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OZET

TURKIYE’DE PATOJENIK Yersinia enterocolitica iZOLASYONU
VE In Vivo KOSULLARDAKI LIPOPOLISAKKARIT
GENLERININ EKSPRESYONU

BOZCAL, Elif
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Atag UZEL
2. Danisman: Prof. Dr. Mikael SKURNIK
Mayis 2015, 138 sayfa

Yersinia enterocolitica Tiirkiye’de ¢ok nadiren karsilasilan gida kaynakli bir
patojendir. Bu ¢alismada Tiirkiye nin izmir bolgesinden toplanan cesitli insan,
domuz ve cevresel Ornekler farkli kiiltivasyon ve zenginlestirme metotlar
kullanilarak Y. enterocolitica varligi agisindan test edilmistir. Toplam olarak
dokuz adet patojenik Y. enterocolitica susu izole edilmistir; 5 sus domuz diskis1
ve giibre orneklerinden, 4 sus ise atik su drneklerinden saptanabilmigtir. Diger
taraftan, diyare teshisi konulmus 102 hastanin digski 6rneklerinden ve korfez,
kanal, belediye havuz ve g¢esme suyu olmak tizere 12 6rnekten Y. enterocolitica
suslar1 izole edilememistir. Dokuz adet Y. enterocolitica susunun biyokimyasal
ve serolojik karakterizasyonu sonucu suslarin ii¢ farkli biyoserotipe ait oldugu
ortaya konulmustur: 4/0:3, 2/0:9 ve 2/0:5,27. Saptanan Y. enterocolitica suslari;
ystA, ystB, yadA, virF/lcrF ve ail virulens faktorlerine 6zgii PCR ve fenotipik
patojenite analizlerine dayandirilarak patojen olarak belirlenmislerdir. Izmir
bolgesinden; domuz ve atik su 6rneklerinde, patojenik Y. enterocolitica suslarin
tespit edilmesi Y. enterocolitica suslarinin halk sagligi i¢in potansiyel risk

oldugunu gostermektedir.

Lipopolisakkarit Y. enterocolitica suslar1 i¢in en énemli viriilens belirte¢lerinden
biridir. Sicaklik Y. enterocolitica suslarinin ¢ogu serotipinde olmasa bile birgok
viriilens  faktor genlerinin regiilasyonunu saglamaktadir. Dolayist ile
lipopolisakkarit genlerinin in vivo kosullardaki regiilasyonunu anlamak; konak ve

patojen arasindaki etkilesimin ¢oziilmesine yardimci olacaktir. Reporter genler,
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ilgili promotorlarin kontrolii altinda analiz edilecek bir proteini kodlayan genlerin
transkripsiyonunu endirekt olarak anlamak i¢in kullanilmaktadir. Bu kapsamda, Y.
enterocolitica O:3 serotipine ait lusiferaz reporter suslart dizayn edilmistir.
Oncelikle lusiferaz substrat biyosentezini ydneten luXCDE genlerini igeren YeO3-
LuxCDE susu olusturulmustur. Daha sonra lusiferaz kodlayan luxAB kasedi
YeO3-LuxCDE genomuna, O-antijen ve outer core gen bdlgelerinin
promotorlarmin akisasagi bolgesine yerlesecek sekilde eklenmistir. /n vitro
kosullarda, outer core reporter susu, oda sicakligina gére 37°C’de daha fazla ifade
olurken, O-antijen reporter susunun ise oda sicakliginda daha fazla ifade
edilmektedir. Balb/c fare modelleri bu reporter suslar ile outer core ve O-antijen
genlerinin enfeksiyon sirasinda hangi dokularda ifade oldugunu belirlemek igin
enfekte edilmislerdir. Olgiimler IVIS spektrum cihaz1 ile yapilmis ve
enfeksiyonun 5. giline kadar endirekt MRNA ifadesi gozlemlenmistir. Enfeksiyon
sonrasinda outer core ve o-antijenin Ozellikle sindirim sisteminde aktif olarak
ifadesinin gerceklestigi ve 5. giin sonrasinda reporter suslarmin kemik iligine

kadar yayildiklart gézlenmis ve LPS’in patogenezdeki 6nemi vurgulanmustir.

Anahtar sozciikler: Yersinia enterocolitica, domuz giftligi, atik su, LPS, diyare,

PCR, LuxCDABE, IVIS spektrum, Outer core, O-antijen, in vivo gen ifadesi



ABSTRACT

ISOLATION OF PATHOGENIC Yersinia enterocolitica IN TURKEY
AND EXPRESSION OF LIPOPOLYSACCHARIDE GENES In Vivo

BOZCAL, Elif

PhD Thesis, Biology Department
Supervisor: Prof. Dr.Atac UZEL
Co-Supervisor: Prof. Dr. Mikael SKURNIK
May 2015, 138 pages

Yersinia enterocolitica is a food-borne pathogen that is very rarely encountered in
Turkey. In this work, several human, porcine and environmental samples
collected from Izmir region in Turkey were examined for the presence of Y.
enterocolitica using different cultivation and enrichment methods. A total of nine
pathogenic Y. enterocolitica strains were isolated; five strains from pig stool and
manure samples and four strains from waste water samples. On the other hand, no
Y. enterocolitica was isolated from human diarrheal stool samples (n=102) and
from 12 gulf, canal, municipal pool and well water samples. Biochemical and
serological characterization of the 9 Y. enterocolitica strains revealed that they
belonged to three different bioserotypes: 4/0:3, 2/0:9, and 2/0:5,27. All the
strains were deemed pathogenic based on based on ystA, ystB, yadA, virF/IcrF and
ail virulence factors specific PCR and phenotypic pathogenicity analysis.
Detection of pathogenic Y. enterocolitica strains from the pig and waste water
samples from the Izmir region indicates that Y. enterocolitica is a potential risk for

public health.

Lipopolisaccharide is one of the most significant virulence determinants of Y.
enterocolitica strains. Temperature regulates most if not all virulence factor genes
of Y. enterocolitica including lipopolysaccharide and working of the expression of
LPS genes in vivo during infection is essential to get understanding and solving
on the interactions between a bacterium and host. Reporter genes are used to
monitor transcription indirectly by inserting genes that encode an assayable

protein under the control of promoters of interest. In our project, we constructed



luciferase reporter strains of Y. enterocolitica serotype O:3. We first constructed a
strain  YeO3-LuxCDE where the luxCDE genes direct the biosynthesis of
luciferase substrate. Then the luciferase-encoding luxAB cassette was introduced
into the YeO3-LuxCDE genome fused downstream of the O-antigen and outer
core gene cluster promoters. While the outer core reporter strain was expressed at
37°C than at room temperature, the O-antigen reporter strain was expressed at
room temperature than 37°C. Balb/c mice were infected by these reporter strains
to determine in which tissues the luxAB genes were expressed during infection.
The measurements were done by IVIS spectrum and indirect mMRNA expression
was screened until 5. days of post-infections. The outer core and O-antigen were
expressed in intestinal system especially followed by the infection and it was
observed that the reporter strains spread even bone marrow after 5. days-post

infection and the importance of LPS was emphasized in pathogenesis.

Keywords: Yersinia enterocolitica, pig farm, wastewater, LPS, diarrhea, PCR,
LuxCDABE, IVIS spectrum, Outer core, O-antijen, in vivo gene expression
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1. GIRiS

Gram negatif bir bakteri olan Yersinia enterocolitica, Yersinia genusuna ait ve
oldukga genis bir dagilim gosteren zoonotik ve 6nemli patojendir. Enterobacteriaceae
familyasina dahildir ve insan i¢in onemli Y. enterocolitica disinda iki tiirii daha
bulunmaktadir: bunlar, veba etkeni olan Yersinia pestis ve tiberkiloz etkeni Yersinia
pseudotuberculosis’dir. Ayrica, patojen olmayan bir¢ok tiirii de bulunmaktadir (Efsa,
2007; Valentin-Weigand et al., 2014). insan patojeni olan tiirleri genellikle lenfoid
dokular tercih etmektedir fakat farkli rezervuarlar1 kullanarak insanlarda farkli klinik

semptomlara neden olmaktadirlar (Handley et al., 2004).

1960’11 yillarin basindan beri Y. enterocolitica, gelismekte olan iilkelerde 6nemli
bir yersiniosis etkeni olarak tanimlanmistir. Yersinyozis diinyanin bir¢ok bolgesinden
rapor edilmistir ve Y. enterocolitica en sik gozlenen (%91,0) Yersinia tirt olarak
belirlenmistir (Efsa, 2012). Kampilobakteriyozis ve salmonellosisden sonra Avrupa’da
en sik gozlenen Tgiincli gida kaynakli enteritidis etkeni olarak bilinmektedir
(Fredriksson-Ahomaa and Korkeala, 2003). Yersinyozis sonuglari ise akut enfeksiyon,
yalanci apandisit, reaktif arterit gibi oldukc¢a ciddi saglik problemleri olusturur ve bu
durum finansal problemlerin yani sira halk sagligini da riske atmaktadir (Nesbakken,
2013). Bu ytzden Y. enterocolitica suslarinin enfeksiyonunun 6nlenmesi igin, gida
zinciri gibi bulasma yollarina dikkat edilmesi ve olasit rezervuar kaynaklarimin

izlenmesi gerekmektedir.

Y. enterocolitica ve iliskili tiirlerin 70’den fazla serotipi, lipopolisakkarit (LPS)
tabakasimnin O-antijen yapisina gore gruplandirilmigtir. Patojenik Y. enterocolitica
suslar1 genellikle O:3, O:8, 0:5,27 ve 0:9 serotipleri ve 1B, 2, 3, 4 ve 5 biyotipleri
olarak gruplandirilmaktadir. Biyotip 1A grubu genellikle patojen degildir ve dogada
sucul ve hayvansal rezervuarlarda siklikla saptanmaktadir fakat Y. enterocolitica
suslarinin bazi 1A biyotiplerinin insanlarda klinik hastaliga sebep olduklar1 rapor
edilmistir (Drummond et al., 2012). Ayrica, Y. enterocolitica 1A suslar1 farkli
patojenik suslar ile iki farkli filogenetik iliski gostermektedir ve insan komplement

serumuna diren¢ gostermektedir (Sihvonen et al., 2012).



Patojenik Y. enterocolitica suslari insanlara fekal-oral yol ile bulagmaktadir.
Sigir, koyun, kiimes hayvanlari, balik, geyik, kiigiik kemiriciler, kediler ve kdpekler
gibi diger hayvan turlerinden patojenik suslar saptanmissa da, insanlarda enfeksiyona
neden olan patojenik Y. entercolitica suslarinin temel rezervuarini domuzlar
olusturmaktadir (Denis et al., 2011). Domuzlar patojenik Y. enterocolitica suslarinin
saglikli tasiyicilaridir 6zellikle 4/0:3, 2/0:5,27, 2/0:9 ve 1B/O:8 biyoserotipleri
siklikla domuzlarin agiz  boslugu, dil, diski ve bademciklerinden izole
edilebilmektedir. Y. enterocolitica ayrica sucul ve hayvansal rezervuarlarda oldukga
yaygin oldugundan dolayr su kaynaklarinin genel kontaminasyon sebebidir (Bottone,
1997). Y. enterocolitica ayn1 zamanda gol ve dere gibi dogal su kaynaklarindan vahsi
veya evcil hayvanlarin fekal kontaminasyonu sonucu da saptanabilmistir (Nesbakken,
2013; Steven L. Percival and Williams, 2014). Turkiye’de patojenik Y. enterocolitica
suslarinin gesitli kaynaklardan izolasyon ¢alismasi daha 6nce gergeklestirilmis ancak
patojenik suslarin insan, gida ve ¢evresel kaynaklardan rutin analizi yapilmamaistir.
Gida kaynakli Y. enterocolitica suslarinin izolasyonu amagli Tirkiye’de
gerceklestirilen iki ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan ilki; ¢ig sUt ve peynir
orneklerinden Y. enterocolitica suslarinin saptanmasidir (Yucel ve Ulusoy, 2006).
Digeri ise Ankara’da satiga sunulan tavuk eti Orneklerinden kiiltiirel ve
immunomanyetik yontemler kullanilarak Y. enterocolitica suslarmin saptanmasina

yonelik ¢calismadir (Mercanoglu ve Aytag, 2006).

Klinik olarak; yersiniosis etkeni olan Y. enterocolitica Istanbul’da tip I diyabet
hastasindan izole edilerek olgu sunumu olarak rapor edilmistir (Mert vd., 2011).
Akdeniz ve arkadaslari, Van ve yoresinde diski kiltlriinden Y. entercolitica
saptayabilmislerdir (Hayrettin Akdeniz ve Demirdz, 2001). Ayrica Elazig’da, Ozden
ve arkadaglar1 periton diyaliz tedavisi goren bir hastada Y. enterocolitica susu izole
etmislerdir (Ozden vd., 2012).

Avrupa, Amerika ve Cin ile karsilastirdigimizda domuz ¢ift¢iligi ve domuz eti
Uretimi Tarkiye’de birka¢c domuz ciftligi disinda yoktur. Tirkiye Gida ve Tarim
Bakanlig1 raporuna gore, su anda kayith 3 adet domuz ciftligi bulunmaktadir,
bunlardan iki tanesi Antalya’da ve bir tanesi ise izmir’dedir. Tiirkiye’de ¢esitli
kaynaklardan patojenik Y. enterocolitica insidansinin saptanmasina yonelik

caligmalarin yetersizliginden dolayi, Tiirkiye’deki yersiniosis riski belirsiz bir



durumdadir. Bu bilgiler 1sinda arastirmamizin birinci amact; yerSiniosis risk
potansiyelini saptamak igin Izmir’deki diyare hastalarinin digki drneklerinden, domuz
ciftligindeki domuz diskis1 ve giibresinden ayrica; korfez, kanal, havuz ve atik su
orneklerinden patojenik Y. enterocolitica suslarmin izolasyonu, tanilanmasi ve

molekuler karekterizasyonudur.

pYV plazmidi Y. enterocolitica suslarinin virulansinda olduk¢a 6nemlidir. Tip
I11 sekresyon sistemi, adezyon ve YadA gibi virllens belirteclerinin ifadesi ise pYV
plazmidi aracilig1 ile gerceklesmektedir. Kromozom aracili kodlanan viriilens
belirtecleri ise baglanma ve invazyon lokusu, invazin, Myf antijeni, YstA ve YstB
enterotoksini, lipopolisakkarit ve iircazdir (Biedzka-Sarek et al., 2005; Rakin et al.,
2015). Lipopolisakkarit (LPS), Gram negatif bakterilerde dis membran bilesenini
olusturmaktadir ve ii¢ ana kisimdan olusmaktadir: lipid A, outer-core ve O-antijen. O-
antijen, bakterinin hiicre ylizeyinde bulunan kompleks polisakkarit yapisidir ve sugtan
susa farklilik gostermektedir (Beczala et al., 2012; Chaput et al., 2013). Lipid A,
hekza- asetilenmis disakkarit; outer-core bileseni ise oligosakkarit yapisindan
olusmaktadir. Lipid A, en etkili bagisiklik reseptorii olan Toll-like Receptor (TLR4)
ile etkilesime girmektedir. Bakteriyel enfeksiyon sirasinda TLR4 aracili LPS tanima
sistemi konak htcrenin antimikrobiyal savunmasinin aktiflesmesini saglamaktadir. O-
antijen bakteriyel serotiplendirmenin temelini olusturmaktadir ve sistemik enfeksiyon
sirasinda serum komplement sisteminin aktivasyonunda direng gostermektedir (Duerr
et al., 2009). Outer core bileseni enfeksiyon sirasinda patojen bakterinin epitel hlcreye
girisinde etkilidir (Hoare et al., 2006).

Molekiiler goriintiileme araciligi ile in vivo kosullardaki endirekt mRNA
seviyesi noninvasif ve tekrarlanabilir bir sekilde Slgiilebilmektedir. Bu amagla belirli
bir promotor kontrolii altinda hedef genin uygun bir vektore aktarilarak ifadesinin
izlenmesi amactyla lusiferaz, yesil floresan protein ve -galaktosidaz reporter genleri
kullanilmaktadir. Ayrica reporter genler ile transkripsiyonel regiilasyon yol izleri ve
cesitli biyolojik siiregler de arastirilmaktadir (Gross and Piwnica-Worms, 2005).
Biyoliiminesans goriintiileme teknolojisi ise 0Ozellikle hiicre i¢i ve hiicre disi
patojenlerin enfeksiyon sirasinda endirekt olarak takip edilmesini kolaylastirmaktadir.

Bunun igin atesbocegi, Renilla reniformis ya da bakteri orijinli (Photorhabdus



luminescens) lusiferaz enzimi kullanilarak lusiferaz reporter sistemler dizayn

edilmektedir (Massey et al., 2011) .

Y. enterocolitica suslarinda LPS regiilasyonu sicakliga bagli olarak degiskenlik
gostermektedir ve in vivo kosular altinda LPS gen ifadesinin anlasilabilmesi konak
patojen arasindaki etkilesimleri anlamamiza yardimci olacaktir. LPS’in Onemli
bilesenlerinden O-antijen ve outer core yapilarminin sicaklik aracili regiilasyon
mekanizmas1 ve patojenezdeki rolii ¢ok iyi anlasilamadigindan LPS’in enfeksiyon
sirasindaki  biyolojik  aktivitesinin aragtirilmast  gerekmektedir. Bu amagla
aragtirmamizin ikinci amaci olarak Y. enterocolitica O:3 susunun genomuna entegre
edilmis lusiferaz reporter gen kaseti ile in vivo ve in vitro kosullar altinda LPS’in
regulasyon mekanizmasinin aydinlatilmasini saglamak ve IVIS spektrum araciligi ile
LPS’in patojenitede 6nemli iki kism1 olan outer core ve O-antijen genlerinin, mMRNA

ifadesinin enfeksiyon siiresince endirekt olarak izlenmesi amaglanlanmustir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Yersinia enterocolitica

2.1.1. Tarihge

Yersinia ilk olarak Fransiz/isvigreli bakteriyolog Alexandre Yersin
tarafindan Hong Kong’da 1894 yilinda izole edilerek tanilanmigtir. Yersinia,
Amerika’da 1923 yilina kadar saptanamamistir ancak 1963 yilindan sonra
insanlarda hastaliga neden oldugu anlasilabilmis ve 1963 yilindan gliniimiize kadar
Amerika’nin bir kismindaki ve Avrupa’da akut gastroenteritis olgularinin
%Z1’inden sorumlu olarak gosterilmistir. Yersinia genusu ilk olarak Pasteurella
genusuna dahil edilmis ancak ginimizde Yersinia genusu Enterobacteriaceae
ailesine dahildir ve insan icin 6nemli olan ise patojenik turleri; Yersinia pestis, Y.
pseudotuberculosis ve Y. enterocolitica’dir. Y. ruckeri ise balik patojeni olarak
bilinmektedir. Ayrica ¢evresel kaynakli ve patojen olmayan tiirleri ise V.
frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, Y. bercovieri, Y. mollaretii, Y. rohdei

ve Y. aldovae’dir (Percival and Williams, 2014).

Bottone’ye gore (1997), Y. enterocolitica ise Gram negatif bir kokobasil
olarak, 1934 yilinda Amerika’da Mclver ve Pike tarafindan rapor edilmistir.
Mclver ve Pike, Gram negatif bir kokobasil olan izolati; 53 yasindaki bir ¢ift¢inin
yuz apsesinden izole ederek, ilk olarak Flavobacterium psudomallei olarak
tamlamiglardir  (Bottone, 1997). ik olarak 1939 yilinda, Bacterium
enterocolliticum olarak, daha sonra Pasteurella pseudotuberculosis reodentium ve
Pasteurella X ve en son olarak da 1964 yilinda Y. enterocolitica olarak

tanilanmistir (Percival and Williams, 2014).



2.1.2. Taksonomi

Y. enterocolitica suslarinin Y. enterocolitica-benzeri izolatlardan farkliliklar:
ilk olarak 1944 yilinda, molekiiler biyolojik teknikler ile Van Longhem tarafindan
belirtilmistir (Bottone, 1997). Taksonomik olarak simiflandirilmas: ilk kez 1964
yilinda  Frederiksen tarafindan yapilmis ve “enterocoliticum”  terimi;
Enterobacteriaceae ailesi igerisine dahil edilmis Y. enterocolitica olarak
tanilanmistir. 1976 yilinda Brenner ve arkadaslar1 tarafindan yapilan klasik
biyokimyasal ve DNA-DNA hibridizasyon c¢aligmalari sonrasinda Brener ve
arkadaglar1 1980 yilinda dort Yersinia tiirii tanilanmustir; Y. enterocolitica, Y.
intermedia, Y. frederiksenii ve Y. kristestensinii. Bu dort Yersinia tlri; sakkaroz,
L-ramnoz, rafinoz ve melibiyoz fermentasyonuna gore smiflandirilmistir. 1988
yilinda Wauters ve arkadaslari, Y. mollararetii 3A ve Y. bercovieri 3B grubunu
tanilamiglar ve bu grubun Y. enterocolitica’dan biyokimyasal ve antijenik yapilari

acisindan farklilik gosterdigi anlasilmistir (Bottone, 1997).

2.1.3. Mikrobiyolojisi ve siniflandirilmasi

Y. enterocolitica fakdltatif anaerob, spor olusturmayan g¢ubuk ya da
kokobasil morfolojisinde (0,5-2 um) Gram-negatif bir bakteridir. Optimum
bliylime sicakligr 22-26°C’dir fakat biiylime sicaklik araligi oldukg¢a genistir ve
farklilik gostermektedir (0-45°C ve -1 ve 40°C). Tim Y. enterocolitica suslari
stikroz, glikoz gibi sekerleri ve iireyi gaz olusturmadan yikima ugratir. Oksidaz
reaksiyonu negatiftir ve laktozu parcalayamazlar, sitrat reaksiyonu pozitiftir, H,S
ve asetoin Uretmezler. Patojenik suslar1 eskulin ve pyrazimanidazi pargalayamaz

ve 37°C’de kalsiyum bagimli biiyiime gostermektedirler (Nesbakken, 2013).

Y. enterocolitica suslar1 sicakliga bagl olarak farkl fenotipik karakteristikler
gosterirler. Cogu Y. enterocolitica susu 37 °C’de hareketsizdir fakat 30 °C’nin
altindaki sicakliklarda peritrik flajella ile hareketli duruma gelirler. Psikotrofik
mikroorganizma olmalarindan  dolayi, diisik sicakliklar  biiyiimelerini
engellememektedir (Goverde et al.,1998). Ancak baska bir gida kdkenli psiktrofik
patojen olan Listeria monocytogenes’den daha yavas biiyiirler (Zadernowska et
al., 2014).



Y. enterocolitica suslart biyokimyasal &zellikler agisindan oldukga farklilik
gostermektedir. Bu farkliliklara dayanarak 6 farkli biyotip tanilanmistir: 1A, 1B, 2,
3,4 ve 5. Bu smiflandirma da Y. enterocolitica suslarinin patojenite 6zelliklerini
belirlemektedir. Biyotip 1B ve 2-5; enterotoksin, Myf antijeni, Inv invazini ve Ail
adezini gibi virllens faktorleri tasidiklarindan dolayr patojen grup olarak
tanimlanmistir.  Biyotip 1B insanlarda hastalik yapan en ©6nemli grubu
olusturmaktadir ve diger biyotip gruplarindan farkli olarak yiiksek patojenite adasi
(HPI) olarak bilinen viriilens faktorii icermektedir. Patojenik suslar ozellikle
70,000 bp biiyiikliigiinde virlilens plazmidi (pYV) tasimaktadir. pYV plazmidi
kalsiyum bagimli biiyiime, Congo-Red boyasimi igine almaktadir. Bu plazmit
tarafindan kodlanan O6nemli bir virllens faktor( ise konak hiicrelere adezyonu
saglayan YadA’dir. (Zadernowska et al., 2014).

Serotiplendirme ilk kez, 1926 yilindan itibaren Salmonella izolatlariin
siiflandirilmasinda  kullanilmistir  ve  Kauffmann-White  semas:  olarak
bilinmektedir ve bu semadaki birincil antijenler ise hiicre yiizey antijenleri (O-
antijen) ve flajel proteinleridir (H-antijen). O- antijen epitoplar1 ise; ylizey
antijenlerini  olusturan  seker kalintilarinin  tipi ve diizenlenmesi ile
belirlenmektedir. Su anda Y. pseudotuberculosis igin 21 serotip belirlenmistir oysa
Y. pestis suslar1 serolojik olarak gruplandirilamamaktadir ¢linkii LPS yapilarinda
O- antijen bulunmamaktadir (Skurnik, 2011; Skurnik and Toivonen, 2011). Y.
enterocolitica suslarinin 76 adet serotipi bulunmaktadir (Zadernowska et al.,
2014). Viriilens plazmidi tasiyan patojenik Y. enterocolitica suslart olan O:3 ve
0:9 serotipleri genellikle Iskandinavya ulkeleri Avrupa, Kanada, Japonya ve
Guney Afrika’da O:8 serotipi ise Amerika’da yaygindir. Daha az rastlanilan
patojenik serotiple ise 0:4,32, 0:5,27 ve 0:13a,18’dir (Skurnik, 2011).



2.1.4. izolasyonu ve tamlanmasi

2.1.4.1. Izolasyonu

Y. enterocolitica suslariin asemptomatik tasiyicilardan, gida ve gevresel
orneklerden saptanmasi; digki, organ apsesi ve enfekte olmus kisilere nazaran
olukca zordur. Bircok kiiltirel metotlar Y. enterocolitica suslarinin izolasyonu igin
Onerilse de tek bir izolasyon metodu patojenik Y. enterocolitica suslarinin

saptanmasi i¢in yeterli degildir (Laukkanen et al., 2010).

