmistir.
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Tablo 1. Primer listesi ve dizileri
Table 1. Primer list and sequences
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No Bakteri Adi

Gen Adi Primer Adi Primer Sekansi (5'-3")

Biiyiikliik (bg)

1 Ahydrophila ompTS ompTS-f 5-GCAGTGGTTTATGACAAAGACG-3 1008
ompTS-r 5-TTAGAAGTTGTATTGCAGGGC-3

2 Asalmonicida gyrA Asg-1 5-TGGCATGGAACATTCCTCCT-3 760
Asg-2 5-GTCGCCTGCTTTTTCCAGCA-3

3 Y.ruckeri YER YER8-F 5- GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3 575
YER10-R  5-GAAGGCACCAAGGCATCTCTG3

4 F.psychrophilum n-DNA FP1-f 5-GTTAGTTGGCATCAACAC-3 971
FP3-r 5-ACACTGGCAGTCTTGCTA-3

5 R.salmoninarum p57

G-6481-F 5-GCGCGGATCCAAAATAAAAAAAATTTTAGCGCTG3 410

G-6480-R  5-GCGCGGATCCTTG GCAGGACCATCTTTGT-3

Bulgular
Klinik bulgular

250 adet enfekte balik 6rneklerindeki klinik bulgular;
viicut Uzerinde, i¢ organlarda ve agiz ¢evresinde
lezyonlar, {iilser ve yanik benzeri hemorajiler, agiz
icinde kizarikliklar, solungaglarda renk solgunluk,
nekroz olusumlari, sivi birikimi seklinde gozlenmistir
(Sekil 1).

PCR bulgular:

Alabalikta hastaliga neden olan 5 farkli enfeksiyon
etkeni, bu bakterilerde bulunan hedef genlerin PCR ile
cogaltilmasiyla tespit edilmis ve dogru buyiikliikteki
gen lrilinleri agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 2).
A.hydrophila bakterisi i¢in ompTS hedef geni (1008
be), A.salmonicidia bakterisi igin gryA geni (760 bg),
Y.ruckeri bakterisini i¢in YER geni (575 bg),
F.psychrophilum bakterisini teshis igin n-DNA geni
(971 bg) ve R.salmonarium bakterisini i¢in ise p57 geni
(410 bg) tek tek PCR ile dogrulanmis ve tespit
edilmistir.

Sonug ve tartisma

Ulkemizin alabalik yetistiriciliginde Avrupa’da ulagtigi
seviyeyi koruyabilmesi ve siirekliligini saglayabilmesi
igin yetistiriciligin uygun kosullarda gerceklestirilmesi,
baliklarin  hastaliklardan ~ korunmasi1 ve  gerekli
onlemlerin alinmasi gibi faktdrlere baglidir. Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciliginde hastaligin kisa siirede teshisi,
etkili hastalik kontrolii ve hizla 6nlemin alinmasi biiyiik
ekonomik kayiplarin Onlenmesi agisindan oldukca
onemli ve gereklidir. Alabalik g¢iftliklerde hastaliklari

tespit edebilmek i¢in kullanilan tanisal igleyis; hasta
baligin laboratuvara getirilmesi, etken bakterilerin ayri
besi ortamlarina ekilmeleri, bunlarin 3 giin ile 3 hafta
arasinda {iiretimi, mikroskopik olarak incelenmesi
ve/veya biyokimyasal testlerin yapilmasi seklindedir
(Austin ve Austin, 2007).

Molekiiler biyoloji teknolojileri kullanarak etken
bakteriyi iiretmeden DNA’sindaki niikleik asit dizinin
tespitine dayanan PCR yontemi ile, izole edilip
iiretilebilen veya iiretilemeyen, az sayida bulunan canli
veya cansiz hiicreler saptanabilmektedir (Chu vd.,
2005). Ayrica bu yontemle, tek seferde birden fazla
hastalik etkeni ayni anda, ¢ok daha hizli ve diisiik
maliyet ile tespit edilebilmektedir (Cerro vd., 2002).
Calismamizda gokkusagir alabalik isletmelerinden
toplanan 250 baliktan toplamda 550 farkli enfekte doku
(solungag, bobrek, agiz, yiizge¢ ve deri) Ornegiden
bakteriyel genomik DNA’ lar ve 5 kontrol bakterisinin
DNA’s1 izole edilmistir.
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Sekil 1. Enfekte alabalikta A. Deride lezyon ve hemoraji, B.
Gozde ekzoftalmus ve hemoraji, C. Solungagda hemoraji,
D.Y{iizgegte hemoraji.

Figure 1. Infected Rainbow Trout A. Skin lesions and
hemorrhage, B. Exophthalmus and hemorrhage in eye, C.
Hemorrhage in the gills, D. hemorrhage in the fin

Sekil 2. PCR sonuglart. MM: DNA belirteci A.1. A.hydrophila ve 2-3-4-5 baliktaki ompTS gen iiriinleri. B. 1. A.salmonicidia ve 2-3-4-5
baliktaki gryA gen iriinleri C.1. Y. ruckeri ve 2-3-4-5 baliktaki YER gen iiriinleri D.1.F.psychrophilum ve 2-3-4-5 baliktaki n-DNA gen

drinleri. E.1.R.salmonarium ve 2-3-4-5 baliktaki p57 gen tirtinleri.