Enteropatojenik Y. enterocolitica suslarinin hayvan, gida ve cevresel
kaynaklardan izolasyonu oldukga zordur ¢linki patojenik Y. enterocolitica suslari
oldukc¢a diisiik sayidadir ve izolasyonda kullanilacak materyal ayni zamanda
rekabetci flora da icermektedir. Bu 6rneklerde Y. enterocolitica sayisini arttirmak
icin secici ayirt edici besiyerine inokilasyondan once sivi  besiyerinde

zenginlestirilme gerekmektedir (Fredriksson-Ahomaa, 2010).

+4°C’de soguk zenginlestirme ile belirli inkiibasyon siirelerinde ve farkl
zenginlestirme besiyeri ortamlar1 Y. enterocolitica suslarinin psikrotrofik bakteri
olma o6zelliklerinden dolayr siklikla kullanilmaktadir. Diislik sicakliklarda
zenginlestirme islemi sirasinda patojenik Y. enterocolitica suslarinin sayisi
artmaktadir. Fakat sogukta zenginlestirme isleminin dezavantajlarindan birisi de
zenginlestirme sirasinda diger psikotrofik bakterilerin de sayisinin artmasidir.
Ancak 0On zenginlestirme sonrast potasyum hidroksit (KOH) c¢ozeltisinin
uygulanmasi, Y. enterocolitica suslari disindaki rekabetgi florayr inhibe
etmektedir. Eger materyalde yiiksek sayida Y. enterocolitica bekleniyorsa, 6n
zenginlestirme islemi uygulanmadan da direk olarak secici ayirt edici besiyerine

materyal inokiilasyonu gergeklestirilebilir (Van Damme et al., 2013).

Y. enterocolitica suslarinin dogal olarak kontamine olmus Orneklerden
izolasyonu igin bir¢ok se¢ici besiyeri ortamlari tasarlanmistir. MacConkey (MAC)
agar enterik bakteriler i¢in kullanilan besiyerlerinden biridir. Cefsulodin-Irgasan-
Novobiocin (CIN) ve Salmonella-Shigella deoxycholate calcium chloride (SSDC)

agar ise patojenik Y. enterocolitica 4/0:3 biyoserotiplerinin izolasyonunda en sik



kullanilan segici ayirt edici besiyeridir (Fredriksson-Ahomaa and Korkeala, 2003;
Laukkanen et al., 2009).CIN agar dogal olarak kontamine olmus materyallerden
Y. enterocolitica izolasyonunda yiiksek dogrulama oranina sahip olmasi ve segici
ayirt edici ortam olmasindan dolayi siklikla kullanilmaktadir (EI Qouga et al.,
2011) Fakat CIN besiyeri ortaminda inkiibasyon sonucu Yersinia suslarina benzer
koloni morfolojisi olusturan diger bakteri gruplar1 da tiremektedir: Citrobacter
spp., Enterobacter spp., Morganella spp., Pantotea spp., Providencia spp.,
Serratia spp. ve Stenotrophomanas spp.(Fredriksson-Ahomaa and Korkeala,
2003).

En sik kullanilan ve 6zellikle patojenik biyoserotip 4/0:3’lin izolasyonunu
saglayan On zenginlestirme sivi besiyeri ise irgasan-ticarcillin-potassium
cholorate (ITC), ve modified Rappaport broth (MRB)’dur (Fredriksson-Ahomaa,
2010). Avrupa’da ozellikle gidalarda patojenik Y. enterocolitica suslarinin
saptanmasinda kullanilan standardize edilmis izolasyon metotlarindan birisi
International Standard Organisation Method (ISO 10273:2003; 1SO 2003)’dur. Bu
metot iki izolasyon prosediiriiniin ayni anda uygulanmasini kapsamaktadir: i)
pepton-sorbitol- safra tuzu (PSB) sivi besi ortaminda KOH uygulamasi
yapilmadan CIN besiyeri ortamina inokilasyonu, ii) ITC sivi besiyeri ortaminda
on zenginlestirme isleminden sonra SSDC besiyeri ortamina inokiilasyonunu
kapsamaktadir. Ikinci standardize edilmis metot ise Nordic Committee on Food
Analysis (NCFA 117:1996)’dir. Bu metot 3 asamadan olugmaktadir: i) CIN
besiyerine direkt olarak izolasyon materyalinin inokulasyonu, ii) MRB ve PSB
zenginlestirici s1vi besiyerine 6n zenginlestirme ve iii) 21 giin siire ile PSB siv1

besiyerinde soguk zenginlestirmedir (Fredriksson-Ahomaa, 2010).

2.1.4.2. Tanilanmasi

Y. enterocolitica suslarmin fenotipik olarak tanilanmasi geleneksel olarak
cesitli substratlarin metebolize edebilme yeteneklerine gore yapilmaktadir. (Cizelge
2.1) (Wauters et al., 1987). Api20 E, Api Rapid 32 IDE ve Micronaut E gibi ticari
tanilama sistemleri de mevcuttur. Ticari tirlinler arasinda API 20 E diisiik maliyetli ve
tlr seviyesinde Y. enterocolitica tayini sagladigindan dolayr en ¢ok tercih edilen
tanilama sistemidir (Neumayer et al., 2004). Ayrica VITEK GNI ve Vitek 2 cihazlari
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da Yersinia suslarinin tanilanmasinda kullanilmaktadir. Son zamanlarda matrix-
assisted laser desorbtion/ionization mass spectrometry (MALDI-TOF); her bir
bakteriyel susu protein profillerine gore tanilama sistemine sahiptir, siklikla
kullanilmaktadir ve mikrobiyoloji alaninda oldukg¢a popiiler olmaya baslamistir.
MALDI-TOF Y. enterocolitica suslarinin hizli ve dogru bir sekilde tanilanmasinda
kullanilmaktadir (Ayyadurai et al., 2010; Lasch et al., 2010; Stephan et al., 2011).
pYV viriilens plazmidi tasiyan patojenik Y. enterocolitica suslarinin fenotipik viriilens
testi; Congo-red magnezyum oksalat besiyeri (CR-MOX) kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Congo-red’in ii¢ boyutlu yapist hemine benzemektedir ve pYV
pozitif olan suslar kirmizi kiigiik koloniler olusturmaktadir. pYV virtllens plazmidi
tasimayan suslar ise beyaz biiylik koloniler olusturmaktadir (Sekil 2.1) (Sihvonen,
2014).

-
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Sekil 2.1. CR-MOX besiyerinde olusan Y. enterocolitica 4/0:3 (24 saat, 37°C) (Sihvonen,
2014).

Y. enterocolitica suslarinin genotipik olarak tanilanmasi i¢in; gida ve
domuz eti kaynaklarindan kromozom araciligi ile kodlanan ail geninin
amplifikasyonunu saglayan Real-time PCR kullanilmaktadir. Ayrica ¢esitli viriilens

genlerinin multipleks PCR ile saptanmasi ile genotipik dogrulama yapilmaktadir
(Messelhausser et al., 2011; Wesley et al., 2008).



11

Cizelge 2.1. Biyokimyasal reaksiyonlara gore Y. enterocolitica suslarinin
simiflandirilmasi (Efsa, 2007; Wauters et al., 1987).

Eskulin D
hidrolizi
Salisin + - - - - -
p-D- + - - - - -
glukosidaz
Pyrazinamidaz + - - - - -
Lipaz + + - - - -
Indol iiretimi + + (+) - - -
D-Ksiloz + + + + - D
Trehaloz + + + + + -
Voges- + + + + - (+)
proskuer

+: pozitif, -: negatif, (+): ge¢ reaksiyon, D: farklilik gostermektedir.

2.1.5. Epidemiyolojisi ve Rezervuari

Y. enterocolitica suslar farkli iklim kosullarina sahip birgok boélgeden rapor
edilmisse de, yillarca biyotip ve serolojik gruplarin izolasyonu belirli cografik
alanlara bagh olarak dagilim gostermistir (Fondrevez et al., 2014; Sanno et al.,
2014; Tan et al.,, 2014). Y. enterocolitica suslarinin izolasyonu iizerine 1980
yilindan itibaren gergeklestirilen arastirmalarda Y. enterocolitica O:3 ve 0O:9
genellikle Avrupa’dan ve O:8 serotipi ise Amerika’dan rapor edilmistir. Y.
enterocolitica O:8 serotipinin neden oldugu ilk gida zehirlenmesi raporu ilk olarak
2004 yilinda Japonya’dan verilmistir. O:8 serotipi ilk olarak Almanya’dan rapor
edilmistir ve izolasyon kaynagi 4 yasindaki bir ¢ocugun klinik materyalidir
(Schubert et al., 2003).

Y. enterocolitica suslar1 Enterobacteriaceae ailesine dahil oldugundan kedi
ve kopek gibi evcil hayvanlarda, kemiriciler, kus, yaban domuzlari, koyun ve keci
gibi ¢iftlik hayvanlarinda bulunduklarindan dolay1 c¢evresel orneklerden siklikla
saptanabilmektedirler. Havyan digkilarinin ¢evreye karigmasindan sonra Y.
enterocolitica suslar1 elverigsiz kosullara dayanikli olduklarindan dolay1 uzun siire
canliliklarii korumaktadir ve genel anlamda domuzlar Y. enterocolitica suslarinin

saglikli tasiyicilari olduklari i¢in patojenik Y. enterocolitica suslarinin insanlara
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bulagmasinda en Onemli rezervuari olusturmaktadir ve genellikle domuzlarin
dilinden ve sindirim sisteminden izolasyonu yapilmaktadir. Fransa’da 16 domuz
kesim ¢iftliginde 3120 domuzda Y. enterocolitica suslari arastirilmis ve %74
oraninda patojenik Y. enterocolitica susu saptanmistir (Fondrevez et al., 2014).
Malezya’da yapilan bir arastirmada 21 domuz etinden 5 adet (% 23,8) Y.
entercolitica susu saptanmistir. Belgika’da ise domuz karkasindan saptanan
patojenik Y. enterocolitica 4/0:3 serotipi saptama orani %11,0 olarak belirtilmistir
(Van Damme et al., 2013). Ayrica Isve¢’de yaban domuzlarinin diski ve
bademciklerinden yapilan arastirmada %20 oraninda Y. enterocolitica saptanmistir
(Sanno et al., 2014).

Kiimes hayvanlarinin et ve et {iriinleri besinsel degerinden dolay1 genellikle
diinya genelinde her iilke tarafindan tiiketilmektedir ve patojenik Y. enterocolitica
suglarinin potansiyel kaynagi olarak belirtilmektedir (Sharifi Yazdi M. K. et al.,
2011; Zadernowska et al., 2014). Sharifi et al. tarafindan 190 adet tavuk eti ve 189
adet sigir etini Y. entercolitica varligi acgisindan incelenmeleri sonucu, 42 adet
tavuk eti pozitif iken, sigir etinden ise 18 adet patojenik Y. entercolitica
saptanmigtir. Isvecte yapilan diger bir arastirmada ise koyunlarin rezervuar
kaynag1 olabilecegi diisiiniilerek Y.enterocolitica suslar1 arastirllmistir ancak
yiiksek sayida oOrnekleme yapilmasina ragmen 1A biyotipi hari¢ patojenik Y.

enterocolitica suslar1 saptanamamustir (Soderqvist et al., 2012).

Avrupa Birligi’ne bagl olan iilkelerde, yersiniosis insidansi son on yildir
azalmaktadir ve 2010 yilinda kayitli yersiniosis sayist 6776’dir. Bu veri 2009
yilina gore %10 daha diisiik bir oran olarak kaydedilmistir (Efsa, 2012). Iran,
Israil, Brazilya ve Nijerya gibi 1liman iklime sahip iilkelerde Y. enterocolitica
suglar1 saptanabilmistir ve insan sagligi acgisindan Onemli bir patojen olarak

belirtilmistir (Falcao et al., 2006).

2.1.6. Patogenez

Mikroorganizmalar enfekte edecegi dokuya adezyonu ve penetrasyonu igin
farkli mekanizmalara sahiptir. Bazi mikroorganizmalar konak hiicre igerisine bir

vektor araciligr ile penetrasyon gerceklestiriken, bazi mikroorganizmalar ise daha
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onceden zarar gormiis bir doku aracilifi ile konak hiicre yiizeyine tutunurlar.
Oncelikle enfeksiyonun baslatilabilmesi icin yeterli sayida mikroorganizmanin
hiicre igerisine alinmas1 gerekmektedir. Enfeksiyonun baslamasi i¢in gerekli olan
patojen sayist tirden tiire farklilik gostermektedir ve patojen hiicre igerisine
alindiktan sonra konakg1 igerisinde belirli bir inkiibasyon siiresinin ge¢mesi ve
hastalik belirtilerinin baglamas1 i¢in patojenin belirli bir sayiya ulagmasi
gerekmektedir. Bu durumda ilk basamak patojenin epitel hicre ylzeyine
baglanmasidir. Adezyon sonucu bazi mikroorganizmalar alt epitel dokusuna
geemektedirler bu asamada konak hiicrenin savunma mekanizmalart ile
kargilasmaktadirlar ve bu durumda patojen mikroorganizmanin viriilens
faktorlerine  bagli olarak konakg¢mnin bagisiklik sistemi arasinda bir denge

kurulmaktadir (Cotter and Miller, 1998).

Kontamine olmus gida veya su araciligi ile oral yol ile insana bulagan Y.
enterocolitica’nin midede sindirim asamalar1 su sekildedir: Y. enterocolitica
Ozellikle termal ileum ve proksimal kalin bagirsak olmak {izere ince bagirsakta
kolonize olmaktadir. Ince bagirsak mukus bariyerlerine baglanmasi ve
penetrasyonundan sonra, mukozal epitel hiicrelerini kaplamaktadir daha sonra
Yersiniae ince bagirsak bariyerlerini; M hiicreleri ve peyer plaklarina (PP)
baglanarak ge¢cmektedir. Bu siirecte etkili baglanma ve penetrasyon; invasin-f1
integrin etkilesimi ile desteklenmektedir. Yersiniae M hiicreleri tarafindan
i¢sellestirildiginde, aktin-kilifli vakuol tarafindan c¢evrelenir ve c¢ogalmadan
yagamini vakuol igerisinde stirdiiriir (Sekil 2. 2). Vakuol daha sonra bakteriyi
serbest birakip dentritik hiicrelere (DC), makrofajlar ve lenfositlere maruz kaldigi
yer olan M hicresinin apikal bazolateral tarafina tagmir (Sekil 2.2). Yersiniae,
fagosit integrinleri ile etkilesime girdiginde (Yersinia tip 3 salgi sistemi) Ysc T3SS
aktiflestirilir ve efektor proteinler, fagosit sitoplazmasina salgilanirlar (Rakin et al.,

2015).

Mezenterik lenf nodllerine bakteriyel tasinma; fagosit sirkiilasyonu araciligi
ile ger¢eklesmekmedir. Bu nedenle, fagosit sirkiilasyonu abdominal agriy
tetikleyen inflamatuar yanita neden olmaktadir. Dalak ve karacigere yayilimin ise
kan dolasimi ile gergeklestigi gosterilmistir. Sistemik yayilim; enfeksiyonun

baslangicindan itibaren 24-48 saat iceresinde g6zlenmektedir. Bu sirec,
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fagositlerin sirkiilasyonu araciligi ile karaciger ve dalaga tasinmasi ve bu
dokularda mikroapselerin olusumunu kapsamaktadir. Bu lezyonlar igerisinde
bakteri makrofajlar ve nétrofiller araciligi ile fagositoza diren¢ gostermektedir
(Rakin et al., 2015).

Epitel hiicreleri

/‘ M hiicreleri (\ /\ A a'

"(\"\‘.I' /\’ \ {l ” l\,“ i1 / I'

,f! \ ,‘,.f \ l I
l /U
N _J — _
/ S\D \'u o S
p ®
¢ Bakteriler = ‘/ \l F—
| akrofaj
. Yop proteinleri ||l‘. . ' . /
JL Tass \‘-] —
|“\ -// /"

Sekil 2.2. Y. enterocolitica patojenite mekanizmasi. Y. enterocolitica 6ncelikle invasin araciligi ile
B-integrinler ile etkilesime giren M hiicrelerine baglanir. Adezin ve integrinler arasindaki etkilesim
Y.enterocolitica’nin yerlesmesini saglamaktadir. Vakuol ile ¢evrelenmis bakteri; M hiicrelerinin
bazolateral tarafina taginmaktadir ve T3SS aktiflestirilir ve Yop efektdr proteinler fagositin

sitoplazmasina aktarilir (Rakin et al., 2015).

2.1.7. Virulens faktorleri

2.1.7.1. Plazmit aracih kodlanan viriilens faktorler

Ysc T3SS

Y. enterocolitica hiicre dis1 olarak konak canlinin lenfoid dokularinda
cogalmaktadir. Konak immiin sistem savunmasini engellemek icin, patojen olan Y.

enterocolitica sitotoksik effektor proteinlerini konak canlinin hiicre sivisma Ysc
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T3SS’ni kullanarak enjekte etmektedir. Y. enterocolitica Ysc T3SS yapisi; bazal body
yapisina baglanan ucunda igne olan bir siringaya benzemektedir. Yop effektdr ve
sitotoksik proteinler direkt olarak konak hiicre igerisine enjeksiyonu sirasinda; LerV,
YopB ve YopD proteinleri devreye girerek Yop effektér ve sitotoksik proteinlerin
sitoplazmik membrandan gegisini kolaylastirmaktadir. /n vitro kosullarda Sicaklik
26°C’den 37°C’ye yiikseldiginde ve diisiik kalsiyum seviyesinde; Y. enterocolitica
T3SS regiilonu aktiflesir fakat in vivo kosullarda hiicre T3SS tetikleyicileri ile
etkilesime girerek Yop translokasyonu saglanir (Sekil 2. 3) (Neumayer et al., 2004;
Rakin et al., 2015).
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Sekil 2.3. Yersinia Tip 3 sekresyon sisteminin (Ysc T3SS) yapisal organizasyonu (Rakin et al., 2015).

Yops; bakterilerin konak immdin sistemin saldirisina kars1 hayatta kalmasini
saglamaktadir. Ornegin aktin hiicre iskeletinin rahatsiz edilmesi, makrofajlarin
olumine ve Toll-like reseptdr (TLRS) gibi immin reseptor sinyalinin engellenmesi ile
fagositlerin aktivitesi kisitlanmasina yol agmaktadir. Konak hicrenin sitozoliine
aktarilan en az 7 adet Yop efektor proteini saptanmistir: YopH, YopE, YopT,
YpkA/YopO, YopP/Yopl, YopQ/YopK ve YopM (Leibiger et al., 2008; Rakin et al.,
2015).
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YadA

Bir adezin olan YadA; patojenik Yersinae tiirlerinin sahip oldugu pYV plazmidi
Uzerinde bulunan yadA geni tarafindan kodlanan ve yaklasik 45- Kilodalton (kDa) ve
1775 bp biyiikligiinde bir proteindir. Y. enterocolitica suslarinda konak hiicrede
tutunma ve invazyonda Onemli bir rolii bulunmaktadir. YadA hiicresel fibronektin,
kollajen I, II ve IV ve laminin gibi hiicre dis1 matriks proteinlerine baglanir. Kollajen
proteinlerinin YadA ile etkilesimi sonucu reaktif artrit gibi immiinolojik reaksiyonlara
yol agmaktadir. Hiicresel adezyona katkida bulunmasimin yani sira; defensinler ve
serum kompleman lizizi gibi hiimoral dogal bagisiklik sistemine karsi patojeni
korumaktadir. B1 integrinine endirekt olarak baglanmasi ise fibronektin- B1 integrin
kopristi  araciligi ile olusmaktadir ve IL-8 diretimi saglanarak Yersiniae’nin
lokalizasyonuna neden olmaktadir. YadA ayrica kompleman regiilatorii olan C4b-
baglanma proteinine baglanarak alternatif kompleman yol izini engellemektedir
(Rakin et al., 2015). yadA virtlens faktorl transkripsiyonu iki diizenleyici ile kontrol
edilmektedir; i) ayni1 zamanda Yop ifade regiilasyonunda da gorev alan plazmit aracili
virF; ii) 37 °C’nin altinda virF transkripsiyonunu engelleyen ve histon benzeri
inhibitdr olan ve kromozom aracilii ile kodlanan YmoA’dir. Ayrica ozmolarite, pH,

Fe*® iyon konsantrasyonu da yadA ifadesinde oldukca 6nemlidir (Bialas et al., 2012).

2.1.7.2. Kromozom ile kodlanan virtlens faktorler

Invazin (Inv)

92-kDa ve 3665 bp biiyiikliigiinde bir protein olan invazin bir hiicre yiizey
adezinidir ve peyer plaklarinda M hiicrelerinin invazyonu i¢in gereklidir. Inv, direct
olarak B1 integrinleri ile etkilesime gecerek bakterinin endosom vezikiillerine gegisini
kolaylagtirmaktadir. Inv ayrica makrofajlarda otofagositozu tetiklemektedir. Inv
sentezi sicaklik, pH ve biiylime faktorii bagimhidir (Rakin et al., 2015). Invazin ifadesi
ayrica Y. enterocolitica suslarinin serotiplerine gore farklilik gdostermektedir. Temel
adezyon faktorii olan invazin Y. enterocolitica O:3 serotipinin domuzlarda
kolonizazyonu saglayarak bu serotipin intestinal sisteme yerlesmesine katkida
bulunmaktadir (Schaake et al., 2014) Invazin ozellikle 23 °C’de ifadesi
gerceklesmektedir ancak invazinin 37 °C’de ve diisilk pH’da da da iiretildildigi de
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saptanmigtir ve 6zellikle enfeksiyon sirasinda peyer plaklarinda ifadesi gerceklestigi

rapor edilmistir (Trcek et al., 2010).

Ail (Attachment and Invasion Locus)

Baglanma ve invazyon lokusu olan adezin 17-kDa’luk 537 bp’lik bir yuzey
proteinidir ve Ozellikle 37°C’de oksijen ve pH’a bagl olarak sentezlenmektedir
(Biedzka-Sarek et al.,, 2008). Ail ozellikle diger patojenik suslar disinda 1A
biyotiplerinde de saptanmaktadir (Liang et al., 2014; Sihvonen et al., 2011). invazyon
virtllens belirtecine benzer bir sekilde ail de enfeksiyon sirasinda epitel hiicrelere
baglanma ve invazyonda gorev almaktadir. Kiigiik bir protein olan ail; genellikle
lipopolisakkarit yapisinin O-antijen zincirleri tarafindan maskelenmektedir ve bu
yuzden enfeksiyon sirasinda patojenczde ¢ok Onemli bir rol iistlenmemistir ancak
enfeksiyon sirasinda insan serum komplement sistemine diren¢ gostermektedir ve bu

direnci gosterirken YadA ile birlikte gorev almaktadir (Skurnik, 2011).

Lipopolisakkarit (LPS)

Yersinia genusunun da dahil oldugu tiim Gram negatif bakteriler dig membrana
sahiptirler ve dig membran yapisi ile ¢evrelenmistir. LPS iki biyosentetik gruptan
olusmaktadir: Lipid A-core olisakkarit ve O-antijen olarak da bilinen O-spesifik
polisakkarittir. O-antijen yapist olduk¢a degiskendir ve Yersinia suslarinin

serotiplendirilmesinin temelini olusturmaktadir (Biedzka-Sarek et al., 2005).

LPS biyosentezi; her bir LPS bileseni igin spesifik olan enzimleri

gerektirmektedir bu yuzden bir ¢cok Gram negatif bakteride bulunan ve kromozom
aracili kodlanan en az 50 gen gorev almaktadir. Lipid A biyosentezi i¢in gerekli olan
genler genellikle genom icerisinde daginik halde bulunmaktadir ve core ve O-antijen

biyosentezinde gen takimlari halinde ifade edilmektedirler (Skurnik, 2011).

Yersinia LPS’in endotoksik aktivitesi birgok ¢alismada belirtilmistir (Alexander
and Rietschel, 2001). Ancak Yersinia suglariim LPS yapisinin patogenezdeki énemi
cok az ilgi ¢ekmistir. LPS tabakasi1 katyonik antimikrobiyal peptitlerine karsi

direng saglamada Onemlidir ve O- antijen immin sistemde komplement
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aktivitesine karsi1 da diren¢ saglamaktadir. Ayrica LPS; O- antijene karsi antikor

tiretimi i¢in pasif immiinizasyonda da kullanilmaktadir (Skurnik, 2011).

Myf Antijeni

Mukoid Yersinia faktor (Myf)’un ifadesi, asidik kosullar altinda ve 37°C’de
gerceklesmektedir. 21 kD’luk Myf antijeni (4400 bp), myf A, Myf B, myf C, myf E,
myfF olmak tizere 5 farkli gen takimi halinde ifade edilmektedir: myfA proteini bir
proteaz  tarafindan dis membrandan  sitoplazmaya  taginmasi  sirasinda
parcalanmaktadir. MyfA proteini Psa proteini ile yiikksek oranda homoloji
gOstermektedir. Y. pseudotuberculosis’in  hemagliitinasyonunda rol oynadig1
bilinmektedir. Y. enterocolitica suslarinda myf antijeninin patojenez’deki rolli heniiz

belirlenememistir (Rakin et al., 2015).

YstA Enterotoksini

Y. enterocolitica antijenik 6zelligi bulunan ve Yersinia sicaklik kararli toksini
Yst olarak isimlendirilen ve 30 amino asitten (216 bp) olusan enterotoxin
uretmektedirler. YstA; 0Ozellikle Y.enterocolitica suslarinin patojenik serotiplerinde
bulunmaktadir ve diyarenin tetiklenmesine neden olmaktadir. YstB (319 bp) ise
patojenik olmayan biyotip 1A suslarinda bulunmaktadir (Saha et al., 2009).

Ureaz

Ureaz; Helicobacter pylori, Proteus mirabilis ve Brucella abortus gibi birgok
bakteride patojenezde Gnemli bir role sahiptir. Ureaz, irenin amonyak ve
karbondioksite hidrolizini gergeklestiren sitosolik bir enzimdir. Y. pestis disinda tiim
Yersinia tiirleri iireaz gen kompleksini tasimaktadir ve bu gen kompleksi yedi farkli
geni kapsamaktadir (6,618 bp): lre A, B, C, E, F, G ve D’dir. Ureaz optik olarak
asidik pH’da aktifdir ve Ureaz gen takimmin optimum ifadesi gergeklesir. Ureaz, Y.
enterocolitica suslarinda mide boyunca sindirim sitemine geciste mide asidine karsi

korumaktadir (Bhagat and Virdi, 2009).
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2.1.8. Neden oldugu hastaliklar

Y. enterocolitica insanlarda gesitli sindirim sistemi rahatsizliklar1 yansira gesitli
akut gastroenteritidis, enterokolitis ve mezenterik lymphadenitis’ne neden olmaktadir.
Klinik tablo genellikle apentisit ya da bolgesel enteritidis’e benzetilmektedir (Crohn’s
hastalig1). insanlar i¢in ortalama infektif doz 10* veya 10° bakteri’dir ve bu doz konak
hiicreye ve Y. enterocolitica suslarinin serotiplerine gore degiskenlik gostermektedir.
Hastalik belirtileri genellikle 24-48 saat icerisinde baslamaktadir fakat ayn1 zamanda
11 giine kadar bu siire¢ uzamaktadir. Klinik belirtileri abdominal agri, ates, diyare ve
kusmadir. Abdominal agr1 ve ates ise en dnemli belirtisidir. Hastaligin ilerlemesi daha
¢ok hastanin bagisiklik sistemine ve Y. enterocoltica suslarina baghdir. Yash ve

bagisikligi baskilanmus kisiler yersiniosise daha duyarlidir (Rakin et al., 2015)

Y. enterocolitica, sindirim sistemi rahatsizliklar1 disinda eritema nodozum gibi
enfeksiyon baslangicindan 7-30 gun sonra belirti gosteren klinik bir belirtiye neden
olmaktadir. Enfeksiyon viicudun herhangi bir bdlgesinde olugmaktadir fakat
mikroorganizma kiltiire edilemez ancak Y. entercolitica eklem sivisi ya da dokudan
teshis edilmektedir. Asimetrikal oligoartrit olarak bilinen Kklinik bir tablo da

sergilemektedir (Sihvonen et al., 2012).
2.1.9. Antimikrobiyal tedavi

Y. enterocolitica suslarinin neden oldugu gastroenteritidis, 6zellikle bagisiklik
sistemi baskilanmis hastalarda goriildiigiinden dolay1 antimikrobiyal tedavi tavsiye
edilmemektedir ancak antimikrobiyal tedavi daha ¢ok septisemi hastalarina
uygulanmaktadir. Cogu Y. enterocolitica susu; aminoglikozitlere, 3. kusak grubu
antibiyotik olan sefalosporinlere ve florokinolonlar, tetrasiklin, kloramfenikole
duyarhidir. Ancak, Y. enterocolitica suslar1 f-laktam grubu antibiyotikler olan pensilin,
ampisilin ve 1. nesil sefalosporinlere karsi direnglidir (Rakin et al., 2015). Y.
enterocolitica izolatlarinda blaA ve blaB olmak lizere kromozom araciligi ile kodlanan
B-laktamaz geni bulunmaktadir. Uglincii nesil sefalosporinler ve florokinolonlar Y.
enterocolitica enfeksiyonlarma karsi tercih edilmektedir. Ayni zamanda in vitro
kosullardaki aktivitesi ve iyi bir doku penatrasyonu nedeni ile siprofloksasin de

tedavide ilk olarak tercih edilmektedir (Rakin et al., 2015).
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2.2. InVivo Kosullarda Bakteriyel Gen ifadesinin 6lgtilmesi

Enfeksiyon sirasinda bakteriyel gen ifadesi oldukca karmasiktir ve in vitro kosullarda
gerceklestirilen denemelerin  sonuglart ile korelasyon gostermemektedir. Enfekte
olmus konak, olduk¢a kompleks ve dinamik bir ¢evreden olusmaktadir ve enfeksiyon
sirasinda bu cevre patojen ile etkilesimine dayanarak degisiklik gostermektedir.
Enfeksiyon sirasinda konak tarafindan indiiklenen genler organ spesifik midir yoksa
hiicresel midir? Enfeksiyon siresince patojen mikroorganizma tarafindan hangi
genlerin ifadesi gergeklesmektedir? Bu sorularin cevaplarinin  verilmesi igin
giinlimiizde bir ¢ok teknik gelistirilmistir: bu teknikler in vivo kosullarda bakteriyel
MRNA seviyesinin endirekt olarak izlenmesi icin reporter sitemler, in vivo kosullarda
gen ifadesini 6lgmek icin analitik sistemler ve in vivo kosullarda indiiklenen genlerin

saptanmasi ve proteomik temelli yaklagimlaridir (Hautefort and Hinton, 2000).

2.2.1. In vivo kosullarda bakteriyel mRNA seviyesinin endirekt

olarak izlenmesi i¢in reporter sistemler

Bakteriyel gen ifadesi direkt veya endirekt olarak mMRNA dizeyinde
Olciilebilmektedir. Reporter genler, belirli bir promotorun kontrolii altinda ifadesi
gerceklesecek olan genleri endirekt olarak izlemek icin kullanilan genetik markerlardir
ve kolay saptanabilir bir protein kodlarlar yada isaretlenmis bir prob ile
metabolizmaya dahil olmaktadirlar. Bu reporter genler, spesifik promotorlarin
aktivitelerini belirlemede ya da promotor/enhancer dizilerinin faktorlerini belirlemek
icin kullanilmaktadir (Youn and Hong, 2012). Gunumuze bircok reporter gen drinleri
kullanilmaktadir ve bu iriinlerin genel ortak 6zellikleri ise ifade olacak gene bagl

olarak 1s1ma ya da floresan vermeleridir.

2.2.1.1. P - Galaktosidaz

B-galaktosidaz, reporter sistemi cesitli ¢evresel kosullara karsi gen ifadesini
olgmek icin genis lgiide kullanilmaktadir. /n vitro kosullarda biiyiitiilen kiitiir lerde -
galaktosidaz aktivitesinin basit ve dogru bir sekilde olgiilmesi i¢in substrat olarak
nitrofenil-p-D-galaktopiranosid kullanilmaktadir. Ayrica, p-galaktosidaz in vivo

kosullarda gen ifadesi analizlerinde kullanilmaya baslanmistir (Hautefort and Hinton,
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2000). Ornegin; Salmonella typhimurium’a ait bir viriilens geni olan spvB ifadesi non-
fagositik hiicrelerde ve makrofaj hiicre sisteminde P-galaktosidaz kullanilarak spvB
geninin ifadesi izlenmistir (Fierer et al., 1993). B-galaktosidaz reporter sisteminin
dezavantajlarindan birisi; hedeflenen bakteriyel hiicrelere gegirgen olmasi dnemlidir.
Ancak gegirgenlikte farkliliklar olmasi, bireysel bakteriyel hiicrelerinin gen ifadesinde

dogru sonuglar alinmasini engellemektedir (Fierer et al., 1993).

2.2.1.2. Lusiferazlar

Lusiferazlarin atesboceginden ya da biyoliiminesan bakterilerden (Vibrio spp.)
izolasyonu yapilmaktadir. Lusiferazlar Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerden,
maya ve bitki hucrelerine kadar uzanan bir¢cok organizma grubunda gen ifadesinin
izlenmesi igin genis Ol¢iide kullanilmaktadir (Hautefort and Hinton, 2000). Bakteriyel
lusiferazlar; uzun zincirli yag aldehitlerinin oksidasyonunu ve flavin mononukleotidin
(FMN/FMNHy) indirgenmesini  saglayarak 490 nm dalga boyunda 1s1ma
saglamaktadirlar (Stewart and Williams, 1992).

Lusiferaz reporter sistemi kullanilarak birgok arastirma gerceklestirilmistir:
Mycobacterium patojenine karsit  kullanilacak olan as1 ilag  etkinliginin
degerlendirilmesinde, antimikrobiyal ajanlarin etkinliklerinin arastirilmasinda ve
biyosensor ¢alismalarinda arag olarak kullanilmaktadir (Shaw et al., 1992; Zhang et
al., 2012)

2.2.1.3. Yaesil floresan protein

Gen ifadesinin es-zamanli yada in situ kosullarda gergeklestigi analizlerde
floresan 1s1ma veren reporter sistemler, yliksek hassasliga sahip olduklarindan dolay1
biiyiik 6lgtide kullanilmaktadirlar. Bunun i¢in Aequoria jellyfish’den elde edilmis olan
ve dogal olarak mavi 15181n eksitasyonu sonucu yesil 1s1ma veren yesil floresan protein

(GFP) kullanilmaktadir.

In vivo kosullarda gergeklestirilen gen ifadesi calismalarinin invazif olmamalari
gerekmektedir ve dolayisi ile GFP temel alinarak yapilan arastirmalarin f-galaktosidaz

ve lusiferaza gore avantajlari bulunmaktadir; GFP analiz sirasinda herhangi bir
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substrat ya da kofaktor eklenmesini gerektirmemektedir. Kicuk bir protein
oldugundan dolay: ilgilenilen protein ile birlestirildiginde protein translokasyon
calismalarinda oldukg¢a idealdir. Doku kiiltiir modellerinde bakteriyel gen ifadesinin
saptanmasi ve sayimina olanak saglamaktadir. Ancak dezavantajlarindan birisi de;
zay1f floresan yogunlugu bulunmaktadir ve inkliizyon cisimciklerinin olugsmasi yiiksek

seviyede 1s1maya neden olmaktadir (Hautefort and Hinton, 2000).

2.3.  In Vivo Molekiler Goéruntuleme

Molekiiler goriintiilemedeki son ilerlemeler,  hiicre dist1 ve hiicre igi
mekanizmalar1 yasayan canli sistemler kullanarak molekiiler seviyede incelememize
olanak saglamaktadir (Blasberg, 2003). Molekiler géruntileme; molekdler biyoloji ve
biyomedikal goériintileme sistemini kombinasyonu ile hiicresel prosesleri izlememizi
saglayan sistemdir ve farmokoloji, kimya, fizik, miithendislik ve tip alaninda bir¢ok
uygulamasi bulunmaktadir. Ozellikle, gen ifade vektdr sistemlerinin gelistirilmesi ve
goriintiileme i¢in ¢esitli reporter gen sistemlerinin kullanilmasi1 molekiiler goriintiileme
sistemini vazge¢ilmez hale getirmistir. Goriintiileme igin 6zellikle belirli promotor
kontrolii altinda ifade edilecek hedef gen iceren kullanilan reporter gen sistemleri ise
kloramfenikol asetiltransferaz, p-galaktosidaz, lusiferazlar ve floresan proteinlerdir
(Youn and Hong, 2012). Fakat direkt olarak bu sistemler canli deney hayvanlari
iizerinde kullanilamazlar ¢iinkii reporter proteinlerin 151k yogunluklar1 farkhidir ve

optimizasyonu gerekmektedir.

Gorinttleme sistemlerinde ginimuzde micro-computed tomography (CT),
Micro-single photon emission computed tomography (SPECT), micro positron
emission tomography (PET), micro-magnetic resonance imaging (MRI) ve floresan ve
biyoloiminesan ile optik gorlntilemeyi iceren in vivo imaging system (IVIS) ve diger

cesitli goriintiileme teknolojileri kullanilmaktadir (lyer et al., 2005).

2.3.1. Optik goruntuleme

Floresan ve biyoliiminesans araciligi ile optik goriintiileme ¢esitlerinin
avantajlarindan birisi diger goriintiileme sistemlerine gore basit, ucuz ve daha

guivenilirdir. Ozellikle biyoliiminesans reporter sistem ile diisiik seviyedeki gen ifadesi
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bile yiiksek hassaslikta goriintiilenmektedir. /n vitro kosullarda kullanilan cesitli optik
reporter sistem ingasi, bazi biyolojik hipotezleri anlamak i¢in canli hayvan
modellerinde de kullanilmaktadir (Sekil 2.4). Optik goérintileme modellerinin en
kritik komponeneti, 1s1may1r saptayacak olan aletlerin hassasligidir ve son
zamanlardaki ilerlemeler oldukca hassas aletlerin gelistirilmesini saglamistir. Charged
Couple Device (CCD) kamera, fotonlar1 elektronlara doniistliren foton katot ile
fotonlar1 yakalamaktadir. Sicaklik iligkili termal giiriiltiiyii engellemek i¢in bu alet -
120°C’ye kadar sogutulmaktadir. Bu hassas aralik goriiniir ve kizilotesi dalga
boylarini saptayabilecek kadar hassastir ancak mavi, yesil ve sar1 151k araligit memeli
doku tarafindan kolaylikla emildiginden dolay1 optik goriintii sisteminde kirmizi yada
daha kisa dalga boyundaki 1simalar tercih edilmektedir (Youn and Hong, 2012) (Sekil
2.4).

Floresan Oksi-Lusiferin

Lusiferaz
protein, y
RFPs, GFPs D-Lusiferin
e
s £ Reporter
s proteinler
I mRNA
NSNS
DNA

—@- Reporter gen

Reporter gen ingasi

Sekil 2.4. Optik goriintiileme kullanilarak gen ifadesinin izlenmesi igin promotor-reporter gen insasi

ve optik gorintileme (H. Youn, K.-J. Hong, 2012).

Son zamanlarda floresan temelli reporter sistemler gen ifadesini, doku lokalizasyonu
ve protein-protein etkilesimlerini izlemek i¢in olduk¢a popiilerdir. Floresan

proteinlerin goriintiilenmesi dis kaynakli bir 151k kaynaginin ¢ikist ile 151k emisyonu
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aracihigi ile Olclilmektedir (Shaw et al., 1992). Yesil floresan proteinler son
zamanlarda oldukga sik kullanilmaktadir ayrica enhanced GFP (eGFP) olarak sentetik
versiyonlar1 da iiretilmistir. Kirmizi floresan proteinler (RFP); tetramerik toksisiteyi

engellemek i¢in genetik modifikasyonlar ile olusturulmustur (Shaw et al., 1992).

Reporter genler arasinda lusiferaz 1sik iireten enzimlerden biridir ve disaridan herhangi
bir eksitasyon kaynagina ihtiyag duymamaktadirlar. Lusiferaz ayn1 zamanda floresan
ile karsilastirildiginda daha az arka plan kirliligine neden olmaktadir. Lusiferaz enzim
kaynag1 ise bazi bakteriler, denizel kabuklular, baliklar ve boceklerdir. Atesbocegi
(Fluc) ve Renilla (Rluc) lusiferaz en ¢ok bilinilenlerdir. Substratlari ise lusiferin ve

koelenterazindir (Contag and Bachmann, 2002).

In vivo biyoliiminesens goriintiilleme bakteriyel enfeksiyon modelleri olusturarak
kullanilmaktadir ve bunun igin bir toprak bakterisi olan Photohabus luminescens
lusiferaz kaynagi olarak kullanilmaktadir.  Bakteriyel lusiferaz, ayni promotor
kontrolii altinda 5 farkli polisistronik genler tarafindan ifade edilmektedir ve lux
operon ( LuxA, B, C,D and E) olarak bilinmektedir. LuxAB, heterodimerik bakteriyel
lusiferazi kodlamaktadir LuxCDE ise yag-asidi reduktaz enzim kompleksi gibi
substrat sentezleyen enzimleri kodlamaktadirlar. Lux operon kullanilarak dizayn
edilmis bakteriyel reporter sistemi bir fare modelinde kullanilmaktadir ve enfeksiyon
stresince takip edilmekte ve emisyon dalga boyu ise 490 nm olarak belirlenmektedir
(Contag and Bachmann, 2002; Youn and Hong, 2012).

Y. enterocolitica gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir yersinyosis etkenidir.
Turkiye’de her ne kadar Y. enterocolitica suslarinin saptanmasina yonelik aragtirmalar
yapilmis olsa da yersiniosis olgusu ya da Y. enterocolitica suslarmin patojenik
biyoserotiplerinin belirlenmesi amagli ¢alismalar yetersiz kalmaktadir. Bu bilgiler
1s18inda tezimizin ilk amaci Izmir II'i igerisinde, cesitli kaynaklardan patojenik Y.

enterocolitica suslarinin saptanmasi ve molekiiler karakterizasyonudur.

Arastirmamizin  6nemli ikinci amaci ise; Y. enterocolitica O:3 serotipi
kullanilarak; 6nemli viriilens faktorii olan LPS’in; in vitro ve in vivo kosullardaki
molekiiler regiilasyonunun anlasilmasini saglamaktir. Bu amagla; LPS yapisinin iki

onemli bileseni olan outer core ve O-antijen’in lusiferaz reporter sistemi tasarlanarak,
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in vivo kosullarda endirekt mRNA ifadesi IVIS spektrum kullanilarak takip edilmistir.
Boylece enfeksiyon sirasinda outer core ve O-antijenin enfeksiyonun hangi
asamasinda nasil bir biyolojik rolii oldugu anlasilarak onciil bir c¢alisma

gerceklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. izolasyon Kaynaklar1

Calismamiz sirasinda Y. enterocolitica suslarinin izolasyonu igin kullanilan izolasyon

kaynaklar1 ve drnek sayisi ¢izelge 3.1’de belirtilmistir.

Cizelge 3. 1. Izolasyon kaynaklar1 ve 6rnek sayisi

Materyal  Izolasyon kaynag Lokasyon Ornek
sayisi (n)
Diski-1 Diyareli hasta Ege Universitesi T1p 102
Fakultesi hastanesi
Diski-2 Domuz Menemen, Kesik koyi 4
ve gubre
Su-1  Korfez, kanal, belediye  izmir Kuzey ve Giiney 12
havuz suyu ve kuyu bolgesinde bulunan su
suyu kaynaklar1
Su-2 Atik su Aliaga 2
Menemen 2
Cigli 2
Toplam 124

3.1.2. Bakteriyel suslar ve plazmitler

Pozitif kontrol olarak kullanilan Y. enterocolitica suslar1 Helsinki Universitesi,

Yersinia aragtirma laboratuvari sus koleksiyonundan saglanmistir. Bu suslar sirasiyla;
Y. enterocolitica O:3 6471/76 (Skurnik, 1984), Y. enterocolitica O:5,27 JDE657
(Schiemann et al., 1981), Y. enterocolitica O:8 8081 (Portnoy and Falkow, 1981) ve Y.

enterocolitica O:9 Ruokola/71 (Skurnik, 1984)’dir.

Pozitif kontrol suslari; Ege

Universitesi Biyoloji Boliimii Genetik ve Mikrobiyoloji Arastirma laboratuvarinda Y.
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enterocolitica suslarinin izolasyonu ve tanilanmasi amactyla mikrobiyolojik testler,
MALDI-TOF®MS ve PCR analizlerinde kullanilmustir. Lusiferaz reporter suslarinin
dizaym sirasinda 6zel Y. enterocolitica, Escherichia coli suslar1 ve plazmitler;

klonlama ve allelik-exchange analizlerinde kullanilmistir (Cizelge 3. 2).

Cizelge 3.2. Lusiferaz reporter sisteminin dizayni sirasinda kullanilan bakteriyel

suslar ve plazmitler

Bakteriyel sus Tanim Kaynak

Y. enterocolitica suslari

YeO3 (6471/76) Serotip O:3, pYV”* hasta izolat1

YeO3 1521::LuxCDE/2  pEfB7-b::tersyonlii, YeO:3 susundan Bu ¢alisma

orijinlenmis

YeO3_1521::LuxCDE/1  pEfB7-a::dogruyonlii,YeO:3 susundan Bu caligma

orijinlenmis

[UXpoc fb2:2/LuxCDABE/1,QOutercore Bu ¢alisma
reporter; YeO3

[UXpop1 fb3:2/LuxCDABE/1,0-antijen Bu ¢aligma
reporter; YeO3

E. coli suslan

S17-1Apir thi pro hsdR™ hsdM™ recA::RP4-2- Life
Tc::Mu-Km::Tn7, Str'(Apir) technologies®




Cizelge 3.2 (devam)
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SY327 Apir A(lac pro) argk (Am) rif nalA recA56 Life
(Apir) technologies®
SM10Apir Kanamisin® tcR Life
technologies®
©7249 B2163Anic35 Km" Ery" Life
Technologies®
DH10B F mcrA A(mrr-hsd RMS-mcrBC), Life
$80lacZAM15 AlacX74, deoR, recAl  Technologies®
endAl ara41394(ara, leu)7697 galU,
galK A" rpsL nupG A tonA,
Plazmit
pTetluxl tetR geni and pyt promotor
BW19610/pSW23T, suicide plazmit Monika Rybak
pKNG101 Streptomisin®, suicide plazmit Life
Technologies®
pEfB1 pSW23T’e klonlanmig LUxXAB kaseti Bu caligma
pEfB2 luxAB kasedinin akisyukar1 bolgesine Bu caligma
klonlanmis pop1 promotoru
pEfB3 LuxAB kasetinin akigyukar1 bolgesine Bu ¢aligma
klonlanmis poc promotoru
pTetLuxCDE pTetLux1-LuxAB Bu caligma
SW23T AM pSW23T plz-alzr-nidinin mfel kesim Bu calisma
bolgesi silinmis vektor
OEfB4 pSW23T AM’eklonlanmis YE1203- Bu calisma

0751 gen bolgesi
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pEfB5

pEfB4 vektorinin self ligasyonu

Bu caligma

pEfB6-a

LuxCDE kasetinin Mfel kesim
bolgesine of pEfB5/dogru yonlii

vektore ligasyonu

Bu ¢alisma

pEfB6-b

LuxCDE kasetinin Mfel kesim
bolgesine pEfB5/ters yonli vektore

ligasyonu

Bu ¢alisma

pEfB7-a

pKNG101/dogru yonlii BamHIkesim
bolgesine YE1203-0751 ve LuxCDE

kasetinin ligasyonu

Bu caligma

pPEfB7-b

pKNG101/dogru yonlii BamHI kesim
bolgesine YE1203-0751 ve LuxCDE

kasetinin ligasyonu

Bu ¢alisma
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3.1.3. Besiyerleri

Y. enterocolitica suslarinin izolasyonu ve tanilanmasi amaciyla kullanilan besiyerleri;
PBS (fosfat tamponlu su), PSB siv1 besiyeri (%1 ’lik sorbitol ve %0,15’lik safra tuzu
iceren fosfat tamponlu su), Cefsulodin Irgasan Novobiocin Agar (CIN) (Sigma),
Irgasan-ticarcillin-potassium cholorate (ITC) sivi besiyeri (Sigma), Salmonella-
Shigella-sodium deoxycholate-calcium cholaride (SSDC) (Merck), PMB/PSMB (%1
mannitol, %1 sorbitol ve % 0,15 safra tuzu iceren fosfat tamponlu su), Maya ekstrakti-
Rose Bengal sivi besiyeri (YER), Triptik soy broth (TSB) (Merck), Modifiye edilmis
Triptik soy broth (mTSB), Mac Conkey Agar (Merck), Luria Bertani agar (Sigma) ve
Luria Bertani sivi besiyeri (Sigma), Simon’s Sitrat Agar (Merck), Kligler’s Demir
Agar (Merck) ve Deoksiriboniikleaz (DNaz) test agar kullanilmistir.

PBS ar/L
dH,0 ...800 ml
NaCl......coooiii 8,0 gr
KCloii e 0,20 gr
NaoHPO... oo 1,44 gr
KHoPOs.oo i 0,20 gr
dH,0... 10L
(pH:7.45)

Besiyeri igerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra iizerine belirlenen hacimlerde
disitile su ilave edilmistir ve besiyeri igeriginin homojen olarak ¢6zunmesi
saglandiktan sonra belirli hacimlerde tiiplere paylastirilmistir ve 121°C’de 15 dakika
otoklav ile steril edilmistir. PBS besiyeri; diyare hastalarindan digki ornekleri ile
domuz ciftliginden alinmis olan domuz digkis1 ve giibre 6rneklerinin, su kaynaklarinin

On zenginlestirme islemleri amaciyla kullanilmistir (EI Qouga et al., 2011).

PSB ar/L
Pepton... 50 gr
Sorbitol.....ocoi 10,0 gr



NagHPOg. oo 1,20 gr
Safra TUZU....oevveiieiii i 1,50 gr
dH2O.eii 10 L

Besiyeri igerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra Uzerine belirlenen hacimlerde
distile su koyulmustur ve besiyeri i¢eriginin homojen olarak ¢oziinmesi saglandiktan
sonra belirli hacimlerde tiiplere paylastirilmistir ve 121 °C’de 15 dakika otoklav ile
steril edilmistir. PSB besiyeri; diyare hastalarindan digki 6rnekleri ile domuz
ciftliginden alinmis olan domuz diskis1 ve giibre Grneklerinin, su kaynaklarmin 6n

zenginlestirme islemleri amaciyla kullanilmistir (El Qouga et al., 2011).

PSMB/PMB ar/L

Pepton...........coevvivvveenn 5,0 gr
Sorbitol.......coooii 10,0 gr
NaCl... .o 5,0 gr
NazHPO4..oovvveiii o .1,20 gr
Safra Tuzu........ccovvvvveeineinnn, 1,5 or
Mannitol...........ccoo i, %1,0
dHO..ooii 10 L

Besiyeri igerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra iizerine belirlenen hacimlerde
distile su ilave edilmistir ve besiyeri igeriginin homojen olarak ¢6zunmesi
saglandiktan sonra belirli hacimlerde tiiplere paylastirilmistir ve 121 °C’de 15 dakika
otoklav ile steril edilmistir. PSMB/PMB 06n zenginlestirme besiyeri; su kaynaklarindan
alinmis olan su numunelerinin 6n zenginlestirme islemleri amaciyla kullanilmistir. (El

Qouga et al., 2011; Fredriksson-Ahomaa and Korkeala, 2003).