Figure 2. PCR results. MM. Molecular marker. A. ompTS gene products 1. A.hydrophila and 2-3-4-5 in fish. B. gryA gene products 1.
A.salmonicidia and 2-3-4-5 in fish C. YER gene products 1. Y. ruckeri and 2-3-4-5 in fish D. n-DNA gene products 1. F.psychrophilum and
2-3-4-5 in fish. E. p57 gene product 1. R.salmonarium and 2-3-4-5 in fish.

Caligilan tiim hedef genlerin tespitinde direk dokudan
ve referans susdan izole edilen iki farkli DNA
orneginde PCR islemleri gerceklestirilmistir
A.hydrophila bakterisinin teshisinde hedef gen ompTS-
dis membran geni  kullamilmigtir. 1008  bg
biiytikligiinde 50 adet hedef gen triini A.hydrophila
pozitif olarak gozlenmistir. Literatiirde A.hydrophila
bakterisinin teshisi i¢in farkli enterotoxin genlerinin
(act, alt ve ast) ve hemolizin yapimindan sorumlu
aerolysin geninin varligiba bagli yapilan PCR
calismalar1 mevcuttur (Kingombe vd., 2010; Chu vd.,
2005). Calismamizda 1008 bp uzunlugundaki hedef
gen bulgusu Khushiramani vd. (2007) yaptiklar
calisma sonuglar1 ile desteklenmektedir. kinci etken
bakteri olan A.salmonicidia’ y1 teshis edebilmek igin

gryA gen bolgesi kullanilmigtir. 760 bg biiytkligiinde
43 adet hedef gen iriinii A.salmonicidia pozitif sonug
vermistir. A.salmonicida alt tiirlerinin
filogenisi veya tiir belirlenmesi igin 16S rDNA geni
(Murcia vd., 2005), fstA geni (demir reseptdr) (Hidalgo
vd., 2008) ve vapA geni (Gustafson vd., 1992) gibi
farkli genlerle yapilmis caligmalar bulunmaktadir.
Calismamizda DNA giraz enzimini kodlayan gryA
geni, primer uzunlugu ve 3’-5’
literatiirde yer alan diger gen bolgelerinden ¢ok farkli
dizide oldugu bilinen bdolgeler secilmistir. Bu diziler
hem tekli hem de daha sonraki ¢alismalarda ¢oklu PCR
acisindan uygun

Literatiirde

primer dizilisi

icin c¢apraz sonu¢ vermemesi
bulunmustur. Arastirmamizda iiclincli olarak tanisini

koymak istedigimiz etken bakteri Y.ruckeri’dir. Bu
26



bakteriyi teshis edebilmek ic¢in hedef YER geni
kullanilmistir. PCR sonrasi dogru biiyiikliikte cogaltilan
29 hedef gen iiriinleri agaroz jelde goriintiilenmis ve
Y.ruckeri pozitif oldugu bulunmustur. Literatiire
bakildiginda Y.ruckeri ile ilgili 5-enolpurivil-3-fosfat
sentetazi kodlayan aroA geni (Yugueros vd., 2001)
ilgili c¢alismalar mevcuttur. Bizim PCR amplicon
bulgumuz olan 575 bg¢ Roozbahani vd. (2009)
tarafindan  kullanilan ~ 16SrRNA  YER  geni
amplifikasyonu ile benzerlikler gostermektedir. Bir
diger hastalik etkeni F.psychrophilum bakterisinin
teshisini yapabilmek i¢in n-DNA hedef gen olarak
kullanilmigtir. PCR yapilmis ve 971 bg biiyiikliigiinde
cogaltilan n-DNA gen agaroz jelde
gorlintiilenmistir ve bakteriyel etken 73 adet PCR
iiriinliinde pozitif olarak tanimlanmigtir. Calismamizda
F.psychrophila tamisinda  kullandigimiz 971  bg
uzunlugundaki n-DNA gen bolgesiyle, Onuk vd. (2010)
yaptig1 calismada kullanilan FP gen uzunluklarinin
benzer, fakat primer dizilerinin farkli oldugu
goriilmiistiir. Son olarak R.salmonarium’un teshisi igin
ise p57 geni kullanilmistir. 2 farkli DNA Orneginde
(direk doku ve pozitif kontrol bakterisi) ayr1 ayr1 PCR

urinleri

yapilmistir ve 410 bp biiyiikligiinde ¢ogaltilan 21 adet
hedef p57 gen bolgesinin diriinleri agaroz jelde
goriintillenmis bu bakterinin tanimlamasi yapilmstir.
Miriam vd. (1997) Atlantik salmonlarda bakteriyel
bobrek hastaliginin teshisi i¢in bu ¢alismada kullanilan
pS57 protein antijen genini kullanmiglar, ancak daha
kiigiik bir bolgeyi amplifiye etmislerdir.
caligmamizda g¢ogaltilan bolge 80 bg¢ daha uzun olup

Bizim

tekli PCR i¢in daha uygun oldugu tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak, bu calismada konvansiyonel tani
yontemlerine kiyasla daha avantajli ve hizli olan (3-4
saat), tiire 6zgiin duyarlilikta, es zamanli yapilabilen,
maliyeti diisiik ve bakteriyel Uretim gerektirmeden
direk dokudan izole edilebilen DNA’lar ile PCR
yontemi kullanilarak bes bakteriyel etmenin tanisi
gergeklestirilmistir. Bu metotoloji kullanilarak ileride
gelistirilecek tam kitleri ile balik populasyonundaki
riskleri takip etmek, yonetebilmek ve ¢iftliklerde hizh
hastalik tespiti yapilarak kisa zamanda Onlemlerin
alinmasini saglamak ac¢isinda yararli olacaktir.
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