YER ar/L

Maya OZUtl......eeveeeeeeeeennn, 500r
NaPOs. oo i, 17,25 gr
Safra TUZU......ovvieiiiii e, 2,0 gr
NaCIlO; ......... 1,09gr



Rose Bengal..........cooovvvviiinennnn. 0,04 gr
dHO..ooiiiii 10 L

Besiyeri igerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra iizerine belirlenen hacimlerde
distile su koyulmustur ve besiyeri igeriginin homojen olarak ¢oziinmesi saglandiktan
sonra belirli hacimlerde tiiplere paylastirilmistir ve 121 °C’de 15 dakika otoklav ile
steril edilmistir. YER 6n zenginlestirme besiyeri; su kaynaklarindan alinmis olan su
numunelerinin 6n zenginlestirme islemleri amaciyla kullanilmigtir (Fredriksson-
Ahomaa and Korkeala, 2003).

mTSB ar/L

TSB (triptik soy broth).......... 30,0 gr
Maya 0zUtU.......cooeveeeenen e, 2,50 gr
Safratuzu..........................2,0 gr
Irgasan........ccooeeeveveenn e, 4,0 mg/ml
dH O, 10 L

pH: 7.6

Besiyeri igerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra tizerine belirlenen hacimlerde
distile su koyulmus ve besiyeri igeriginin homojen olarak ¢oziinmesi saglandiktan
sonra 121 C’de 15 dakika otoklav ile sterilizasyona maruz birakildiktan sonra 45 C’ye
kadar sogutulduktan sonra filtrasyon ile steril edilmis olan Irgasan (4,0 mg/ml) ilave
edilmistir. mTSB besiyeri; atik su tesislerinden alinmig olan atik su numunelerinin 6n

zenginlestirme islemleri amaciyla kullanilmistir (Cheyne, 2008).

SSDC Agar ar/L
Sodyum Deoksikolat..........10,0 gr
LakKtoz.........ccovvveninnnnn, 10,0 gr
Sodyum sitrat................... 10,0 gr
Safratuzu..........cooeevieennn 8,50 gr
NazS203....cvvviivveennn. 5,42 gr

Enzimatik hayvan dokusu.....5,0 gr
EtOzOtl.......coveie 5,00r
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Maya Ozdtd......... 5,0qr
CaClo.eviiiiiii i, 10q9r
Demir (IDsitrat..................1,0 gr
Notral kirmizist.................. 0,025 gr
Brilliant yesili.................... 0,0003 gr
Bakteriyolojik agar.............. 15,0 gr
dHO..oo 10L
pH: 7.6

Dehidre besiyeri belirlenen hacme gore tartildiktan sonra {izerine distile su ilavesi
yapilmigtir. 121 °C’de 15 dakika otoklav ile sterilizasyonu saglandiktan sonra 45
°C’ye kadar sogutulmus ve steril petrilere 15-20 ml olacak sekilde ve aseptik
kosullarda paylastirilmistir. SSDC besiyeri, 6n zenginlestirme iglemleri tamamlanmig
olan izolasyon materyallerinden olas1 Y. enterocolitica kolonilerini saptamak amaciyla

kullanilmistir (Johnson, 1998; Soderqvist et al., 2012).

CIN Agar ar/L
Mannitol....................... 20,0 gr
Proteaz pepton................. 3,0gr
Pepton.............covevve 17,0 gr
Maya 0zUtU..........coevnenee. 2,0gr
Sodyum piruvat............... 2,0 gr
NaCl.................ooenn.1,0gr
Sodyum deoksikolat.......... 0,50 gr
Sodyum kolat.................. 0,50 gr
Notral kirmizist. .............. 30,0 gr
MgSO4...evvvvvvivenn .. 10,0 gr
Irgasan® .......ccooeeeeeeennnn. 4,0 gr
Cefsulodin...................... 4,0 gr
Novobiosin..................... 2,50 gr
Kristal viyolet.................. 1,09r
Agar....coooiiiiiiiiii 13,5¢gr
dH,0... 10L

pH 7.4 +/- 0.2
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Dehidre besiyeri belirlenen hacimde formiilasyona gore tartildiktan sonra iizerine
distile su ilavesi yapilmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklav ile sterilizasyonu
saglandiktan sonra 50-55°C’ye kadar sogutulmus, CIN besiyeri tamamlayicis1 olan
Novobiosin, Irgasan ¢ozeltisi ilave edilmistir ve steril petrilere 15-20 ml olacak sekilde
ve aseptik kosullarda paylastirnlmigtir. CIN besiyeri, ©On zenginlestirme islemleri
tamamlanmis olan izolasyon materyallerinden olast Y. enterocolitica kolonilerini

saptamak amaciyla kullanilmistir (Johnson, 1998; Soderqvist et al., 2012).

1SB ar/L.
Kazein pepton................. 17,0 gr
Soya pepton....................3,0gr
NaCl.......cooooiiiiin, 5,00r
KoHPOu. oo 2,50gr
Dekstroz.........covvvieiennns 2,50 gr
dH O, 10 L
pH 7,3 +/-0,2

Dehidre besiyeri belirlenen hacme gore tartildiktan sonra iizerine distile su ilavesi
yapilmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklav ile sterilizasyonu saglandiktan sonra 45
°C’ye kadar sogutulmus ve steril petrilere 15-20 ml olacak sekilde ve aseptik
kosullarda paylastirtlmistir. TSB besiyeri; ¢evresel su 6rneklerinin zenginlestirilmesi
ve atik su 6rneklerinin 6n zenginlestirme islemi sirasinda mTSB besiyerini hazirlamak

amaciyla kullanilmistir (Cheyne et al., 2009).

MR-VP siv1 besiveri (Methyl-Red Voges Proskauer Broth) ar/L
Pepton (et OZUU): ..ovveere e e e e e 1,0 OF
D(#) GIUKOZ: ... e e e D,0 OF
FOSTat tamPONU: ... ... s 50qgr

Besiyeri igerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra tizerine belirlenen hacimlerde
distile su ilave edilmistir ve besiyeri igeriginin homojen olarak ¢oziinmesi
saglandiktan sonra belirli hacimlerde tiiplere paylastirilmigtir ve 121°C’de 15 dakika

otoklav ile steril edilmistir MR-VP siv1 besiyeri, izolasyonu ve tanilanmasi yapilmis
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olan Y. enterocolitica suslarinin biyotiplendirilmesi analizlerinde kullanilmistir
(Johnson, 1998).

CR-MOX Agar gr/L
Triptik soy agar ............... 40,0 gr
dHO..vvvveiiiiee e n...825,0 Ml

121°C’de 15 dakika otoklavlanir ve 55°C’ye kadar sogutulduktan sonra asagidaki

bilesenler eklenir:

a) 80 ml 0,25 M sodyum okzalat ¢ozeltisi

b) 80 ml 0,25 M Magnezyum Klorid ¢ozeltisi

c) 10 ml % 20 D-galaktoz ¢ozeltisi

d) 5 ml %1 Kongo kirmizisi ¢ozeltisi

Eskulin Agar ar/L
Polipepton............cccueeeiee 10,0 gr
Eskulin........cccooooiiiini 1,0 gr
Ferrik Amonyum sitrat......1,0 gr
Agar....cooooviiiiiiiiii 500r
dH O, 10 L

Besiyeri igerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra iizerine belirlenen hacimlerde
distile su ilave edilmistir ve besiyeri igeriginin homojen olarak ¢6ziinmesi
saglandiktan sonra belirli hacimlerde tiiplere paylastirilmistir ve 121°C’de 15 dakika
otoklav ile steril edilmistir Eskulin agar, izolasyonu ve tanilanmasi yapilmis olan Y.

enterocolitica suslarinin biyotiplendirilmesi analizlerinde kullanilmistir (Johnson,
1998).

Indol Test Kiiltiir Ortama:

Bakto pepton............ .%1,0
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Besiyeri igerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra {izerine belirlenen hacimlerde
disitile su ilave edilmistir ve besiyeri igeriginin homojen olarak c¢oziinmesi
saglandiktan sonra belirli hacimlerde tiiplere paylastirilmistir ve 121°C’de 15 dakika
otoklav ile steril edilmistir Indol test kiiltiir ortami, izolasyonu ve tanilanmasi yapilmis

olan Y. enterocolitica suslarinin biyotiplendirilmesi analizlerinde kullanilmistir
(Johnson, 1998).

Pyrazinamid Agar: ar/L
Tryptik soy agar............... 30,0 gr
Pyrazin karboksiamid......... 1,0 gr
0.2 M Tris-maleat tamponu..,1,0 ml
dH O 2999 Ml
(pH:6.0)

Besiyeri icerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra iizerine belirlenen hacimlerde
distile su ilave edilmistir ve besiyeri igeriginin homojen olarak ¢oziinmesi
saglandiktan sonra belirli hacimlerde tiiplere paylastirilmigtir ve 121°C’de 15 dakika
otoklav ile steril edilmistir. Pyrazinamid agar, izolasyonu ve tanilanmasi yapilmis olan
Y. enterocolitica suslarinin biyotiplendirilmesi analizlerinde kullanilmistir (Johnson,

1998).

Tween 80 Agar: gr/L

Pepton..................10,0 gr
NaCl..................... 5,0qr
CaCls... 0,1qr
Agar......oooeiiiiinnnnn. 15,0 gr
dH,0... 10L

Agar base 121 °C’de 15 dakika otoklavlanir. 45-50 °C’ye kadar sogutulur. Agar
base’den ayri olarak Tween 80 de 121°C’de 20 dakika otoklavlanir. Steril kosullarda
Tween 80; son derisimi %1 (V/V) olacak sekilde Agar base’e eklenir. Tween 80 agar,



38

izolasyonu ve tanilanmast yapilmis olan Y. enterocolitica

biyotiplendirilmesi analizlerinde kullanilmistir (Efsa, 2007).

Fenol kirmizisi ksiloz s1vi besiveri ar/L
Nutrient broth.............cooiiiis 8,0 gr
KSHOZ. .. %0,5-1

pH indikatora: fenol-red

Fenol kirmizisi Trehaloz sivi besiveri gr/L
Nutrient broth....................................8,0 gr
Trehaloz.......ccovvie e ...%0,5-1
pH indikadtra: fenol-red

Fenol kirmizis1 Salisin s1vi besivyeri ar/L
Nutrient broth...............ocoiiii . 8,0 gr
SaliSIN. .o 900,5-1

pH indikatora: fenol-red

DNAZz Test Agar ar/L
TrptOZ... v, 2,0 gr
Deoksiribonikleik asit............ 2,0 gr
NaCl.....oooovi 5,0gr
Adar....oooiiii 15,0 gr
AH20. o 10 L

suslarinin

Besiyeri igerigi gerekli miktarlarda tartildiktan sonra tizerine belirlenen hacimlerde

distile su ilave edilmis, besiyeri igeriginin homojen olarak ¢oziinmesi saglandiktan
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sonra belirli hacimlerde tiiplere paylastirilarak 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril
edilmistir. Fenol kirmizisi ksiloz, trehaloz, salisin ve DNAz besiyerleri; izolasyonu ve
tanilanmasi yapilmig olan Y. enterocolitica suslarinin biyotiplendirilmesi analizlerinde

kullanilmistir (Johnson, 1998;Efsa, 2007).

ITC siv1 besiveri ar/L
Tripton.............oe e veeennnn...10,0 gr
Maya 0zUtU.......coo v, 10qr
MgCIl,*6H.0........................60,0 gr
NaCl.....oooiii 5,0qr
malasit yesili %0.2 (W/V)......... 5,0ml
(O] (O 1,0 gr
Irgasan........oooovveviiiniiiienn 10q9r
Ticarsillin..................l. 1,0gr
dH 0. 10 L

Dehidre besiyesi belirlenen hacimde formilasyona gore tartiltiktdan sonra Uzerine
belirlen hacimde distile su ilavesi yapilmis ve belirli hacimlerde tiplere
paylastirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril edilmistir. ITC sivi
besiyeri; diyare hastalarindan digski 6rnekleri ile domuz ¢iftliginden alinmis olan
domuz digkis1 ve giibre Orneklerinin, su kaynaklarimin 6n zenginlestirme islemleri
amaciyla; secici ayirt edici Onzenginlestirme sivi besiyeri olarak kullanilmistir

(Laukkanen et al., 2010).

Kligler’s demir agar ar/L
Polipepton........ccovvvvi i ieiiennen. 20,0 gr
Laktoz.......cooov v 20,0 gr
DekStroz......oovvve i 1,09r
NaCl... .o 5,0gr
Ferrik amonyum sulfat................ 0,5gr

Sodyum tiyosilfat..................... 0,5¢r



Adar... .o 15,0 gr
Fenol kirmizist.......................... 0,025 gr
dH2O.eii 10 L

Dehidre besiyesi belirlenen hacimde formiilasyona gore tartiltiktadan sonra iizerine
belirlen hacimde distile su ilavesi yapilmistir ve belirli hacimlerde tiiplere
paylastirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril edilmistir. Kligler’s demir
agar, CIN agar besiyerinde *“dana g6z(” morfolojindeki kolonilerin H,S uretip

iiretmedikleri kontrol edilmistir (Johnson, 1998).

Simon’s Sitrat agar ar/L
NHi2POq4 1,0 gr
KoHPOg. i, 1,0 gr
NaCl....oooo 5,09r
Sodyum Sitrat............coeeennnnn 2,0 gr
MgSOq4..evvviviiiiiiiiieee02gr
Bromtimol mavisi................... 0,008 gr
Adar... .o 13,0 gr
dH,0... 10L

Dehidre besiyesi belirlenen hacimde formilasyona goére tartilttkdan sonra Uzerine
belirlen hacimde distile su ilavesi yapilmis ve belirli hacimlerde tuplere
paylastirtldiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril edilmistir. Simon’s Sitrat
Agar, CIN agar besiyerinde “dana g6zi” morfolojindeki kolonilerinin sitrati karbon

kaynagi olarak kullanmalari test edilmistir (Johnson, 1998).

MacConkeyAgar ar/L
Kazain pepton................coeeveenn 17,0
Et 0zUtl pepton.......cocveiiiiiieninns 3,00r
NaCl.....ooooiii 5,0gr
Laktoz.......cooovviiiii i, 10,0 gr
Safra tuzu karisimi........................ 1,50 gr
Notral Kirmizist...........ooeveeeein... 0,03 gr

Kristal viyole...........ccoovivviiin i, 0,001 gr



Dehidre besiyesi belirlenen hacimde formilasyona gore tartiltiktadan sonra Uzerine
belirlen hacimde distile su ilavesi yapilmistir; 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril
edildikten sonra 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra aseptik kosullarda steril petrilere
15-20 ml hacimlerde aktarilmistir MAC besiyeri ile, CIN agar besiyerinde *“dana
g6zu” morfolojinde olan kolonilerin, laktoz fermentasyonu test edilmistir (Johnson,
1998).

Luria Agar ar/L
Tripton.......ccooo v 10,0 gr
Maya OZULU ..o 5,0qr
NaCl.. .o, 5,0gr
N - 10,0 gr
dH,0... 10L

Dehidre besiyesi belirlenen hacimde formilasyona gore tartiltiktadan sonra Uzerine
belirlenen hacimde distile su ilavesi yapilmigtir. 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril
edildikten sonra 45 °C’ye kadar sogutultulmus ve aseptik kosullarda steril petrilere 15-
20 ml hacimlerde aktarilmistir. Luria agar; lusiferaz reporter suslarinin dizaym ve

ingasi sirasinda kullanilmistir (Havens et al., 2003).

Luria Bertani sivi besiveri ar/L
Tripton.......ccoov v 10,0 gr
Maya 0zUtU..........covvevievieen.. 5,0 0r
NaCl...cie e, 5,00r
AH2O . e 1,09r

Dehidre besiyesi belirlenen hacimde formiilasyona gore tartildiktan sonra tizerine

belirlen hacimde distile su ilavesi yapilmistir ve belirli hacimlerde tiiplere
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paylastirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklav ile steril edilmistir. Luria
bertani siv1 besiyeri; lusiferaz reporter suslarinin dizayni ve ingasi

stirasinda kullanilmistir (Havens et al., 2003).

3.1.4. Cozelti, tampon ve enzimler

Cozelti, tampon, enzim ve antibiyotikler; Y. entercolitica suslarinin fenotipik ve
genotipik tanilanmasi, lipolisakkarit profillerinin belirlenmesi, PCR, klonlama ve

hayvan deneylerinde kullanilmistir.

Gram’in Kristal Violet Boyasi

Kristal Violet........................ 29r
Etil Alkol (%95’lik)................ 20 ml
Amonyum oksalat.................. 0,8 gr
AH20 oo, 1000 ml

20 ml etil alkolde 2 gr kristal violet ¢Oziilmiistiir. 80 ml distile suda da 0,8 gr
amonyum oksalat ¢oziildiikten sonra bu cozeltiye alkolde ¢oziilmiis olan kristal
violet ilave edilerek karigtirilmistir. Hazirlanan bu boya ¢ozeltisi, gram boyama

isleminde kullanilmistir (Tamer vd., 1989).

Gram’in Safranin Boyasi

Safranin...............onis 0,25 gr
Etanol........ccooooiiiiils 10 ml
dH20 e 1000 ml

Safranin etanolde c¢oziildiikten sonra distile su ilave edilerek iyice karigtirilmistir.

Daha sonra filtre kagidindan siiziilerek gram boyama islemlerinde kullanilmigtir

(Tamer vd., 1989).

Gram lIyodiir Cozeltisi
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Iyot ve potasyum iyodiir, havanda toz haline getirildikten sonra distile su yavas yavas
ilave edilerek iyice karistirilmistir. Elde edilen bu ¢6zelti gram boyama islemlerinde

kullanilmistir (Tamer vd., 1989).

9%095’lik Etanol

Saf Etil alkol..........................95 ml
dHO..o i B

KOH Cozeltisi ar/L
NaCl......coooiii e 5.00r
KOH. .o, 25gr

dHO.i 10 L

Salin Cozeltisi gr/ml

NaCl.... .o, 0,075 gr
NaHPO ..o, 0,046 gr
NaHPOu. oo 0,009 gr

% 5’lik Siikkroz Cozeltisi ar/L
SUKIOZ. .o e, 50,0 gr
dH,O0... 10L

Kloraramfenikol (Sigma, >98% (HPLC), 20 mg/ul

Streptomisin (Sigma), 10 mg/ul
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Kanamisin (Sigma), 10 mg/ul
Desferal®Novartis (500mg)

EcoRI (New England Biolabs®); CutSmart®Restriksiyon enzmi (10,000 units/ml),
Nebbuffer (10X)

BamHI (New England Biolabs®); CutSmart®Restriksiyon enzmi (10,000 units/ml),
Nebbuffer (10X)

Sall (Promega); Restriksiyon enzimi 2000 Unit/ml, Tango Buffer (10X)

Fast Digest Mfel (=Munl), (Thermo scientific); Restriksiyon enzimi, 20 rxn, 10X
fastDigest® Tamponu

T4 DNA Ligaz (Thermo Scientific, Fermentas 5U/L)

10X DOC tamponu ar/L
%0,25 DOC......cevvieieiiiien, 25,0 gr
192mMaglisin........oooooeiiiennin. 1441 gr
26 MM Tris-base..........ocevvvnennnn 31,50r
dHO.eeiii i 1,05 Ml
pH:8.4

DOC liziz tamponu 10ml
%10DOC.....c.oeieiie i 2 mi
Merkaptoetanol........................ 0,4 ml
%100 gliserol.........cccoeviiinninnin, 1ml
1,8 M Tris (pH:6,8)......covvvvnnn.... 5,55 ml
bromfenol mavisi..................... 0,001 gr
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%12’lik ayirma (Separating) jel 2ml

AKTil:bis (30:0,8) .. ovevvveerevn....800 pl

%10,0 DOC......ceviiiieii i, 100 pl
15M Tris (pH:8,8)..cvvvviiieen 500 pl
%10 Amonyum persilfat................ 10 pl

AH20 et .600
TEMED.....vveooeeeeeeeeeee a1l

%4 ‘luk Stacking Jel 1ml

AKTil:bis (30:0,8) .. evevvrereneen 133 1

%10,0 DOC......ceviiieii e, 50 pl
0,5M Tris (pH:6,8)..........cvevvnen.... 250
%10 Amonyum persilfat................ 10 pl

AH20 e et BBT
TEMED....oeeoveeeeeeeeeeeeeeeee 1l

Fiksasyon Cozeltisi-1 500 ml
Metanol........cooii . 250 ml
Asetik asit......oooeveii 50 ml

dH2O...o . 200 MU

Fiksasyon Cozeltisi-2 500 ml
Metanol.......cooeii 37,5ml
Asetik asit......oooeveii e, 25 ml

dH2O...o . 200 MU

AJNO; Cozeltisi 50 ml

IONNaOH......ccooi 100 pl



NH4OH... 700 pl
AgNOS.... 0,35 gr
dH,0... 49 ml

Film gelistirici (Development) Cozeltisi 100 ml

Sitrik asit......ooovvei 5mg
Formaldehit..................cooviiii . 50 pl
Reaksiyon durdurma Cozeltisi 100 ml

ASEtIK aSIt..... e 1ml

TE (Tris EDTA) Tamponu: 10 mM Tris-HCI (pH:8.0)

IMMEDTA  (pH:8.0)

Tris-borate- EDTA tamponu ( TBE): Stok ¢ozeltisi (5x/L)

54 gr Tris Base
27.5 gr Borik asit
20 ml 0.5 M EDTA (pH: 8.0)

1X Calisma cozeltisi:
89 mM Tris base

89 mM borik asit

2 mMEDTA
izopropanol

Etanol (%70)
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EDTA ¢0zeltisi: (0,5 M) pH:8,0

186,1 gr disodium EDTA.2H,0 1000 ml distile su

dNTP karisima ( Sigma; her deoksinukleotid trifosfattan 100 mM )

MgCl, ¢ozeltisi (Fermantas, 3 mM)

Tag DNA Polimeraz (Fermantas, 500 U)

Dynazyme polimeraz ( Finenzymes, 500 U)

Marker DNA’lar (Fermentas, O Gene Ruler 100 bp ve 1 Kb)

Tag buffer (Fermentas, 10X)

% 1 Agaroz Jel

19 Agaroz
100ml................. 1 X TBE
Sul..ccii, GelRed

159........... ...Agaroz
100ml................. 1X TBE
5ul ...GelRed
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Agaroz (Sigma)

10000 X GelRed (Biotium)

Orange G (Fermentas)

Proteinaz K (20 mg/ml) (Sigma)

6-8 haftalik 37 adet balb/c fare (Kobay A.S., Ankara)

3.1.5. Primerler

Calismada kullanilan primerler BM laboratory system (Ankara, Tiirkiye) ve
Helsinki Universitesi Yersinia arastirma laboratuvari tarafindan sentezlenmistir.
Dubleks PCR ile ail (baglanma ve invazyon lokus geni) ve 16S rRNA
amplifikasyonu ile patojenik Y. entercolitica suslarinin genotipik tanilanmasi ve
standart PCR ile plazmit ve kromozom aracili kodlanan viriilens genlerinin
saptanmasi hedeflenmistir (Cizelge 3. 3) Ayrica Lusiferaz reporter suslarinin
ingaas1 sirasinda kullanilan primerlerin listesi Cizelge 3. 4’de belirtilmistir. Primer

dizayn1 sirasinda Chipster V3.1. programi kullanilmistir
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Cizelge 3.3. Kromozom ve plazmit aracili kodlanan viriilens genlerini ve o-antijen

spesifik genleri kodlayan primerler

PCR hedef bolge
ail

16S rRNA geni

yStA sicaklik
stabil-enterotoksin

ystB, enterotoksin
(1A biyotipi)

Y. enterocolitica
yadA geni

Y. enterocolitica
and
Y.pseudotuberculo
sis Yop regilonun
transkripsiyonel
aktivitora

Y. enterocolitica
0:9 /O-antijen
operon

Y. enterocolitica
0:3/ O-antijen
operon

Y. enterocolitica
0:5/ O-antijen
operon

Primer
adi

Al

A2

Y1

Y2
yStA

ystB

yadA

virF/lcrF

per-6
per-7

03wh595
or
o3whb511
of
O5-7699r
0O5-7011f

dizi (5" >3

ttaatgtgtacgctgggagtg
agtattcatatgaagcgtc
aataccgcataacgtcttcg
cttcttctgcgagtaacgte
atcgacaccaataaccgctg
ag
ccaatcactactgacttcgge
t
gtacattaggccaagagac
g
gcaacatacctcacaacacc
cttcagatactggtgtcgetg
t
atgcctgactagagcgatat
cc
ggcagaacagcagtcagac
ata
ggtgagcatagagaatacgt
cg

attgacttatattgcttcggtta
aaggtacctacatgtcgtcc
at
attagcaatctcgggggaat

gaattgcatctgcacagaac

actctccgctgattgtegtt
taggcctgccaactcaagat

Size
(bp)
425

330

79

146

849

561

272

840

688

Kaynak

Wannet et al.,
2001

Wannet et al.,
2001

Thoerner et al.,
2003

Thoerner et al.,
2003

Thoerner et al.,
2003

Thoerner et al.,
2003

Skurnik
Laboratory

Skurnik
Laboratory

Skurnik
Laboratory
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Cizelge 3. 4. Lusiferaz reporter sistem i¢in kullanilan primerler

Primer Hedef bodlge Dizi (5> 37) ig%l)]t Kaynak
. CGCGGATCCTTCAAGCT
Lux2F  luxAB gen kaseti GCTGCTTTIGTTG 2081 Bu calisma
CGCGAATTCACTCAAA
Lux2R TAGCAATATAAGGACTC
T
O3o0cP- Outer core CGGGTCGACATGAGGGC 445 Bu calisma
fS promotoru (Poc) CCATAGACCTTT vally
O30cP- CGGCGAATTCTCCCTTGT
re AACAAAAGCAAAGA
O30p1- O MM CGGGTCGACTCTTTAAG 00 o o
fS P (Pop1) CATGGCGGTCAGT U vatty
o3op1l- CGGCGAATTCGCCCCAA
rE AAATGAGAATGAA
luxAB kaseti
Lux1F knock-out AGTGAACGAATCCCCAG 8139 Bu ¢alisma
GAG
pTetluxl
Lux1R TTAAGACAGAGAAA
TTGCTTGATTTTCA
1521- GGCGGATCCGGTGAAAG
E1M Yel203-0751 GCGATGATGAACCC 1485 Bu calisma
1521- GGCGGATCCTGCCAATC
R1 AGCATCACTGT
1521- DEfB4 GGCCAATTGTTTTACTTA
. . ATAGCCCTCAACTCAGA 3308 Bu galisma
F3 mutajenesis CAG
1521- GGCCAATTGTATTTAGTG
R3 CGGTAATTGGGCTTGTTC
LuxC-F LuxC GGGCAA ‘%ZFGAAAAA 498  Bucahsma
LuxC-R TCCCCAAGCGACAATAA
CAT
msl-:09- yadA CCTATCC%K:JTCTATGG 479 Bu calisma
ms-10- GCTACTCCATCTTTCTGG

R GCG




51

1.1.1. Kullamilan bashca cihazlar
Mikro santriftlj (14.0009) (Hettich EBA 12R)
Spektrofotometre (Varian Carry 50)
Yatay elektroforez (Consart HU 13)
Gtli¢ Kaynagi (1500 V) (Sigma)
Palm Cycler (Corbett Research)
T100 Thermal Cycler PCR (Bio-Rad®)
Palm Cycler (Biorad)
U.V. Transiliminator (254nm)
Eppendorf BioPhotometer Spectrophotometer UV/VIS
HIDEX plate CHAMELEON, 4.08
Bioscreen C incubator (Growth Curves Ab Ltd)
Hoefer miniVE Yatay Electroforez Sistemi (Amersham, Biosciences)
IVIS (In vivo gorlntileme sistemi, Perkin Elmer, Life technologies®)

MALDI-TOF®MS (bioMérieux)
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3.2.  Metot
3.2.1. Insan diski 6rneklerinden Y. enterocolitica izolasyonu

Ege Universitesi, T1ip Fakiiltesi Hastanesi’nde kayitli hasta drneklerinden; Ekim
2012-Ocak 2013 tarihleri arasinda, 62 ¢ocuk ve 40 yetiskin olmak tizere toplam olarak
102 diyareli hasta diskis1 Y. enterocolitica suslarim1 saptamak amaci ile analize
alinmistir. Analizi yapilan 6rneklerin alindigi tiim hastalarda 24 saat igerisinde giinde
Uc veya daha fazla diskilama ve sivi kaybi, sulu digki gibi diyare belirtileri gézlenmis
ayrica incelemeye almman digki Orneklerinin mikroskobik incelemesi sonucu bol
miktarda l6kosit ve/veya eritrosit saptanmistir. Diski ornekleri Y. enterocolitica
disinda; Salmonella spp., Campylobacter spp, Shigella spp. ve diyarejenik Escherichia

coli suslarinin varlig1 agisindan da incelenmistir.

Diski érnekleri vakit kaybetmeden Ege Universitesi, Biyoloji Bolumii, Genetik
ve Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarina aktarilmistir. Y. enterocolitica suslarinin
izolasyonu i¢in Oncelikle ISO10273 metodu uygulanmistir: 1 ml diskt 6rnegi 6n
zenginlestirme islemi i¢in 9 ml PSB sivi besiyerine aktarilmis ve 25°C’de 2 gin
inkiibasyona kaldirilmustir. inkiibasyondan sonra én zenginlestirme ortamindan 10 pl
alinarak CIN agar besiyerine inokiile edilmis ve ornekler 25°C’de inkibasyona
kaldirilmistir. Ayn1 6n zenginlestirme kiiltiir ortamindan 1 ml zenginlestirme kultlrd,
9 ml ITC siv1 besiyerine aktarilmis ve 25°C’de 48 saat inkiibasyona kaldirilmigtir.
Inkiibasyon sonrasinda 10 pl zenginlestirilmis kiiltiir CIN besiyeri ve SSDC besiyeri
ortamina yayma plaka ile inokiile edilmis ve 25°C’de 48 saat inkibasyona
kaldirilmigtir (Sekil 3.1.A) (Denis et al., 2011).
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1IS010273 METODU DFEH METODU
1 ml digki érnedi 2 ml digki 6rnedi
+ +
9 mi PSB 18 ml PMB/PSMB (1:8 viv)
On zenginlestirme -
J/ l On zenginlestirme

25°C'de 2 glin
[22Co g

/ N\ AN,

0,5 ml énzenginlestirme Ly
10 pl CIN agar 9mlITC, 25 °C'de 48 Kkaltari+4,5 ml 2,5 mM KOH Q;rél Izglatzze CI-C?E
25 °C'de 24-48 saat . saat segici On zenginle grme
inkiibasyon On zenginlestirme \ gnes

10 pl CIN, 8SDC agar
25 "C'de 48 saat

:| inkiibasyon

Sekil 3.1.insan digki rneklerinden Y. enterocolitica izolasyonu islem akis semasi.

100 pl CIN agar
25 °C'de 24-48 saat

inkiibasyon B

Ayrica insan digkr orneklerine izolasyon i¢in DFEH (Department of Food and
Environmental Hygiene, University of Helsinki) metodu da uygulanmistir (Laukkanen
et al., 2010). Bu metot iki farkli 6n zenginlestirme yonteminden olusmaktadir:
%0.5’1ik pepton, %1 ’lik mannitol ve %0.15’lik safra tuzundan olusan PMB/PSMB ile
soguk soguk zenginlestirme isleminde 2 ml digki 6rnegi 18 ml PMB/PSMB (1:9 v/v)
ortamina aktarilmistir ve +4 °C’de 2 hafta inkiibasyona kaldirilmistir ve ayni diski
orneklerinden 1 ml alinarak 9 ml ITC siv1 besiyerine aktarilarak 25 °C’de 2-3 gln
inkiibasyona kaldirilmistir inkiibasyon sonrasinda 100 pl 6n zenginlestirme kiiltiiri
CIN agar besiyerine aktarilmistir (Atobla K. et al., 2012; Laukkanen et al., 2010) ve
ayni zamanda 6n zenginlestirme kiiltiirlerine alkalin uygulamasi yapilmistir: her bir 6n
zenginlestirme kiiltiirii (0.5 ml), 4.5 ml, 2.5 mM KOH ve % 0.5’lik alkali ¢ozeltisi ile
kisa sure muamele edilmistir ve tekrar CIN agar besiyerine inokiilasyonu yapilarak 25

°C’de 2-3 giin inkiibasyona kaldirilmistir (Aulisio et al., 1980) (Sekil 3.1.B) .

3.2.2. Domuz diskis1 ve domuz giibresinden Y. enterocolitica

izolasyonu

Izmir ili, Menemen Ilcesi Kesik koyii smirlar1 igerisinde bulunan domuz

ciftliginden, ¢iftlik sahibinden 6zel izin alinarak; domuz giibresi ve domuz diskisindan
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Y. enterocolitica suslart arastirilmistir. 2 adet domuz giibresi ve 2 adet domuz digkisi
ornegi steril tasima kaplarina toplanarak buz g¢antasi igerisinde laboratuvara taginmig
ve ayn1 giin i¢inde analize alinmistir. Orneklere iki farkl1 islem uygulanmistir: i) Diski
ve giibre oOrnekleri direkt olarak CIN agar besiyeri ortamlarina paralel olarak
inokiilasyonlar1 yapilmistir. i) DFEH metodu ve ISO10273 metodu uygulanmis
ancak 6n zenginlestirme siiresi 3 haftaya kadar uzatilmistir. Stipheli kolonilere (“Boga
g0zii”; koloninin ortas1 koyu pembe, cevresi seffaf halka seklinde g¢evrelenmis)

tanilama amacli daha ileri biyokimyasal testler uygulanmistir (Sekil 3.2).

1ISO010273 METODU DFEH METODU
1 ml domuz digki ve gubre érnegi 2 ml domuz digkl ve glibre érnegi
+ +
9 ml PSB

18 ml PMB/PSME (1:9 viv)

On zenginlestirme = . -
On zenginlestirme
25 °C'de 3 hafta
+4 °C'de 3 hafta

\r /1N

N

0,5 ml énzenginlestirme amlITC. 25 °C'de
10 pl CIN agar 9 mlITC, 25 °C'de 48 kiiltiri+4,5 ml 2,5 mM KOH 48 saat secici
2070 e 2440 saat saat segiol On zenginlesﬁrme

inkiibasyon On zenginlestirme \

10 pl CIN, SSDC agar
25 °C'de 48 saat 100 pl CIN agar
inklibasyon 25 °C'de 24-48 saat

A inklibasyon B

Sekil 3.2. Domuz diskis1 ve domuz giibresinden Y. enterocolitica izolasyonu islem akis semasi
3.2.3. Su kaynaklarindan Y. entercolitica izolasyonu

2012 yilinda Izmir’in Kuzey ve Giiney bolgelerindeki 6 istasyondan aseptik
kosullarda korfez, kanal, belediye havuz suyu ve kuyu suyu érnekleri (n=12; Bostanli
kanal-1, Bostanli kanal-2, Bayrakli Korfez, Konak Belediye’si havuz suyu, Manisa iI’i,
Akhisar Ilgesi kuyu suyu) 500 ml’lik steril numune kaplarinda toplanmistir ve soguk
zincirde laboratuvara taginmistir. 500 ml su Ornekleri 0.45um’lik nitroseliiloz
membran filtre (S-Pak, Sigma Aldrich) ile vakum pompasi araciligi ile konsantre
edilmistir. Filtre daha sonra 10 ml PBS tamponu (pH:7.45) ile oda sicakliginda 150
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rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Konsantre edilmis su Orneklerinden Y.
enterocolitica suslarinin  saptanmast i¢in dort farkli zenginlestirme islemi
uygulanmustir: i) konsantre edilmis olan 1 ml su, 9 ml PSB 6n zenginlestirme ortamina
aktarilmistir ve 25°C’de 2 giin inkiibasyona kaldirilmistir ii) Iml su 6rnegi 9 ml YER
zenginlestirme ortamina aktarilarak +4°C’de 9 giin inkiibasyona kaldirilmistir; iii)
PSMB/PMB zenginlestirme ortaminda +4°C’de 7 gin ve iv) TSB zenginlestirme
ortaminda 22°C’de 1 giin inkiibasyona kaldirilmistir (Atobla K. et al., 2012;
Fredriksson-Ahomaa and Korkeala, 2003; Laukkanen et al., 2009). Inkiibasyon sonucu
her bir zenginlestirme ortamindan bir 6ze dolusu 6rnek CIN agar besiyeri ortamina
inokiilasyonlar1 yapilmistir ve 25°C’de 24-48 saat inkiibasyona kaldirilmistir. Ayni
zamanda her bir zenginlestirme ortami alkalin uygulamasi yapilarak CIN agar besiyeri
ortamina inokiilasyonlar1 yapilmis ve aym sicaklik ve silirede inkiibasyona

kaldirilmistir (Sekil 3. 3).

500ml su érnedi

l

0,45 ym;membran filtrasyon
ile konsantrasyon

Inkiibasyon

10 ml PBS, 150 rpm

l On zenginlestirme

—_—

T mlsu+ 9 mIPSB, 25 °C, 2 glin 0,5 ml 6nzenginlestirme

kaltara+4,5 ml 2,5 mM KOH

1 mlsu+ 9 mYER, +4°C, 9 gun

——
1 ml su+ 9 ml PSMB/PMB, +4°C, l
7 gin

1 6ze dolusu érnek+ CIN agar
25 °C, 25-48 saat inkibasyon

Tmlsu+ 9mITSB 22°C, 1 gln

Sekil 3.3. Su kaynaklarindan Y. entercolitica izolasyonu islem akis semasi.
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3.2.4. Atk su aritma tesislerinden Y. enterocolitica izolasyonu

Izmir ili ¢evresinde bulunan ve Izmir Biiyiiksehir Belediyesi’nden alinan resmi
izin ile 3 farkl atik su aritma tesisinden (Aliaga, Menemen ve Cigli) atik su 6rnekleri
toplanmistir. Her bir tesisten 2’ser atik su Ornegi alinarak toplam olarak 500 ml su
numune kaplarinda olmak {izere 6 su numunesi alinmis ve soguk zincirde laboratuvara
taginarak ve mTSB zenginlestirme besiyeri kullanilarak 24 saat igerisinde analize
alinmistir. 500 ml su drnekleri 0.45um’lik nitroseliiloz membran filtre (S-Pak, Sigma
Aldrich) ile vakum pompasi araciligi ile konsantre edilmis ve filtrasyon sonrasi
membran filtreler mTSB zenginlestirme ortamina aktarilarak 100 rp’de 24 saat ve 12
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 zenginlestirme siv1 besiyerinden
50 ul kiltir CIN agar besiyerine alkalin uygulamasi ile birlikte inokiile edilerek ve
25°C’de 24-48 saat inkiibasyona kaldiriimistir (Sekil 3.4.) (Cheyne, 2008).

500ml atik su ornegi

|

0,45 pym;membran filtrasyon
ile konsantrasyon

inkiibasyon

Membran filtre+ mTSB, 100rpm, 12 °C

/ On zenginlestirme

0,5 ml dnzenginlestirme 50 ul érnek+ CIN agar
kaltiria+4,5 ml 2,5 mM KOH 25 °C, 25-48 saat inkiibasyon

Sekil 3. 4. Atik su aritma tesislerinden Y. enterocolitica izolasyonu islem akis semasi.
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3.2.5. Y. enterocolitica suslariin tanilanmasi

Her bir CIN agar besiyerinden “boga gozii” (ortas1t koyu pembe kenarlar seffaf)
morfolojisinde en az 5 koloni alinarak Gram boyama, sitrat ve laktoz fermantasyonu,
Kligler demir testi gibi fenotipik tanilama amaghh biyokimyasal testler
gerceklestirilmistir. Sitrat, Gram reaksiyonu ve laktoz fermentasyon reaksiyonu
negatif olan ve ayrica Kligler demir testi sonucu H,S iiretimi olmaksizin alkali
reaksiyon gosteren koloniler; lizisi ger¢eklesmeden protein spektrumlarini tir spesifik
kiitiiphane verilerine gére MALDI-TOF®MS (bioMérieux) cihazi ile kesin fenotipik
tanilamalar1 gergeklestirilmistir. Bu amacla 48 kuyucuk iceren MS cihazina 6zel lam
kullanilmistir. 24 saatlik olas1 Y. enterocolitica kolonisinden alinmis ve kuyucuga
aktarilmistir ve cihaz Y. enterocolitica pozitif suslar1 ile kalibre edilmistir. Analiz
sirasinda koloniye ait proteinler fragmentasyon olmaksizin lazer ve kiiglik organik
asitler ile iyonizasyonu saglanmistir. Proteinlerin yuk kutle oranlart belirlenmis ve bu
oranlar MALDI-TOF®MS veri kiitiiphanesi ile karsilastirilarak bilinmeyen bakteriyel

koloninin tiir seviyesine kadar tanilanmasi saglanmistir (Dubois et al.,2012).

Sekil 3.5. MALDI-TOF/VITEK®MS ( http://www.biomerieux-diagnostics.com/)



http://www.biomerieux-diagnostics.com/
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3.2.6. Y. enterocolitica suslarmmin biyotiplendirilmesi ve fenotipik

patojenite testleri

MALDI-TOF®MS cihazi ile fenotipik tamlamalar1 gerceklestirilen Y.
enterocolitica suslarinin biyotiplendirme analizleri gerceklestirilmis ve fenotipik
patojenite testleri yapilmistir. Biyotiplendirme testleri c¢esitli biyokimyasal testleri
kapsamaktadir: lipaz enzim aktivitesi, eskulin hidrolizi, salisin reaksiyonu, indol testi,
D-ksiloz testi, trehaloz reaksiyonu, pyrazinamidaz, voges-proskauer ve DNaz
testleridir (Efsa, 2007). Fenotipik patojenite testleri olarak; MR-VP sivi besiyeri
icerisinde  otoaglitinasyon testi ve Kongo kirmizisina baglanma testleri

gerceklestirilmistir (Johnson, 1998) (Cizelge 3. 5).

Cizelge 3.5. Fenotipik biyotiplendirme referans tablosu

Test Adi Biyogrup
1A 1B 2 3 4 5
Lipaz (Tween-Esteraz) + + - - - -
Eskulin Hidrolizi + - - - - -
Salisin (asit Gretimi) + - - - - -
Pyrazinamidaz + - - - - -
Indol tretimi + + +) - - _
Xylose (asit Gretimi) + + + + - -
Trehalose (asit Gretimi) + + + + + -
Voges-Proskauer + + + + + ?
DNAaz aktivitesi - - - - + ?

Ksiloz ve trehaloz testi: Y. enterocolitica suslari ksiloz ve trehaloz test kiiltiir
ortamlarina inokiilasyonlar1 yapilmistir ve 25°C’de 10 giin inkiibasyona birakilmistir.

Sonuglar 1., 2.,3.,4...10. giline kadar ksiloz ve trehaloz kullanim reaksiyonu kontrol

edilmistir (Silva et al., 2013).
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Salisin testi: Y. enterocolitica suslar1 salisin test kiiliir ortamina inokiilasyonlari
yapilmigtir ve 35°C’de 4 giin inkiibasyona birakilmistir Salisin kullanimi. 4. gin

sonunda fenol red indikatoriine gore degerlendirilmistir (Silva et al., 2013).

Eskulin hidrolizi: Y. enterocolitica suslar1 yatik eskulin kiiltiir ortamlarina
inokiilasyonlar1 yapilmistir ve 25°C’de 10 giin inkiibasyona birakilmigtir. Eskulin
besiyerinde koloni etrafinda olusan siyahlanma eskulinin hidrolize oldugunu
gostermektedir. Eskulin reaksiyonu biyogruplar arasinda farkliik gostermektedir
(Silva et al., 2013).

Indol testi: Y. enterocolitica suslar1 bakto pepton veya triptofan siv1 kiiltiir ortamlarina
inokiilasyonlar1 yapilmis ve 28°C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. indol testi
kontroll icin kovak’s ayiract kullanilmistir ve sivi besiyeri yiizeyinde kirmizi halka

olusumu indol kullanimimin pozitif oldugunu géstermektedir(Silva et al., 2013).

VP (Voges Proskauer) Testi: Y. enterocolitica suslart MR-VP siv1 kiiliir ortamlarina
inokiilasyonlar1 yapilmistir ve 25°C 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi; 6
ml a- naphthol eklenir ve karistirilir ve daha sonra 0,2 ml 40% KOH + 0,3% keratin
eklenir ve karigtirilir. Sonuglar 15- 60 dakika araliklar1 ile degerlendirilmistir (EFSA,
2007).

Lipaz Testi: : Y. enterocolitica suslarinin Tween-80 agar’a ekimleri yapilarak 28
°C’de 24 saat inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon sonucu koloni etrafinda opak bir

zon olusumu lipaz enzim aktivitesini gostermektedir (EFSA, 2007).

Pyrazinamidaz Testi: Y. enterocolitica suslart Pyrazinamide Agar yatik kiiltir
ortamina inokiilasyonlar1 yapilmistir ve 25°C 48 saat inkiibasyona kaldirilmistir.
Inkiibasyon sonucu Kiiltiir yiizeyine Fe*? amonyum siilfat ¢ozeltisi damlatilmistir. 15
dakika sonra pembe renkten kahverengine dogru bir renk degisimi Y.enterocolitica
suslarinda pyrazinoik asit (PYR) varligim1 gdstermektedir. Patojenik suslarinda PYR
genellikle negatiftir (Johnson,1998).

DNaz testi: Y. enterocolitica suslarin1 DNaz test ortamina bir 6ze yardimi ile 3-4 cm

kalinlikta serit halinde inokiilasyonu yapilarak ve 28°C’de 18-24 saat inklibasyona
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kaldirlmustir. Inkiibasyon sonrasi serit halindeki koloninin tizerinden 1 N HCI ile
yikanmig ve koloni c¢evresinde acik bir zon olusmasi susun deoksiriboniikleaz

aktivitesi oldugunu gostermistir (Johnson,1998).

Otoaglutinasyon: Y. enterocolitica suslarinin paralel sekilde MR-VP s1v1 besiyerine
inokiilasyonlar1 yapilarak, 25°C ve 35°C’de 24 saat inkiibasyona kaldirilmistir.
Inkiibasyon sonucu oda sicakliginda inkiibasyona kaldirilan suslar besiyeri icerisinde
homojen olarak biiyiimektedirler. Ancak 35°C’deki inkiibasyon sonucu koloniler sivi
besiyerinin alt kisminda toplanmaktadir. Bu test suslarin virtilens plazmidini i¢erdigini

gostermektedir (Johnson, 1998).
Kongo-Kirmizisina baglanma testi:

Izolatlarm triptik soy sivi besiyerine inokulasyonlar1 yapilarak 25°C 24 saat
inkiibasyona kaldirilmistir. Daha sonra 24 saatlik kiiltiirden 100 ul CR-MOX agar
besiyerlerine yayma plaka seklinde inokiilasyonlart yapilmis ve tekrar 37°C’de 24 saat
inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon sonucu koloni ¢ap1 kii¢iik koloniler buyime
sirasinda kongo-kirmizisina baglanmis ise biiyiime sirasinda kalsiyuma ihtiyag
duydugunu ve suslarin virulens plazmidi igerdiklerini gostermektedir. Daha biiyiik ve
renksiz koloni morfolojisi ise kolonilerin virtlens plazmidini kaybettiklerini
gostermektedir (EFSA, 2007; Johnson 1998).

3.2.7. DNA lzolasyonu ve PCR

Genomik DNA ve plazmit DNA izolasyonu kit kullanarak elde edilmistir

(Invitrogen). Kullanilan pirmerler Cizelge 3.3 ve 3.4’de listelenmistir.
3.27.1. Dubleks PCR

Y. enterocolitica suslarinin genotipik tanilama amaci ile ail ve 16S rRNA gen
bolgelerinin amplifikasyonunu saglayan dubleks PCR yapilmistir (Wannet et al.,
2001).

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirasiyla 0,2 ml’ lik
ince cidarli bir PCR tiipiine konulmustur:160 nM 16S rRNAve 80 nM ail primerleri,
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200 puM Dntp, 0.5 U Tag DNA polimeraz, 1X PCR tampon + 2.5 mM Mg,CI ve her
PCR tlpU i¢in 20 ng genomik DNA kalip olarak kullanilmigtir.

Amplifikasyon programlanabilir bir termal dongl ile Corbett Palm Cycler cihazi

kullanilarak asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir.

-ilk denatiirasyon 94 "C’de 5 dakika
- 36 dongu, her dongude;

1. 94°C’ de 45 saniye
1. 62°C’de 40 saniye
.  72°C’de 45 saniye

- PCR tiipleri son déngiiden sonra 72°C’ de 10 dakika inkiibe edilmistir.

- Tuipler reaksiyon bittikten sonra 4°C veya -20 °C’de saklanmustir.

3.2.7.2. Standart PCR

Kromozom ve plazmit aracili virillens genlerinin saptanmasi, O-antijen
genotiplendirme ve lusiferaz reporter suslarinin insasi amaciyla standandart PCR

analizi gergeklestirilmistir.

Kromozom ve plazmit aracili viriilens genlerinin saptanmasi:

Kromozom ve plazmit aracili viriilens genlerinin amplifikasyonu i¢in ail, ystA,
ystB, yadA, virF/lcrF primerleri kullanilmistir (Cizelge 3.3). (Thoerner et al., 2003)
Toplam reaksiyon hacmi 25 ul olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirasiyla 0,2 ml’ lik
ince cidarli bir PCR tiipiine koyulmustur. Her primer ciftinden 1uM, 200 uM Dntp,
1.25 U Tag DNA polimeraz, 1X PCR tamponu, 3 mM Mg,ClI ve her PCR tubu igin 20
ng/2,5pl genomik DNA ve plazmit DNA kalip olarak kullanilmistur.

Amplifikasyon programlanabilir bir termal dongl ile Corbett Palm Cycler cihazi

kullanilarak asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir.

-Ilk denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika
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- 25 dongu, her donglide;

I 95°C” de 15 saniye
Il. 57-63°C’ de 30 saniye
1. 72°C’ de 30 saniye
- PCR tipleri son dongiiden sonra 72°C” de 10 dakika inkiibe edilmistir.

- Tupler reaksiyon bittikten sonra 4°C veya -20 °C’de saklanmustir.

O-Antijen genotiplendirme ve lusiferaz reporter sistem Insas:

O-antijen spesifik primerler ve luXpo. Ve luXpopr reporter suslarinin insasi igin
kullanilan pimerler Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4’de belirtilmistir. Her iki analiz igin
standart PCR kullanilmistir ve annealing sicakliklar1 hedef bolgenin biiyiikliigiine (bp)

gore optimize edilmistir.

Toplam reaksiyon hacmi 25 ul olacak sekilde, asagidaki bilesenler sirasiyla 0,2 ml’ lik
ince cidarli bir PCR tiipiine koyulmustur. Her primer c¢iftinden 1mM, 200 uM Dntp,
1.25 U Dynazyme, 1X Dynazyme buffer, ve her PCR tibu icin 10 ng/ 0,5 pl genomik
DNA ve plazmit DNA kalip olarak kullanilmistir.

Amplifikasyon programlanabilir bir TI00 Thermal Cycler PCR cihazi kullanilarak
asagidaki kosullarda gerceklestirilmistir.

-Ilk denatiirasyon 95 °C’de 1 dakika
- 25 dongu, her donglde;

I 95°C’ de 30 saniye

Il. 57-65°C” de 20 saniye

1. 72°C’ de 1,20 dakika

- PCR tiipleri son dongiiden sonra 72°C’ de 10 dakika inkiibe edilmistir.

3.2.8. Y. enterocolitica suslarinin serotiplendirilmesi

Fenotipik ve genotipik tanilamalari yapilmis olan patojenik Y. enterocolitica

suslarinin  serotiplendirilmesi Skurnik laboratuvarinda bulunan Yersinia spesifik
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bakteriyofajlar ile fenotipik olarak serotiplendirilmistir (Baker and Farmer 3rd, 1982).
Biyogruplari belirlenen 9 adet patojenik Y. enterocolitica susu Luria bertani (LB) sivi
besi yerinde oda sicakliginda 24 saat inkiibasyonu sonucu; steril 15 ml’lik falkon
tiplerine (100 pl ) aktarilmistir.  Sivi kiiltiir; 3 ml soft agar ( %1’lik agar) ile
karistirilmistir. Bu karisim daha 6dnceden hazirlanmis LB agar besiyerine aktarilmis ve
30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Y. enterocolitica suslarma spesifik
bakteriyofajlarin 1X PBS (pH:7.45) icerisinde seri seyreltmeleri (10*-10™"") yapilarak
oda sicakliginda bekletilmis soft agar ylizeyine 5 pl spotlanmistir. Oda sicakliginda ve
37°C’de 24 saat inkiibasyona kaldirilmustir. Iki farkli sicaklikta inkiibasyon sonucu
liziz zonunun olustugu en kiiciik titre belirlenerek patojenik Y.enterocolitica suslarinin

serotipleri belirlenmistir.

Fenotipik olarak serotipleri belirlenen patojenik Y. enterocolitica suslarinin fenotipik
sonuglara dayanilarak; O-antijenine spesifik primerler kullanilarak standart PCR

analizleri ile genotipik olarak da serogruplart belirlenmistir ve dogrulanmistir.

(Cizelge 3.3)

3.2.9. Y. enterocolitica suslarmin lipopolisakkarit (LPS) profillerinin

belirlenmesi

Patojenik Y. enterocolitica suslarinin lipopolisakkarit izolasyonu deoxycholate-
polyacrylamide-gel electrophoresis (DOC-PAGE) ve giimiis boyama analizleri ile
gerceklestirilmigtir (Skurnik et al., 1995). Y. enterocolitica suslarmin 24 saat oda
sicakliginda LB s1v1 besiyerine inokiilasyonlar1 yapilmstir. inkiibasyon sonucu aktif
kiltirden 0,5 ml alinmis, santrifiijlenerek tst siv1 atilmistir ve DOC-liziz tamponu ile
stispanse edilmistir. 100°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir, inkiibasyon sonras1 2-4 pl
proteinaz K (20 mg/ml) ilave edilerek 55-60°C’de 2 saat inkiibasyona birakilmstir.
LPS izolasyonu sonrasi DOC-PAGE jel kasetleri hazirlanmigtir Son olarak %10’ luk
amonyum persiilfat ve TEMED ilave edilmistir. Ornekler; DOC-PAGE tamponu ile
120V’da resolving jel icin, 60-70 V’da stacking jel i¢in yiiritilmiistir. Giimiis
boyama agsamasinda ise jel; FIX 1 ( Metanol, Asetik asit ve H,0) ¢ozeltisi igerisinde
30 dakika inkiibe edilmis ve 4x10 dakika su ile yitkanmistir daha sonra jel 15 dakika
giimiis nitrat ¢Ozeltisi (10 N NaOH ve NH4OH) ile yikanmis ve reaksiyon %1°lik
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asetik asit ile durdurulmustur. En son asamada jel %5’lik gliserol igeren dH,O ile

yikanmis ve kurutularak LPS profilleri goriintiilenmistir (Beczala, 2012).

3.2.10. Y. enterocolitica O:3 Susu Kullanilarak luxCDABE Reporter

Sisteminin Olusturulmasi

pTetlux1 plazmidi luxCDABE operonun kaynagi olarak kullanilmis ve pTetlux1
plazmidi kalip olarak kullanilarak, luxAB operonunun (2200 bp) standart PCR ile
(EcoRI1 ve BamHI flanking bdlgeleri ile birlikte) amplifikasyonu yapilmistir. EcoRI ve
BamHI kesim bolgeleri iceren luxAB PCR iiriinii EcoRI ve BamHI ile kesilmis ve
pSW23T suicide vektoriin EcoRI ve BamHI kesim bdlgesine ligasyonu yapilmistir.
Ligasyon reaksiyonu E.coli S17ipir komponent hicrelerine transformasyon ile
aktarilarak transformantlar kloramfenikol antibiyotigi igeren LB agar besiyeri
ortamindan secilmistir. Ligasyonun yonii ve klonlama bdolgesi PCR ve sekans
analizleri ile dogrulanmistir ve pEfB1 olarak isimlendirilmistir. Y.enterocolitica O:3
genomundan O-antijen (popl) ve outer core (poc) promotor bélgelerinin standart PCR
ile amplifikasyonu yapilmistir (Sall ve EcoRI flanking) (Sekil 3. 6.). Amplifikasyon
sonucu PCR urunu (O- antijen ve Outer core) EcoRI ve Sall ile kesilip, pEFB1’1n akis
yukar1 bolgesine klonlamasi yapilmistir. Klonlarin se¢imi ayni sekilde kloramfenikol
antibiyotigi iceren LB agar besiyeri ortamindan yapilmis ve promotor klonlamalari
pEfB2 ve pEfB3 olarak isimlendirilmistir. Bir sonraki asamada Y. enterocolitica O:3
RNA dizi haritas1 yardimi ile sicakliktan bagimsiz ifade edilen hipotetik protein olan
Y11 01511- Y11 01531 bolge segilerek PCR ile amplifikasyonu (BamHI flanking)
gercgeklestirilmistir. BamHI ile kesimi yapilan Y11 01511 — Y11 01531 bdlgesi
pSW23T suicide plazmitine ligasyonu yapilmistir ve pEfB5 olarak isimlendirilmistir
(Sekil 3.8).

Plazmit pTetluxl kalip olarak kullanilarak, plazmit PCR mutajenez (EcoRI
flanking bolgesi icermektedir) ile luxCDE operonu pEfB5 plazmidine klonlanmasi
(Y11 01511, Y11 01531 iki ORF bolgesi arasina) iki farkli oryantasyonda (pEfB6-a
ve pEfB6-b) yapilmistir. pEFB6-a ve pEfB6-b plazmdine klonlamasi yapilan
Y11 01511 + Y11 01531+luxCDE bolgesi, pKNGI101 vektoriine klonlanmustir.
pKNG101; Y11 01511 + Y11 01531+luxCDE; Y. enterocolitica O:3 susunun
genomunda dogru entegrasyonu saglamaktadir. Y11 01511 + Y11 01531+luxCDE
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fragmenti pKNG101 vektoriine klonlanmis ve koloni PCR ve ortak kesim bolgesi olan
BamHI ile iki farkli entegrasyon dogrulanmistir ve pEFB7-a ve pEFB7-b olarak
isimlendirilmistir Sekil 3.7 ve Sekil 3.9. luxCDABE reporter sistemi ile haberci Y.
enterocolitica O:3 suslarinin olusturulmasi i¢in kullanilan primerler Cizelge 3. 4. ‘de

belirtilmistir.
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Sekil 3.7. luxCDE reporter sisteminin olusturulmasi (B).
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3.2.11. Suicide vektorlerin Konjugasyon ile Mobilizasyonu ve

Mutant Suslarin izlenmesi

pEFB7-a ve pEFB7-b olarak dizayn edilen reporter suslarin (E.coli SM10Apir
strep) Y. enterocolitica O:3 susuna (dogal sus, hasta izolat1) konjugasyonu
gerceklestirilmistir. Dondr bakteri olan E. coli SM10Apir (strep”) , 5 ml LB sivi
besiyerinde 37°C’de ve 150 rpm’de Streptomisin (strep) antibiyotigi ilave edilerek
(Img/ ml) 150 rpm’de inkiibasyona kaldirilmistir. Y. enterocolitica O:3 susu ise ayni
kosullarda; 5 ml LB sivi besiyeri ortaminda 150 rpm’de ve 37 °C’de inkiibasyona
kaldirilmistir. Inkiibasyon sonrasi 24 saatlik kiiltiir; 1,500 x g, rpm ve 15 dakika
boyunca santrifiij edilmis ve hiicre pelleti OD600’deki absorbans degerine gore
1XPBS (pH:7.2) ile siispanse edilmistir. Her bir E. coli SM10Apir ve Y. enterocolitica
0:3 siispansiyonundan 50 pl alinarak antibiyotik igermeyen LA besiyeri’ne aktarilmig
oda sicakhiginda 24 saat inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon sonucu, eslestirme
karisimi 1 ml 1XPBS (pH: 7,2) ile yikanmis ve seri diliisyonlar1 yapilarak streptomisin
antibiyotigi igeren CIN agar besiyerine yayma plaka yontemi ile ekimleri yapilarak ve
oda sicakliginda 2-7 giin inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon sonucu Streptomisin
direngli kolonilerin 1. Krossing over i¢in dogru entegrasyonu; CIN agar besiyeri
icerisinde Streptomisin direngli olan koloniler secilmis (transkonjugatlar) ve koloni

PCR ve sekans analizleri ile dogrulanmustir.
3.2.12. Sukroz seleksiyonu

Genoma dogru entegrasyon PCR ve sekans analizi ile dogrulanmig olan
streptomisin direncgli Y. enterocolitica O:3 transkonjugatlarindan 10 adet koloni
secilerek, %S5 siikroz iceren LB sivi besiyerinde herhangi bir antibiyotik ilavesi
olmadan oda sicakliginda 3 giin boyunca ve her giin kiiltiir 1/5 oraninda LB sivi
besiyeri ile kiiltiir devamlilig1 saglanarak siikroz seleksiyonu saglanmistir. Inkiibasyon
sorasi rekombinantlarin %5°lik siikroz igeren besiyeri igerisinde biiyiimeleri kontrol
edilmistir. Strep® ve siikroz® olan koloniler segilerek YeO:3 :: LuxCDE_1521 olarak
isimlendirilmistir (Sekil 3.9).
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LuxAB kaseti iceren ve pEfB2 ve pEfB3 ile olusturulan poc (outer core) ve
popl (O-antijen)’un YeO:3::LuxCDE_1521"ye konjugasyon ile LuxCDE kasetinin
akis asag1 bolgesine entegrasyonu saglanmistir ve YeO:3 ::LuxCDE 1521/ l(clmR) ve
YeO:3::LuxCDE_1521/2(CIm®) olarak isimlendirilmistir. Dogru entegrasyon PCR ve
sekans analizleri ile dogrulanmistir. Sonug olarak; genetik olarak kararli iki reporter

sus inga edilmis ve luXpoc V€ lUXpop1 olarak isimlendirilmistir.

pEfB7-a

Wid Type Ye 0:3 1254)

StrABR’ Sucmses, LuxCDE

T TON) ) — SUAB’, Sucrose®, LuCDE*

w-- -— Wild Type (Ve 0:3)

Sekil 3.10. Siikroz seleksiyonu
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3.2.13. In-Vitro Biyoliiminesens Olciimleri

3.2.13.1. Reporter suslarinin CFU ve biyoliiminesens arasindaki

korelasyonu ve bilyliime profilleri

luXpoe Ve luXpopr reporter suslari, LB sivi besiyerine (20 mg/pl kloramfenikol)
oda sicakliginda ve 37°C’de ve 15 saat inkiibe edilmistir. 1nk1'ibasy0n sonucu luxpec Ve
luXpop1, 1/100 oraninda (OD600 =0.03) seyreltilerek 37 °C ve oda sicakliginda 150
rpm’de tekrar inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon siiresince 2 saat araliklar ile 200
Ml her bir reporter sustan 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerin l[iminemeter (HIDEX
plate CHAMELEON, 4.08; tek dlgim/saniye) aracilig1 ile biyoliiminesens olgiimleri
yapilmistir. CFU miktarlarini belirlemek amaciyla suslarin seri seyreltmeleri yapilarak
LB agar besiyerine yayma plaka ile ekimleri yapilmis ve oda sicakliginda ve 37 °C’de
inkiibasyona kaldirilmistir.  Olgiimler 2 saat araliklar ile 18 saat boyunca

gerceklestirilmistir.

3.2.13.2. Reporter suslar ile Y. enterocolitica 0O:3 susunun

korelasyonu

Reporter suslar ile yabanil tip Y. enterocolitica O:3 arasindaki biiyiime
korelasyonunu belirlemek amaciyla bliylime egrisi analizi gergeklestirilmistir. Bu
amagla luxpoe Ve luxpop1 reporter suslari, LB sivi besiyerine (20 mg/pl kloramfenikol)
oda sicakliginda ve 37°C’de ve 15 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu luxpe Ve
luXpop1, 1/100 oraninda (OD600=0.2) seyreltilmis ve her bir reporter sustan 200 pl
almarak honeycomp plakalarina 6 paralel olacak sekilde aktarilmistir. Bioscreen C
incubat6r (Growth Curves Ab Ltd.) cihazi kullanilarak optik yogunluk 600 mn’de 15
dakika araliklar ile 24 saat boyunca okutulmustur. Alt1 paralel optik yogunluk
okumalarinin ortalamalar1 alinarak reporter suslarinin 24 saatlik biiylime grafikleri

belirlenmistir.
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3.2.14. In-Vivo Biyoliiminesens Ol¢iimii

3.2.14.1. Hayvan denemesi

Kirkdort adet 6-8 haftalik balb/c inbred fare tiirleri Kobay A.S’den satin alinmustir.
Ege Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2015-004 No’lu Etik
Kurul onay1 alinmis ve Fareler Ege Universitesi, Ila¢ Gelistirme & Farmokinetik
Arastirma ve Uygulama Birimi (ARGEFAR), Faz Oncesi Arastirmalar Birimi’ne
teslim edilmistir. Fareler teslim alindiktan sonra bir hafta karantina odasinda
tutulmustur. Deneye baglamadan oOnce 1 hafta farelerin ortama adaptasyonu
saglanmistir (2 hafta). Farelere yapilan her uygulamada Avrupa Birligi Dernegi
Kurallar (86/609/EEC) referans alinmistir. Fare denemeleri, hayvan deney sertifikasi
bulunan EU Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii dgretim eleman1 Aras. Gor. Melih
Dagdeviren tarafindan gergeklestirilmistir. Her kafese standart olarak 4-5 fare
yerlestirilmis, oda sicaklig1 ise 21+1 °C olarak ayarlanmistir; 12 saat gece/gilindiiz 151k
rotasyonu takip edilmistir. Farelere salin ve desferal enjeksiyonun oldugu giin disinda
fare pelletleri ve ¢cesme suyu siirekli olarak saglanmistir. Enfeksiyon siiresince ve
enjeksiyona kadar her fare (n=44) giinliik olarak tartilmistir. Fare deneyi, fareler 6-8
haftalik (18,65+0,20 gr) oldugunda baglamis ve 44 fare rastgele olacak sekilde 4 gruba
ayrilmistir: 1) Salin+Outer Core (SLN+OC, n=8), ii) Desferal+Outer Core (DSF+OC,
n=9), iii) Salin+O-Antigen (SLN+O-Ant, n=10) ve iv) salin+O-Antigen (DSF+O-Ant,
n=10) bakteriyel enjeksiyondan bir gin Once her fare grubuna desferal (10 mg
desferal/ 100 pl, Novartis®) ve salin, karin bosluguna (intra-periton) enjeksiyonu
gerceklestirilmis ve farelerin yemleri, salin ve desferal enjeksiyonundan hemen sonra
almmistir ve bakteriyel enjeksiyona kadar 24 saatlik zaman periyodunda farelerin ag
kalmas1 saglanmustir. luxpoc (Y. entercolitica O:3_outer core), salin ve desferal grubu
200 pl hacimde ve 10° bakteri/ml derisiminde gavaj ile farelere verilmistir. Aym
islemler, luxpep: (Y. entercolitica O:3_O-antijen) reporter susu igin de bir giin sonra
tekrarlanmistir. Her grup fare, enjeksiyondan 1.saat, 1. giin ve 5. giin sonra olacak
sekilde ketamin (50 mg/kg) — xylazine (10 mg/kg) ile bayiltilarak IVIS spektrum ile
(Caliper Life Sciences, Hopkinton—-MA) fotograflari ¢ekilerek enfeksiyonun izlenmesi
saglanmustir. 5. giin enfeksiyon sonrasi IVIS spektrum ile goriintli alindiktan sonra her
bir fare anestezi ile bayiltilarak servikal dislokasyon ile kesilmistir. Her bir farenin

karacigerinin %4’1, peyer plaklari, sindirim sistemi, mezenterik lenf nodu, ve dalak;
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steril petri kaplaria aktarilarak IVIS spektrum ile fotograflari ¢ekilmistir ve her bir
organ hassas terazi ile tartilmis, esit hacimde gliserol ilavesi yapilarak bir gece -
20°C’de bekletilmistir. Ertesi giin, ayn1 gruptan orijinlenen ayni1 dokular birlestirilerek,
buz iizerindeki 1x PBS (pH: 7.45) ile (1 gr doku/3 ml PBS) karistirilmis ve potter-
elvehjem homojenizatdr ile homojenizasyonu saglanmistir. Her bir dokudan 500 pl
almarak PBS icerisinde 10™%-10lik seri seyreltmeleri yapilmis ve reporter suslarin
sec¢ilimi i¢in kloraramfenikol antibiyotigi iceren CIN agar besiyerine inokiilasyonlari
gerceklestirilmistir. Oda sicakliginda 2-5 giin inkiibasyona kaldirilmis ve sonuglar

cfu/g olarak hesaplanmustir.

3.2.14.2. VIS spektrum élcuimi

IVIS spektrum yiiksek hassaslikta ve in vivo kosullarda floresan veya
biyoliiminesens goriintiileme saglamaktadir. 20 mikrona kadar c¢ozintrligi
bulunmaktadir ve 28 farkli (430-580) dalga boyu araliginda okuma ve fotograf cekme

etkinligi bulunmaktadir (wWww perkinelmer.com).

LuXpoc Ve luXpopr reporter suslarinin balb/c fare modellerinde neden oldugu
enfeksiyon ve outer core, o-antijen promtorlarinin ifadesi; 1. Saat, 1. Gun ve 5. Gin
olarak IVIS spektrum ile izlenmistir. IVIS denemesi boyunca goriintiler 13,5
mikronpiksellik ve termoelektronik olarak -120 °C’ye kadar sogutulan CCD kamera
ile ¢ekilmistir. Enfeksiyon siiresince IVIS spektrum ile cekilmis olan fotograflarin
parametreleri; 5 dakika baglanma siiresi ile radiance (p/sec/cm2/sr) birimi olarak ifade
edilmistir ve biyoliiminesens renk skalast minimum ve maksimum degerler olarak ve

gen ifadesine bagli olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.11. IVIS Spektrum ( www perkinelmer.com)
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4. BULGULAR
4.1. 1Insan Diski Orneklerinden Y. enterocolitica Izolasyonu

Ege Universitesi, T1ip Fakiiltesi Hastanesi’nde kayitli hasta drneklerinden; Ekim
2012-Ocak 2013 tarihleri arasinda, 62 ¢ocuk ve 40 yetiskin olmak tizere toplam olarak
102 diyareli hasta digkis1 Y. enterocolitica suslarinin izolasyonu amaci ile analize
almmistir. Analize alman hastalarin departmana ve cinsiyete gore dagilimi Sekil

4.1°de gosterilmistir.

=
o

Hasta sayisi

Sekil 4. 1. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane’sine kayitli diyare teshisi koyulmus 102 hastanin

departmani ve cinsiyetine gore dagilimi.

102 hasta 6rneginden 132 adet “dana gozii” morfolojisinde olan siipheli koloni
ile ileri tanilama testleri yapilmistir. 102 hasta diski 6rneginden Y. enterocolitica susu

saptanamamustir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi diyare hastalarma ait disks
orneklerinden Y. enterocolitica izlasyonu ve fenotipik tanilama analizleri
On
Sl:ll;)a Izolat  izolasyon zenginlest Izolasyon Lakto Sitrat H.,S MALDI-
No kaynagl/ servis irme besiyeri z+- - +/- TOF MS
1 Cocuk Acil PSMB, 25
12 Servis °C,2gin CIN + + +
5 Cocuk Acil PSB, 25
9 Servis °C,2gin  CIN + + +
3 Cocuk Sagligi  PSMB, 25
8 klinigi °C,2gin  CIN + + +
4 Cocuk Sagligt PSB, 25
3-c klinigi °C,2gin  SSDC + - +
5 Cocuk Sagligi  PSMB, 25
3-b klinigi °C,2gin  SSDC + - +
6 Cocuk Acil PSB, 25
5 Servis °C,2gin  SSDC + - +
PSB, 25
7 CGocuk Acil °C, 2 gin,
2 Servis KOH SSDC + - +
PSMB, 25
8 CGocuk Acil °C, 2
7 Servis gin,KOH  CIN + - +
PSB, 25
9 CGocuk Acil °C, 2 gun
10 Servis ,KOH CIN + - +
PSMB, 25
10 °C, 2
1-a Genel pediatri gin,KOH CIN + - +
PSB, 25
11 °C, 2 gun,
1-b Genel pediatri KOH CIN + - +
PSMB, 25
12 °C, 2
1-c Genel pediatri gin,KOH  CIN + - +
13 PSMB, 25
4 Genel pediatri °C,2gin CIN + - +
14 Cocuk Acil PSB, 25
11 Servis °C,2gin  SSDC + - +
15 Cocuk Acil PSB, 25
6 Servis °C,2gin  SSDC + - +
16 Cocuk Acil PSMB, 25
24-a Servis °C,2gin  SSDC + + +
17 Cocuk Acil PSMB, 25
19 Servis °C,2gun  SSDC + + +
18 Cocuk Acil PSB, 25
15 Servis °C,2gin CIN + - +
19 Cocuk Acil PSMB, 25
13 Servis °C,2gin CIN + + +
20 Cocuk Acil PSB, 25
14 Servis °C,2gin CIN + + +
21 Cocuk Acil PSMB, 25
19-a Servis °C,2gin CIN + - +
29 Cocuk Acil PSB, 25
18-a Servis °C,2gun  SSDC + - +
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23 Cocuk Acil PSB, 25
17 Servis °C,2gin CIN +
24 Cocuk Acil PSMB, 25
21 Servis °C,2gin CIN +
5 Cocuk Acil PSMB, 25
20 Servis °C,2gin CIN +
26 Gastroenteroloj  PSB, 25
23 i °C,2gin CIN +
PBS/PSM
27 Cocuk Acil B +4 °C,
16 Servis 14 gin CIN +
PBS/PSM
28 Cocuk Acil B +4 °C,
14 Servis 14 gun CIN +
PSMB +
29 Cocuk Acil ITC +4
17 Servis °C,14 gin CIN +
PSB
30 Cocuk Acil +ITC+4
11 Servis °C,14 gin CIN +
PSMB +
31 Cocuk Acil ITC+4 °C,
8 Servis 14 gin CIN +
PSMB +
32 Cocuk Acil ITC+4 °C,
5 Servis 14 gin CIN +
PSB
33 Cocuk Acil +ITC+4
6 Servis °C,14 gin CIN +
PSMB +
34 Cocuk Acil ITC+4 °C,
7 Servis 14 gun CIN -
PSB +ITC
35 Gastroenteroloj +4 °C, 14
2 i gun CIN +
PSB
36 Gastroenteroloj +ITC+4
3 i °C,14gin CIN +
PSMB +
37 ITC +4
4 Acil Servis °C, 14 gin CIN +
PSB +ITC
38 +4°C, 14 Serratia
9 Acil Servis gun CIN - liqufaciens
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PSMB +
39 Fizik Tedavi ITC +4
1 Rehabilitasyon  °C, 14 giin CIN
PSMB +
40 Fizik Tedavi ITC+4
12 Rehabilitasyon  °C, 14 giin CIN
41 Cocuk Acil PSB +4
33-a Servis °C, 14 gin CIN
PSB +ITC
42 CGocuk Acil +4 °C, 14
33-b Servis gun CIN
PSMB+IT
43 Cocuk Acil C +4°C,
33-c Servis 14 gun CIN
PSB+ITC
44 Cocuk Acil +4 °C, 14
31-a Servis gun CIN
PSMB+IT
45 Cocuk Acil C +4°C,
31-b Servis 14 gin CIN
PSB+ITC
46 CGocuk Acil +4 °C, 14
31-c Servis gun CIN
PSMB+IT
47 Cocuk Sagligi C +4°C,
34-a  Kklinigi 14 gin CIN
PSB+ITC
48 Cocuk Sagligi +4 °C, 14
34-b  Kklinigi glin CIN
PSMB+IT
49 Cocuk Sagligi  C +4 °C,
34-c  klinigi 14 giin CIN
PSB+ITC
50 Cocuk Sagligi  +4°C, 14
57-a  klinigi glin CIN
PSMB+IT
51 Cocuk Sagligi  C +4 °C,
32-a  Kklinigi 14 gin CIN
PSB+ITC
52 Cocuk Sagligi +4 °C, 14
32-b  Kklinigi gln CIN
PSMB+IT
53 Cocuk Sagligi C +4°C,
32-c  Kklinigi 14 gin CIN
PSB+ITC
54 +4°C, 14
52-a  Acil Servis gun CIN
PSMB+IT
55 C +4°C,
53-a  Acil Servis 14 gun CIN
PSB+ITC
56 +4°C, 14
54 Hematoloji gun CIN
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57

55

Hematoloji

PSMB+IT
C +4°C,
14 gun

CIN

58

60

Cocuk Acil
Servis

PSB+ITC
+4 °C, 14
gun

CIN

59

59

Cocuk Acil
Servis

PSB+ITC
+4 °C, 14
gun

CIN

60

62

Intaniye
poliklinigi

PSMB+IT
C +4°C,
14 gln

CIN

61

61

Intaniye
poliklinigi

PSMB+IT
C +4°C,
14 gln

CIN

62

63-a

Cocuk Acil
Servis

PSMB+IT
C +4°C,
14 gln

CIN

63

64-a

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

64

66-a

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

65

65-a

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

66

71-b

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

67

69

Cocuk Onkoloji

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

68

70

Cocuk Onkoloji

PSMB/PS
B,ITC,
+4°C, 14
gin

CIN

69

67-a

Hematoloji

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

70

68-a

Hematoloji

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

71

48psmb

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

Serratia
liqufaciens
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72

D-50
psh

Gastroenteroloj
i

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

Serratia
odorifera

73

50psmb

Gastroenteroloj
i

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

74

D-52

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

75

D-53

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

76

D-54-1

Intaniye
poliklinigi

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

7

D-54-2

Intaniye
poliklinigi

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

78

D-55-1

Hematoloji

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

79

D-55-2

Hematoloji

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

80

D-59
psmb

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

81

D-61
PSMB

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

82

D-61 -
1-PSB

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

83

D-61-2-
PSB

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

84

D-63
PSB

Fizik Tedavi
Rehabilitasyon

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN




Cizelge 4.1. (Devam)

82

PSMB/PS
85 . . BITC,
D-63-  Fizik Tedavi +4°C, 14
1psmb  Rehabilitasyon  giin CIN
PSMB/PS
86 B,ITC,
D-63-2  Fizik Tedavi +4°C, 14
psmb  Rehabilitasyon  gin CIN
PSMB/PS
87 o _ B,ITC,
D-63-3  Fizik Tedavi +4 °C, 14
psmb  Rehabilitasyon  gin CIN
PSMB/PS
88 B,ITC,
D-65  Cocuk Acil +4 °C, 14
PSB Servis gun CIN
PSMB/PS
89 B,ITC,
D-65  Cocuk Acil +4 °C, 14
PSMB  Servis gun CIN
PSMB/PS
90 B,ITC,
D-66  Cocuk solunum +4°C, 14
PSB Alerji gun CIN
PSMB/PS
o1 B,ITC,
D-66-1- Cocuk solunum +4 °C, 14
psb Alerji gun CIN
PSMB/PS
92 B,ITC,
D-66-2 Cocuk solunum +4°C, 14
PSMB  Alerji gin CIN
PSMB/PS
B,ITC,
B po +4°C, 14
PSMB  Acil Servis gun CIN
PSMB/PS
94 B,ITC,
PSMB  Cocuk Acil +4 °C, 14
H1 Servis gun CIN
PSMB/PS
95 B,ITC,
PSMB  Cocuk Acil +4°C, 14
H2 Servis gun CIN
PSMB/PS
96 B,ITC,
PSMB  Cocuk Acil +4°C, 14
H3 Servis gun CIN
PSMB/PS
97 B,ITC,
PSMB  Cocuk Acil +4 °C, 14
H4 Servis gun CIN
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98

PSB J1

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

99

PSB J2

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

100

PSB J3

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

101

PSMB
K1

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

102

PSMB
K2

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

103

PSMB
K3

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

104

PSB F1

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

105

PSB F2

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

106

PSB F3

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

107

PSB F4

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

108

PSMB
L1

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

109

PSMB
L2

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

110

PSMB
Bl

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN
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111

PSMB
B2

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

Serratia
liqufaciens

112

PSMB
B3

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

Serratia
liqufaciens

113

PSMB
B4

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

114

PSMB
B5

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

115

PSB C1

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

Pseudomonas
fluorescens

116

PSB el

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

Pseudomonas
fluorescens

117

PSB e2

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

Pseudomonas
fluorescens

118

PSMB
Gl

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

119

PSMB
G2

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

120

PSB D1

I¢c Hastaliklar

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

Morganella
morganii

121

PSB H1

Gastroenteroloj
i

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

122

PSB H2

Gastroenteroloj
i

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

123

PSB H3

Gastroenteroloj
i

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN
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124

PSB I-1

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

125

PSB I-2

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

126

PSB 1-3

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

Serratia
liqufaciens

127

PSB 1-4

Cocuk Acil
Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

Serratia
liqufaciens

128

PSB M-

Genel pediatri

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

129

PSB Al

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

130

PSB A2

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

131

PSB A3

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gin

CIN

132

PSB A4

Acil Servis

PSMB/PS
B,ITC,
+4 °C, 14
gun

CIN

4.2.

Domuz Diski ve Domuz Giibre Orneklerinden Y. enterocolitica

Izolasyonu

[zmir iI’i, Menemen Ilcesi Kesik kdyii smirlar1 icerisinde bulunan domuz

ciftliginden; 2 adet domuz diskist ve 2 adet domuz giibresinden Y. enterocolitica susu

aragtirllmistir. Toplam olarak 4 adet domuz diskis1 ve giibresinden 69 adet siipheli

koloni tanilama amaci ile analize alinmis (Cizelge 4. 2.) ve 5 adet (%7, 24) Y.

enterocolitica susu saptanmuistir.
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Cizelge 4.2. Domuz diski ve domuz giibre 6rneklerinden Y. enterocolitica izolasyonu

ve fenotipik tanilama analizleri.

Sira  izolat Matery On Izolasyon  Laktoz ~Sitrat H,S  MALDI-
No No al zenginlestirme besiyeri = +- +/- TOF MS
133 ALl g direkinokilasyon CIN * i - i
134 AL1-2 g direk inokiilasyon  CIN * * i i
135 Al-1-3 d]sk] direk inok[]lasyon CIN + * ) -
136 AL1-4 gk direk inokiilasyon  CIN * * i i
137 AL-21 g direk inokillasyon  CIN * * i i
138 Al-2-2 d]sk] direk inok[]lasyon CIN + * ) -
139 AL2-3 gk direk inokiilasyon CIN ] * i i
140 Al-3-1 d]sk] direk inok[]lasyon CIN + * ) -
141 AL3-2 gk direk inokiilasyon  CIN * * i i
142 Al-3-3 d]sk] direk inok[]lasyon CIN + * ) -
143 AL34 gk direk inokiilasyon CIN * * i i
144 AL35 gl direk inokiilasyon  CIN * * i i
145 A4l qgq direkinokilasyon  CIN * i - i
146 AL42 gigki  direk inokiilasyon  CIN * * i i
147 A5l giga direkinokilasyon  CIN * * - i
Al5D - - - Aeromonas
Hydrophilia/
148 diskt direk inokillasyon  CIN caviae
149 AL5-3 gk direk inokiilasyon CIN * * i _
Al-6-1 - - - Stenotrophom
onas
150 disk1 direk inokiilasyon CIN maltophilia
151 Al-6-2 d]sk] direk inok[]lasyon CIN + * ) -
152 A21-1 gk direk inokiilasyon CIN ] * i _
A2-2-1 - - - Erwinia
153 digks direk inokiilasyon CIN rhapontici
A2-2-2 - - - Phobacteriu
- m damselae
154 digks direk inokiilasyon CIN
155 A2-2-3 d]sk] direk inok[]lasyon CIN + * ) -
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156 A2-31 gk direk inokillasyon  CIN * ! i
A2-4-1 - - Stenotrophom
onas
157 disk1 direk inokilasyon CIN maltophilia
158 A251 gl direk inokillasyon  CIN * * i
159 A261 gy direk inokilasyon CIN * ! i
160 A262 gigki direk inokillasyon CIN * * i
161 A263 qigki direk inokillasyon CIN * ! i
162 A311 Gipre direk inokulasyon CIN + * ]
163 A312 Gipre direk inokilasyon CIN + * ]
164 A313 Gipre direk inokilasyon CIN + * _
165 A321 Gipre direk inokulasyon CIN + * ]
166 A3-31 Gipre direk inokilasyon CIN + * _
167 A3-32 Gipre direk inokulasyon CIN + * ]
168 A3+l Gipre direk inokilasyon CIN + * _
169 A342 Gibre direk inokilasyon CIN + - ]
170 A343 Gipre direk inokulasyon CIN + * ]
A3-5-1 * * )
171 Gubre direk inokilasyon CIN
172 A352 Giipre direk inokiulasyon CIN ) * ]
173 A393  Gipre direk inokilasyon CIN + * _
174 A354 Gipre direk inokulasyon CIN + * ]
175  A36-1 Gipre direk inokilasyon CIN + * _
176 A1l Gipre direk inokilasyon CIN ) * ]
177 A4+12 Gipre direk inokiillasyon CIN ~ * ]
178 A4+21 Gipre direk inokilasyon CIN + * _
179 A422 Gipre direk inokiillasyon CIN ~ * ]
180 A423 Gipre direk inokilasyon CIN } * _
181 A4+24 Gipre direk inokulasyon CIN + * ]
182 A431 Gipre direk inokilasyon CIN ) * _
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183 A432 Gipre  direk inokilasyon CIN - + -
184 A4-3-3 Gibre  direk inokiilasyon CIN - + -
185 A4-3-4 Gipre  direk inokilasyon CIN + + -
186 A435 Gibre  direk inokiilasyon CIN + + -
187 A441 Gipre  direk inokiilasyon CIN + + -
188 A442 Gipre  direk inokilasyon CIN + + -
189 A451 Gupre  direk inokilasyon CIN - + -
Al-1 - - Y.enterocoliti
190 Gibre direk inokulasyon CIN ca
A2-1 - - Y.enterocoliti
191 Gibre direk inokulasyon CIN ca
A2-2 - - Y.enterocoliti
192 Gubre direk inokilasyon CIN ca
A4 + + -
PSB/ PSM,PSMB, ITC
193  A4-19  Gibre +4°C, 3 hafta CIN
Ad- + + R
PSB PSM,PSMB, ITC
194 /A4-20 Gilbre +4°C, 3 hafta CIN
A4 + + R
PSMB
/A4-21 PSM,PSMB, ITC
195 Camur  +4°C, 3 hafta CIN
A2- - - Y.enterocoliti
PSMB ca
[1A2-22 PSM,PSMB, ITC
196 diskt +4°C, 3 hafta CIN
Al- + + -
PSB/A PSM,PSMB, ITC
197 1-23 disk1 +4°C, 3 hafta CIN
Al- + + R
PSB/A PSM,PSMB, ITC
198 1-24 diski +4°C, 3 hafta CIN
A2- - - Y.enterocoliti
PSB/ PSM,PSMB, ITC ca
199 A2-25 diski +4°C, 3 hafta CIN
A2- - - -
PSB/ PSM,PSMB, ITC
200 A2-26 diski +4°C, 3 hafta CIN
A2- + + -
PSB/A PSM,PSMB, ITC
201  2-27 diski +4°C, 3 hafta CIN
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43. Su Kaynaklarindan Y. enterocolitica Izolasyonu ve

Tanillanmasi

Korfez, kanal, belediye havuz suyu ve kuyu suyu (n=12), 2012 Agustos-Eyll
donemi, Izmir’in Kuzey ve Giiney bolgelerinden Y. enterocolitica suslari
arastirilmistir. Toplam olarak 12 su 6rneginden 15 Yersinia benzeri siipheli koloni
daha ileri fenotipik tanilama analizine dahil edilmistir (Cizelge 4.3). 12 adet su

orneginden Y. enterocolitica saptanamamustir.

Cizelge 4.3. Su kaynaklarindan Y. enterocolitica izolasyonu ve fenotipik tanilama

analizleri
Lak Sit H
Sira On toz rat ,S
No  izola izolasyon Mater  zenginlesti izolasyon +/- +/- +/ MALDI-
tNo kaynagy/ servis yal rme besiyeri - TOF MS
S-4-f Bostanli Kanal- korfez PSB, 25 CIN + + +
202 2 suyu °C, 2 giin
S-4-e  Bostanhi Kanal- korfez PSB, 25 CIN + + +
203 2 suyu °C,2 giin
S-4-d  Bostanhi Kanal- korfez YER, +4 CIN + + +
204 2 suyu °C 9giin
S-4-c  Bostanhi Kanal- korfez YER, +4 CIN + + +
205 2 suyu °C 9giun
S-4-b  Bostanli- PSMB, +4 CIN - - - Vibrio
Kanal-2 kanal °C 7 glin alginolytic
206 suyu us
S-4-a  Bostanli Kanal- Kanal TSB,22°C CIN - - - Aeromonas
207 2 suyu 1gin hydrophila
S-2-f  Bayrakli korfez TSB,22°C CIN + - +
208 Korfez suyu 1 gln
S-2-e  Bayrakli korfez YER, +4 CIN + - +
209 Korfez suyu °C 9giin
S-2-d  Bayrakli PSB, 25°C CIN - - - Vibrio
Korfez korfez 2 giin alginolytic
210 suyu us
S-2-c  Bayrakli kérfez  TSB,22°C CIN + + -
211 Korfez suyu 1 gln
S-2-b  Bayrakli kérfez  PSB,25°C CIN + + -
212 Korfez suyu 2 gln
S-2-a  Bayrakli korfez  YER, +4 CIN - - - Aeromonas
213 Korfez suyu °C 9 gilin hydrophila
S-12- Konak,Belediy Havuz  YER, +4 CIN + + -
214 a e Havuz suyu °C 9 gin
S-12- Konak,Belediy Havuz  PSMB, +4 CIN + + -
215 b e Havuz suyu °C 7 giin
S-13  Akhisar, Kuyu TSB,22°C CIN + + +

216 Manisa Sondaj 1gin
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4.4. Atik Su Aritma Tesislerinden Y. enterocolitica izolasyonu

Izmir iI’i gevresinde bulunan ve Izmir Biiyiiksehir Belediye’sinden alinan resmi
izin ile 3 farkli atik su aritma tesisinden (Aliaga, Menemen ve Cigli) Subat 2013 ay1
icerisinde, atik su Ornekleri toplanmistir. Her bir tesisten 2’ser su Ornegi alinarak
toplam olarak 6 adet su numunesi alinmistir. Toplamda 43 siipheli koloni fenotipik
tanilama testlerine tabi tutulmustur ve toplam 4 adet (%9,3) Y. enterocolitica susu

tanilanmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Atik su aritma tesislerinden izole edilen Y. enterocolitica suslari ve

fenotipik ve tanilanmalari.

Sira  lzolat izolasyon Mater On Izolasyon  Laktoz Sitrat H,S+/- MALDI-
No No kaynagi yal zenginlest besiyeri +/- +/- TOF MS

irme

217 AS-7-1 Menemen  Atik mTSB, 24 CIN - + - -
-2 su sa, 12°C,
100 rpm

218 AS-7-2  menemen Atk  mTSB, 24 CIN - - - -
-2 su sa, 12°C,
100 rpm

219 AS-7-3  menemen Atk  mTSB, 24 CIN + + + -
-2 su sa, 12°C,
100 rpm

220 AS-7-4  menemen  Attkk mTSB, 24 CIN + + + -
-2 su sa, 12°C,
100 rpm

221 AS-7-5  menemen Atik mTSB, 24 CIN - + + -
-2 su sa, 12°C,
100 rpm

222 AS-7-6  menemen Atik mTSB, 24 CIN + + + -
-2 su sa, 12°C,
100 rpm

223 AS-1-8 Cigli-1 Attk  mTSB, 24 CIN - - + -
su sa, 12°C,
100 rpm

224 AS-1-9 Cigli-1 Atk mTSB, 24 CIN - - - -
su sa, 12°C,
100 rpm

225 AS-1- Cigli-1 Atk mTSB, 24 CIN + + - -
10 su sa, 12°C,
100 rpm

226 AS-10-  Aliaga-1 Attk  mTSB, 24 CIN - - - -
11 su sa, 12°C,

100 rpm
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AS-10- mTSB, 24 + -
12 Atik sa, 12°C,
227 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-10- mTSB, 24 - -
13 Atik sa, 12°C,
228 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-8- mTSB, 24 - -
14 Menemen  Atik sa, 12°C,
229 -2 su 100 rpm CIN
AS-8- mTSB, 24 - Y.enteroc
15 Menemen  Atik sa, 12°C, olitica
230 -2 Su 100 rpm CIN
AS-4- mTSB, 24 - -
16 Atik sa, 12°C,
231 Cigli-2 su 100 rpm CIN
AS-2- mTSB, 24 - -
17 Atik sa, 12°C,
232 Cigli-1 su 100 rpm CIN
AS-2- mTSB, 24 - -
18 Atik sa, 12°C,
233 Cigli-1 su 100 rpm CIN
AS-5- mTSB, 24 - -
28 Menemen  Atik sa, 12°C,
234 -1 su 100 rpm CIN
AS-5- mTSB, 24 - -
29 Menemen  Atik sa, 12°C,
235 -1 su 100 rpm CIN
AS-5- mTSB, 24 - -
30 Menemen  Atik sa, 12°C,
236 -1 su 100 rpm CIN
AS-5- mTSB, 24 - -
31 Menemen  Atik sa, 12°C,
237 -1 su 100 rpm CIN
AS-5- mTSB, 24 - -
32 Menemen  Atik sa, 12°C,
238 -1 su 100 rpm CIN
AS-5- mTSB, 24 + -
33 Menemen  Atik sa, 12°C,
239 -1 su 100 rpm CIN
AS-12- mTSB, 24 - -
34 Atik sa, 12°C,
240 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-12- mTSB, 24 - Y.enteroc
35 Atik sa, 12°C, olitica
241 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-12- mTSB, 24 - -
36 Atik sa, 12°C,
242 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-6- mTSB, 24 - -
37 Menemen  Atik sa, 12°C,
243 -1 su 100 rpm CIN
AS-7- mTSB, 24 - -
38 Menemen  Atik sa, 12°C,
244 -2 su 100 rpm CIN
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AS-6- mTSB, 24 - -
39 Menemen  Atik sa, 12°C,
245 -1 su 100 rpm CIN
AS-6- mTSB, 24 - -
40 Menemen Atk sa, 12°C,
246 -1 su 100 rpm CIN
AS-11- mTSB, 24 - -
41 Atik sa, 12°C,
247 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-11- mTSB, 24 - -
42 Atik sa, 12°C,
248 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-11- mTSB, 24 - -
43 Atik sa, 12°C,
249 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-11- mTSB, 24 - -
44 Atik sa, 12°C,
250 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-11- mTSB, 24 - Y.enteroc
45 Atk sa, 12°C, olitica
251 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-11- mTSB, 24 +
46 Atik sa, 12°C,
252 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-11- mTSB, 24 - Y.enteroc
47 Atk sa, 12°C, olitica
253 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-11- mTSB, 24 + -
48 Atik sa, 12°C,
254 Aliaga-2 su 100 rpm CIN
AS-3- mTSB, 24 - -
49 Atik sa, 12°C,
255 Cigli-3 su 100 rpm CIN
AS-3- mTSB, 24 - -
50 Atik sa, 12°C,
256 Cigli-3 su 100 rpm CIN
AS-3- mTSB, 24 - -
51 Atik sa, 12°C,
257 Cigli-3 su 100 rpm CIN
AS-9- mTSB, 24 - -
52 Atik sa, 12°C,
258 Aliaga-1 su 100 rpm CIN
AS-9- mTSB, 24 - -
53 Atik sa, 12°C,
259 Aliaga-1 su 100 rpm CIN
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45. Y.enterocolitica  Suslarmmin  Fenotipik ve  Genotipik

Tanillanmasi

Y. enterocolitica suslarinin fenotipik tanilama analizleri kapsaminda; sitrat,
Gram boyama (Sekil 4.2.) ve laktoz fermentasyonu reaksiyonu negatif olan ve ayrica
Kligler demir testi sonucu H,S iiretimi olmaksizin alkali reaksiyon gosteren koloniler
olas1 Y. enterocolitica suslar1 olarak degerlendirilmistir. Ayrica siipheli suslarin
MALDI-TOF®MS cihazi ile fenotipik tanilamalar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 4.1,
4.2,43ve4.4).

“500/um.

Sekil 4.2. A2-22 No’lu Y. enterocolitica izolatinin CIN agar besiyerideki saf kiiltiir morfolojisi ve Gram
reaksiyonu (500um).

Y. enterocolitica izolatlarinin genotipik tanilama analizleri ise ail ve 16S rRNA gen
bolgelerinin amplifikasyonunu saglayan dubleks PCR analizi ile gerceklestirilmistir.
Sirastyla 330 ve 425 bp’de olan ail ve 16S rRNA PCR durunleri %1.5’lik agaroz jel
kullanilarak goriintiilenmistir (Sekil 4.3).

Fenotipik ve genotipik tanilama analizleri sonucu 259 supheli koloniden toplam olarak
9 (%3,48) adet Y. enterocolitica susu saptanmistir. Dokuz adet Y. enterocolitica
susunun 5 (% %55,55) tanesi domuz giftliginden; 4 (% 44,44) tanesi ise atik aritma
tesislerinden izole edilmistir (Cizelge 4.5.).



PR o

M Ye0:3 YeO0:9 YeO:8 Ye0:527 1

425bp
330 bp

Sekil 4.3. Y. enterocolitica izolatlarinin ail (baglanma ve invazyon lokusu) ve 16S rRNA bdlgelerinin
dubleks PCR ile amplifikasyonu 425 bp:ail; 330 bp:16S rRNA M: 100 bp marker (Fermentas). (%1,2
Agaroz jel).

Cizelge 4.5. Fenotipik ve genotipik yontemler ile tamilanan Y. enterocolitica suslarinin izolasyon

kaynagi, drnekleme zamani ve materyal sayisi ve izolasyon yiizdeleri.

Pozitif Y. enterocolitica suslar1 (%)

izolasyon Ornekleme Material Siipheli MALDI-TOF®MS PCR (ail /
kaynagi Zamani sayis1 koloni 16S rRNA)
sayisi

Diyare /disk Ekim 2012 - 102 132 - -

Ocak 2013
Domuz digkis1 ve  Subat 2013 4 69 5 (7,24) 5 (7,24)
glbresi
Korfez, kanal ve  Agustos- 12 15 - -
havuz suyu Eylil 2012
Atik su Subat 2013 6 43 4(9,3) 4(9,3)
Toplam 124 259 9 (% 3,48) 9 (% 3,48)

4.6. Y. enterocolitica Suslarnmn Biyotiplendirilmesi ve

Fenotipik Patojenite Testleri

MALDI-TOF®MS ile fenotipik tanilamalar1 gerceklestirilen Y. enterocolitica
suslarinin  biyotiplendirme analizleri ve fenotipik patojenite testleri yapilmistir.
Biyotiplendirme testleri ¢esitli biyokimyasal testleri kapsamaktadir: lipaz enzim

aktivitesi, eskulin hidrolizi, salisin reaksiyonu, indol testi, D-ksiloz testi, trehaloz
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reaksiyonu, pyrazinamidaz, voges-proskauer ve DNAse testleri referans alinarak Y.

enterocolitica suslari; 2 farkli biyotipe ayrilmistir ve bu gruplar 4 ve 2’dir.

Fenotipik patojenite testleri olarak; MR-VP sivi  besiyeri igerisinde
otoaglltinasyon testi ve Kongo kirmizisina baglanma testleri gergeklestirilmistir
boylece biyotipi 2 ve 4 grup olarak belirlenen izolatlarin viriilens plazmidi tasidiklari
fenotipik olarak dogrulanmistir. YadA geni plazmit aracili kodlanan viriilens
belirtecidir. Izole edilmis olan Y. enterocolitica suslarinin biyotip ve viriilens

genlerinin dagilimi (Cizelge 4. 6.)’da belirtilmistir.

4.7. Y.enterocolitica Suslarimin Serotiplendirilmesi

Fenotipik ve genotipik tanilamalar1 yapilmis olan patojenik Y. enterocolitica
suslarinin serotiplendirilmesi Skurnik laboratuvarinda bulunan Yersinia suslarinin

serotiplerine spesifik bakteriyofajlar ile fenotipik olarak serotiplendirilmistir.

Bakteriyofaj serotiplendirme analizine gore Y. enterocolitica suslarinda 3 farkli serotip
belirlenmistir; O:3, O:9 ve O: 5,27 (Sekil 4.4.)

Sekil 4.4. Al-1 ve AS-11-47 No’lu Y. enterocolitica izolatlarinin, Y. enterocolitica suslarna spesifik

fajlar ile fenotipik olarak serotiplendirilmesi.

4.8. Y.enterocolitica Suslarinin Genotipik Olarak

Serotiplendirilmesi

Serotipleri  belirlenen Y. enterocolitica suslarinin fenotipik sonuglara
dayanilarak; O-antijenine spesifik primerler kullanilarak standart PCR analizleri ile

genotipik olarak da serotipleri belirlenmis ve dogrulanmistir (Cizelge 3.3).
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Standart PCR analiz sonucuna goére; Y. enterocolitica O:9/ O-antijen operonu
272 bp, Y. enterocolitica O:3/ O-antijen operonundan 840 bp ve Y. enterocolitica
0:5,27/0-antijen operonundan ise 688 bp ¢ogaltilmistir. Agaroz jel elektroforezi sekil
4.5’ de gosterilmektedir.

100bp A2 A2-2 AS-8-16 AZ2-22 A2-25  AS-1145 A11 AS-12-35 AS1147 NC 100 bp

840 by
688 bg

272 bp

Sekil 4.5. Y. enterocolitica suglarinin genotipik olarak serotiplendirilmesi. A2-1:Y. enterocolitica
2/0:5,27, A2-2: Y. enterocolitica 2/0:9, AS-8-15: Y. enterocolitica 2/0O: 9, A2-22: Y. enterocolitica
2/0:9, A2-25: Y. enterocolitica 2/0: 9, AS-11-45: Y. enterocolitica 4/0:3, Al-1: Y. enterocolitica
4/0:3, AS-12-35: Y. enterocolitica 4/0:3, AS-11-47: Y. enterocolitica 4/0:3, N.C.: Negatif kontrol
(%1,5 agaroz jel).

4.9, Kromozom ve Plazmit Aracili Viriillens Genlerinin

Saptanmasi

Kromozom ve plazmit aracili viriilens genleri olan ail (425 bp) (sekil 4.2), ystA
(79 bp), ystB (146 bp), yadA (849 bp) ve virF/lcrF (561 bp), spesifik primerler
kullanilarak ¢ogaltilmiglardir. PCR amplifikasyonu sonrasi; pcr Grunleri %21,5’lik
agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir. (Sekil 4.6.), (Sekil 4.7) ve (Sekil 4.8).
Pozitif kontrol susu olarak; Y. enterocolitica 0O:9, Y. enterocolitica O:3,

Y.enterocolitica O:8 ve Y. enterocolitica O: 5,27 kullanilmistir (Cizelge 4.6.)
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M YeO:9 YeO:3 YeO:8 A2-22 A225 A22 AS315 A21  A11 A5-1235 AS-1145 A51147 NC. M

561 bp

[~ SRR T R S N " ——

Sekil 4.6. Y. enterocolitica transkripsiyonel aktivator; Yop regilonu: virF/IcrF (561 bp). M: Marker,
pozitif kontrol: Y. enterocolitica 0:9, Y. enterocolitica O:3, Y.enterocolitica 0:8. A2-1:Y.
enterocolitica 2/0:5,27, A2-2: Y. enterocolitica 2/0:9, AS-8-15: Y. enterocolitica 2/0: 9, A2-22: Y.
enterocolitica 2/0:9, A2-25: Y. enterocolitica 2/0: 9, AS-11-45: Y. enterocolitica 4/0:3, Al-1: Y.
enterocolitica 4/0:3, AS-12-35: Y. enterocolitica 4/0:3, AS-11-47: Y. enterocolitica 4/0:3, N.C:
Negatif kontrol (%1,5 agaroz jel).

M Ye 0:9 Ye O:3 Ye O:8 Ye 0:527 A2-22 AZ2-25 A2-2 AS38-15 A21 A11  AS5S12-35 AS-1145 AS-1147 N.C M

wey 849 bp

—

Sekil 4.7. Y. enterocolitica izolatlarinda plazmit aracili kodlanan yadA geni (861 bp). M: Marker,
pozitif kontrol: Y. enterocolitica O:9, Y. enterocolitica O:3, Y.enterocolitica O:8 ve Y. enterocolitica
O: 5,27.A2-1:Y. enterocolitica 2/0:5,27, A2-2: Y. enterocolitica 2/0:9, AS-8-15: Y. enterocolitica 2/0:
9, A2-22: Y. enterocolitica 2/0:9, A2-25: Y. enterocolitica 2/0: 9, AS-11-45: Y. enterocolitica 4/0:3,
Al-1: Y. enterocolitica 4/0:3, AS-12-35: Y. enterocolitica 4/0:3, AS-11-47: Y. enterocolitica 4/0:3,
N.C: Negatif kontrol (%1,5 agaroz jel).
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YeO:9 YeO:3 YeO:8 YeO:527 A2-22 A225 A22 AS-B15 A21 A11  AS-12.35 AS-11-45 AS11-47 NC

100 bp
79 bp

Sekil 4.8. Y. enterocolitica sicaklik stabil ystA enterotoksin geni (79 bp) M: Marker, pozitif kontrol:
Y. enterocolitica O:9, Y. enterocolitica O:3, Y.enterocolitica O:8 ve Y. enterocolitica O: 5,27. A2-1:Y.
enterocolitica 2/0:5,27, A2-2: Y. enterocolitica 2/0:9, AS-8-15: Y. enterocolitica 2/0: 9, A2-22: Y.
enterocolitica 2/0:9, A2-25: Y. enterocolitica 2/0: 9, AS-11-45: Y. enterocolitica 4/0:3, Al-1: Y.
enterocolitica 4/0:3, AS-12-35: Y. enterocolitica 4/0:3, AS-11-47: Y. enterocolitica 4/0:3, N.C:
Negatif kontrol (%1,5 agaroz jel).

Izolasyon, fenotipik ve genotipik tanilama ve viriilens belirteclerinin saptanmasi
sonucunda; 259 siipheli Yersinia benzeri koloniden 9 adet patojenik Y. enterocolitica
susu saptanabilmistir. Patojenik Y. enterocolitica suslarinin karakteristik ozellikleri

Cizelge 4.6’ da 6zetlenmistir.

Cizelge 4. 6. Y. enterocolitica suslarinin biyoserotipleri, izolasyon kaynaklari, izolasyon metotlar1 ve

viriilens belirtecler.

izolasyon Biyosero

kodu isolasyon kaynagi izolasyon metodu fip Virulens geni
Domuz . o ) ail, yadA, virF,
A2-2 giibresi/Menemen Direkt inokdlasyon, CIN 2/0:9 yStA
Domuz . L _ ail, yadA, virF,
A2-1 giibresi/Menemen Direkt inokilasyon,CIN  2/0:5,27 yStA
Domuz PSMB, ITC +4C°,3 hafta, ] ail, yadA, virF,
A2-22 disksi/Menemen CIN 2/0:9 yStA
Domuz PSB, ITC +4 C°, 3 hafta, ) ail, yadA, virF,
A2-25 diskisi/Menemen CIN 2/0:9 ystA
Domuz . o ) ail, yadA, virF,
Al-1 gilbresi/Menemen Direkt inokilasyon, CIN 4/0:3 yStA
AS8-15 Atk suMenemen MO0 2458,12°C, 100 o 0. il yadA, virF,
rpm, CIN yStA
AS-11-45 Atik sw/Aliaga mTSB, 24 sa, 12°C, 100 4/0:3 ail, yadA, virF,
rpm, CIN ystA
AS-12-35 Atik sw/Aliaga mTSB, 24 sa, 12°C, 100 4/0:3 ail, yadA, virF,
rpm, CIN ystA
mTSB, 24 sa, 12°C, 100 ail, yadA, virF,

4/0:3

AS-11-47 Atk sw/Aliaga rom. CIN yStA
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Ayrica, Y. enterocolitica suslarinin izolasyonu ve tanilanmasi sirasinda; Gram
reaksiyonu ve laktoz fermentasyonu reaksiyonu negatif olan ve ayrica Kligler demir
testi sonucu H,S Uretimi gostermeyen Yersinia-benzeri suslart MALDI-TOF®MS ile

tanillanmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Biyokimyasal testler ve MALDI-TOF®MS ile tanilanan Yersinia-benzeri

suslarin izolasyon materyali ve kaynagina gore dagilimlar

izolasyon materyali ve kaynag Genus /Tur

izolasyon kodu

9 diski/Diyare /Acil servis Serratia liqufaciens
D48 PSMB diski/Diyare /Acil servis Serratia liqufaciens
D50 PSB digki/Diyare /Gastroenteroloji Serratia odorifera
PSMB B2 diski/Diyare /Acil servis Serratia liqufaciens
PSMB B3 diski/Diyare /Acil servis Serratia liqufaciens
PSB C1 diski/Diyare / Cocuk Acil servis Pseudomonas fluorescens
PSB el diski/Diyare /Cocuk Acil servis Pseudomonas fluorescens
PSB €2 diski/Diyare /Cocuk Acil servis Pseudomonas fluorescens
PSB D1 diski/Diyare /intaniye Morganella morganii
PSB I-3 diski/Diyare /Cocuk Acil servis Serratia liqufaciens
PSB I-4 diski/Diyare /Cocuk Acil servis Serratia liqufaciens
S-4-b Kanal suyu/Bostanl Vibrio alginolyticus
S-4-a digki/Diyare /Cocuk Acil servis Aeromonas hydrophila
S-2-d Korfez suyu/ Bayrakl Vibrio alginolyticus
S-2-a Korfez suyu/ Bayrakl Aeromonas hydrophila
Al-5-2 Domuz digkist Aeromonas hydrophilia/ caviae
Al-6-1 Domuz digkist Stenotrophomonas maltophilia
A2-2-1 Domuz digkist Erwinia rhapontici
A2-2-2 Domuz digkist Phobacterium damselae
A2-4-1 Domuz digkist Stenotrophomonas maltophilia




100

4.10. Y. enterocolitica suslarmim  LPS  Profillerinin

Belirlenmesi

Patojenik Y. enterocolitica suslarinin  LPS izolasyonu deoxycholate-
polyacrylamide-gel electrophoresis (DOC-PAGE) ve giimiis boyama analizleri ile
gerceklestirilmistir. Saptanan Y. enterocolitica suslarinin LPS profili (O-polisakkarit
ve lipid A yapilar1) Sekil 4.9.’da gosterilmistir. A2-1 No’lu sus (Y. enterocolitica
0:5,27) tek zincirli O polisakkarit yapisina sahiptir. A2-2, A2-22, A2-25 ve AS-8-15
(Y. enterocolitica O:9) ise daha kisa homopolimerik O-polisakkarit yapisina sahiptir.
Ancak; Al-1, AS-11-45, AS-12-35 ve AS-11-47 (Y. enterocolitica O:3) suslar1 daha

uzun homopolimerik O-polisakkarit yapisindadir.

(3 \2)
v v\y ‘\? 9 2 "?
‘\;N v s "\?, fo"\ %b .'.? q,r’v o,eo'
¥ ¢ ¥ % T ¢ ¥ ¢

- O-PS

“. - -“ < LA core

Sekil 4.9. Bu ¢alismada izole edilmis olan Y. enterocolitica suslarinin LPS profilleri.
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4.11. In vitro Kosullarda Lusiferaz Reporter Suslarin (lux,, ve

luXpop1) Biyoliminesens Analizi

4.11.1. Lusiferaz reporter suslarmmn (lux,,, Ve [UXpop1)
biyoliiminesens (RLU) arasindaki korelasyonu ve biiyiime

egrisi

luXpoc Ve luXpep1 reporter suslarinin, oda sicakliginda (26 °C) ve 37°C’deki O-
antijen ve outer core ifadesi, liminemeter (HIDEX plate CHAMELEON, 4.08; tek
Ol¢iim/ saniye) araciligr Olc¢lilmiistiir ve 6l¢iim degerleri Relative light Unit (RLU)
olarak belirtilmistir. Sekil 4.10 A’ya gore; luXpe; B olarak, luxpep: ise C olarak
belirtilmistir. 26 B=oda sicakligindaki outer core ifadesini 26 °C ise oda
sicakligindaki outer core ifadesini ifade etmektedir. 37_B; 37 °C’deki O-antijen
ifadesini, 37_B ise 37 °C’deki O-antijen ifadesini belirtmektedir. Outer core reporter
susu (26 B=luxpoc ve 37_B=luxpoc); 37°C’de oda sicakligina gore daha fazla ifadesi
gerceklestirirken; O-antijen ise oda sicakliginda daha fazla iiretilmektedir (26 C ve
37 _C). Ancak; iki reporter susun biiyliime egrisi incelendiginde outer core susunun O-
antijen’e gore daha hizli biiyiidiigii rapor edilmistir (Sekil 4.10. B). Grafikler Origin
prolab 8.6. ve Graphpadprism 6.0 ile olusturulmustur.
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Sekil 4.10. In vitro kosullar altinda luxXpoc V€ lUXgop1 Teporter suglarinin zamana ve sicakliga bagl olarak

buyime ve biyoluiminesens korelasyonu.luxy.; B olarak, luxyp: ise C olarak ifade edilmektedir. RLU:

Relative Light Unit

4.11.2. Lusiferaz reporter suslar (luxp, Ve luXyep1) ile Dogal Tip Y.

enterocolitica O: 3 susunun korelasyonu

Reporter suslar ile dogal tip Y. enterocolitica O:3 arasindaki biiyiime

korelasyonunu belirlemek amaciyla biliylime egrisi analizi ger¢eklestirilmistir.

Lusiferaz reporter suslarinin dizayni sirasinda lux operonun Y. enterocolitica O:3 WT

susunun genomuna entegrasyon nedeniyle, reporter suslarin Y. enterocolitica O:3 WT

ile ayn1 korelasyonda biiyiime egrisi profile gostermelidir (Sekil 4.11 A ve B) Sekil
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4.11. A; suslarin oda sicaklhigindaki biiylime egrisini gostermektedir. Sekil 4.12. B ise

suslarin 37°C’deki biiyiime egrisini gostermektedir.

" YeO:3WT
) o luxpoc
104 ® |uxpop1
] ull= N =N
0.8 !agggegaﬁu.--
l i='ll".
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0.8 5 ;_:E__-.
1 n e® e, a}
l 40 o ®®ec00000s
0,7 -
iy oo ®
0.6- a ®
g | °
w
o 054 -
O J
0,4 -
0,3 1
1 L]
0,2 .
I T 1 I 1 I
0 5 10 15 20 25
Time (hour) B

Sekil 4. 11. In vitro kosullar altinda luxpee V€ 1UXpep reporter suslarinin oda sicakhigi (A) (25°C) ve 37

°C’deki (B) bitytime kosullarindaki Y. enterocolitica O:3 WT susu ile korelasyonu
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4.12. In Vivo Biyoliminesens Analizi

4.12.1. IVIS Spektrum

luXpoe Ve lUXpop1 reporter suslarmin balb/c fare modellerinde neden oldugu
enfeksiyon ve outer core, o0-antijen promotorlarinin ifadesini; 1. Saat, 1. Gin ve 5. Gin
olarak IVIS spektrum ile izlenmistir. Enfeksiyon siiresince IVIS spektrum ile ¢ekilmis
olan fotograflarin parametreleri; 5 dakika baglanma siiresi ile radiance (p/sec/cm?/sr)
birimi olarak ifade edilmistir ve biyoliiminesens renk skalasi minimum ve maksimum
degerler olarak ve ifadeye bagli olarak belirlenmistir. IVIS spektrum eksitasyon ve
emisyon filtreleri maviden NIR dalga boyuna kadar spektral tarama ile
geceklestirilmektedir. Emisyon filtreleri;490-850 nm ve Eksitasyon filtreleri ise 415-
760 nm dalgaboyu araligindadir (Sekil 4.13), (Sekil 4.14), (Sekil 4.15), (Sekil 4.16)

Enfeksiyonun 5. gununde; balb/c fareler sakrifiye edilerek olarak lenfoid
dokular (lenf nodu, karaciger, dalak, peyer plaklari) ve sindirim sistemi IVIS spektrum
ile incelenerek outer core ve O- antijenin endirekt mRNA ifadesi takip edilmistir.
Doku fotograflarinin parametreleri; 5 dakika baglanma siiresi ile radiance
(p/sec/cm?/sr) birimi olarak ifade edilmistir ve biyoliiminesens renk skalasi minimum

ve maksimum degerler ve ifadeye bagli olarak belirlenmistir (Sekil 4.17), (Sekil 4.18).

Ayrica dokular; IVIS spektrum ile incelendikten sonra homojenizatdr ile
homojenize edilmistir ve enfeksiyon sonrasi her bir dokudaki bakteriyel yiik cfu/gr
olarak belirlenmistir (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20). Dalakta, 5. Giin enfeksiyon sonucunda
outer core desferal grubu 10" cfu/gr iken o-antijen desferal grubu 10°-10° cfu/gr olarak
belirlenmistir. Benzer sekilde cigerde O-antijen salin grubunun 10° cfu/gr degerine
ulagtignt ~ gorlilmiistir.  Peyer  plaklarindaki  kolonizazsyon g6z  Onilinde
bulunduruldugunda, O-antijen reporter suslarinin (Desferal ve Salin grubu) daha

yiiksek bakteriyel yiike sahip olduklari gézlenmistir (10*+10°cfu/gr).
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1,1x10% cfu/mi

Luminescence

Radiance
(pjsecicm3fsr)

Color Scale
Min = 3.73e6
Max = 6.57e7

Sekil 4.12. In vitro kosulllarda 1,1x10° cfu/ml ‘deki reporter susunun luminesens renk skalasi ve IVIS

Min renk skalas: ( 3.73 €° olarak belirlenmistir)

luxp,o._desferal_1. saat

Irage QSIS I0ES) e

Tue Fe 1, 018 180712 p e
i fie =G, . i =Sk, B ()4, FOV-22.8, £, 3000 —
B e Comment1:Svah Desfiral 155 & 17423015
Camars 120087, Andos, Hon Commmatt
Tee St

lux,,c_salin_ 1. saat

e = LS50S e
Tom Feb 17, B18 153504 . o
o B e Y24, 30 Expermant Mo i 155k 17922045

2:9 Comment1; M saie 143k 17932045
Comreraa:

Time P

Sekil 4.13.  luxge reporter susunda desferal ve salin grubu olarak enfeksiyonun 1. saati, IVIS spektrum

ile biyoliiminesens dlgtimii (p/sec/cm?/sr).
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(A)

lux,op1_desferal_1.saat

Commnt i el e 134 &

lux,,p1_salin_1. saat

Sekil 4.14. luxyop, reporter susunda desferal ve salin grubu olarak enfeksiyonun 1. saati, IVIS

spektrum ile biyoliiminesens 6lciimii (p/sec/cm?/sr)
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lux,,._desferal_1. giin luxp,_salin_1. gin

Sekil 4.15. luXpep: Ve luXpee reporter suslarinda desferal ve salin grubu olarak enfeksiyonun 1. giinii,

IVIS spektrum ile biyoliiminesens élciimii (p/sec/cm?/sr).
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lux,e._salin_5. gun

Luxp,pq_desferal_5. gun

lux,,._desferal_5. giin

Sekil 4.16. luXpgp1 ve 1UXpoc reporter suslarinda desferal ve salin grubu olarak enfeksiyonun 5. giinii, IVIS

spektrum ile biyoliminesens élciimii (p/sec/cm?/sr).
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lux,,._salin_5. giin_doku

......

Sekil 4.17. luxy, reporter susunun desferal ve salin grubu olarak enfeksiyonun 5. guni; lenf nodu,
karaciger, dalak, peyer plaklari ve sindirim sisteminin IVIS spektrum ile biyoliminesens 6l¢limi

(p/sec/cm?/sr).
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lux,,p1_desferal_5. glin_doku

Sekil 4.18. luxyep: reporter susunun desferal ve salin grubu olarak enfeksiyonun 5. giind; lenf nodu,
karaciger, dalak, peyer plaklari ve sindirim sisteminin IVIS spektrum ile biyoliminesens 6l¢limi

/sec/cm?/sr).
(p



111

lux,,. salin_sindirim sistemi

Sekil 4.19. luxy reporter susunun (desferal grubu) enfeksiyon sonrasi sindirim sistemi ve dalakta doku

homojenizasyonu sonrasi bakteriyel yiikiin belirlenmesi i¢in CIN agar besiyerine inokiilasyonu.
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IVIS_bacterial load of reporters (Saline+desferal)
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Sekil 4.20. luXpec Ve luXgep: Teporter suslarinin 5. giin enfeksiyon sonrasi; sindirim sistemi, mezenterik
lenf nodu, peyer plaklari, dalak ve karacigerdeki bakteriyel yiikiin belirlenmesi (Graphpad Prism
5.01).
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5. SONUC VE TARTISMA

Yersinia, insanlar ve hayvanlar icin 6nemli bir enteropatojendir (Autenrieth et
al.,, 1996). Yersinia genusunun insanlarda enfeksiyona neden olan 3 turd
bulunmaktadir: Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis ve Y. pestis. Y. enterocolitica
6 biyotipe ayrilmaktadir; biyotip 1A viriilens plazmidi tasimadigindan dolayr patojen
grubuna dahil edilmemistir (Heroven and Dersch, 2014; Mahesh Shanker Dhar, 2014).
1B, 2, 3 ve 5 biyotipleri ise patojenik suslar1 olusturmaktadir (Wauters et al., 1987).
Biyotip 1B, 2, 3 ve 5, genellikle 70 kb’lik viriilens plazmidi tagimakta ve ayrica
kromozom aracili kodlanan viriilens faktorlerine sahiptir (Drummond et al., 2012).
Kromozom aracili kodlanan viriilens faktorleri; ail (baglanma ve invazyon lokusu), inv
(invazin) ve yst (Yersinia stabil toksini)’dir. Insanlarda enfeksiyona neden olan
biyoserotipleri ise, 1B/0:8, 2/0:5,27, 2/0:9, 3/0:3, 4/0:3’tlr (Atiqur Rahman et al.,
2011). Patojenik Y. enterocolitica suslart gida kaynakli enterik bir enfeksiyon olan
yersiniosise neden olmaktadir ve genellikle diyare olarak bilinen klinik bir tablo
sergilemektedir. Ayrica reaktif artrit, eritema nodozum gibi sistemik enfeksiyonlara da

neden olmaktadirlar (Drummond et al., 2012; Efsa, 2012; Heroven and Dersch, 2014).

Y. enterocolitica’nin diinya genelinde yabani ve evcil hayvanlar, gevresel su
kaynaklart ve insanlar olmak {izere gesitli rezervuarlari bulunmaktadir (Atiqur
Rahman et al., 2011; loannidis et al., 2014; Longenberger et al., 2014; Ye et al., 2014).
Arastirmamizda, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane ’sinden 62 ¢ocuk ve 40
yetigkin olmak iizere toplam olarak 102 adet diyareli hasta diskisi, Y. enterocolitica
suslarin1 saptamak amaciyla analize alimmistir. Ancak, Y. enterocolitica susu
saptanamamustir. Tiirkiye’de klinik orneklerden birka¢ yersiniosis olgusu rapor
edilmistir. Istanbul’da, tip I diyabet hastasindan karacigerinde apseye neden olan Y.
enterocolitica saptannmustir (Mert vd., 2011). Ozden vd., (2012), Elazig’da 51
yasindaki periton diyalizi hastasindan patojenik Y. enterocolitica susu saptamislardir.
Ciddi gastrointestinal kanamali bir hastadan da ayrica Y. pseudotuberculosis olgusu
Kahramanmaras’da rapor edilmistir (Biilbiiloglu vd.,2010). Dinya genelinde
gerceklestirilmis olan aragtirmalart inceledigimizde; Almanya 2009-2010 yillari
arasinda gergeklestirilen popiilasyon temelli bir arastirmada yersiniosis hastalarinin %
5’inin 5 yasindan kiigiik hasta gruplarinin olusturdugu rapor edilmistir (Rosner et al.,

2013). Ito et al. (2012), 20 aylik bir bebekten kanamali enterokolitise neden olan Y.
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enterocolitica susunu olgu sunumu olarak rapor etmislerdir. Benzer olarak bagirsak
donmesi tanis1 koyulmus bir yetigkin hastada enterokolitis etkeni Y. entercolitica susu

saptanmistir (Imoto et al., 2012).

Calismamizda, diyare teshisi koyulmus hastalarin digki 6rneklerinden (n=102) Y.
enterocolitica susu saptanamamistir. Analize alinan diski 6rnekleri agirlikli olarak
genel pediatri ve cocuk acil servislerinden orijinlenlenmektedir (Sekil 4.11).Tlrkiye
ve Diinya genelinde yapilmis olan aragtirma verilerini degerlendirdigimizde klinik
orneklerden Y. enterocolitica saptanmasi ¢ok sik degildir dolayisi ile sonuglarimiz
Tiirkiye’den verilen raporlar ile uyumluluk gostermektedir. Arastirmamizdan da
anlagilacagi gibi, Tiirkiye’de Y. enterocolitica saptanmasinin diisiik oranda olmasi ve
genel olarak olgu sunumlart olarak smirli kalmasi; Tiirkiye’de domuz eti ve

drdnlerinin tlketilmemesi olarak diisiiniilebilir.

Arastirmamizda ayrica, diyare hastalara ait digki Ornekleri; klinik
mikrobiyolojide 6nemli olan Salmonella spp., Campylobacter spp., Shigella spp., ve
diyarejenik E. coli suslari rutin olarak arastirilmistir. 102 adet diyareli hasta
digkisindan bir hastada E. coli O157:H7 saptanmistir. Ayrica; bir hastada da
Campylobacter jejuni ve Enteropatojenik E. coli ile ko-enfeksiyon olarak rapor
edilmistir. Diinya genelinde intestinal sistemde enfeksiyona neden olan enterik
patojenlerin saptanmasina yonelik arastirmalar gerceklestirilmistir. Katar’da 2005-
2013 wyillar1 arasinda gergeklestirilmis bir arastirmada; ciddi kanli diyare teshisi
koyulmus 26,140 hastadan ylksek oranda (8,6%) Salmonella spp., ve sirasiyla E. coli,
Shigella spp. ve Campylobacter spp. saptanmistir (Ghunaim et al.,, 2015).
Aragtirmamizda da benzer sekilde bir hastada E.coli ve Campylobacter spp. ko-
infeksiyon olarak rapor edilmistir. iran’da; gocuklarin diyare orneklerinden yiiksek
oranda (% 49,8) Shigella flexneri rapor edilmistir (Khaghani et al., 2014). Nijerya’da,
2010-2012 yillar1 arasinda 5 yasinin altindaki diyare teshisi koyulmus 4020 ¢ocugun
digki  Orneklerinin = %10,3’linde  Enteropatojenik E. coli, Salmonella spp.,
Campylobacter spp.’nin olusturdugu ii¢lii enfeksiyon rapor edilmistir (Langendorf et
al., 2015). Diyare etkeni olan Salmonella spp., benzer sekilde 5 yas altindaki
cocuklardan vyiksek oranda Cin’den rapor edilmistir (Liang et al., 2015).
Diyarbakir’da diyare teshisi koyulmus 767 adet hastadan; 19 adet Shigella (%1,7),
153 adet enteropatojenik E.coli (60,9%) rapor edilmistir (Turhanoglu vd.,2012).
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Kirikkale’de ise 10 yas altindaki ¢ocuklar iizerine gergeklestirilen arastirmada 245
hastanin  12’sinde enterotoksijenik E. coli saptanmustir (Iseri vd., 2012).
Arastirmamizda, diger diyarejenik bakteriyel ajanlarin rapor edilmesi Diinya geneli ve
Turkiye’den verilen raporlar ile uyumludur ancak saptama orani agisindan daha diisiik

bir orana sahiptir.

Y. enterocolitica suslarinin domuz kesimhanelerinden, domuz bademciklerinden,
dilinden, agiz boslugundan ve digki orneklerinden izolasyonu ve tanilanmasi igin
bircok arastirma gergeklestirilmistir (Biasizzo, 2013; Bonardi, 2013; Vanantwerpen et
al., 2014). Arastirmamizda, izmir il sinirlar1 igerisindeki Menemen domuz ciftliginden
2 adet domuz digkisi ve 2 adet domuz giibresi, Y. enterocolitica susu saptamak igin
analize alimmustir. Gergeklestirdigimiz 6n zenginlestirme islemleri sonucu 69 adet
Yersinia benzeri siipheli koloniden 5 adet (%7, 24) Y. enterocolitica susu fenotipik ve
genotipik tanilama analizleri ile saptanmistir. Fenotipik ve genotipik patojenite testleri
sonucu saptanan suslarin patojenik oldugu belirlenmistir. Domuz giibresinden
saptanan patojenik biyoserotipler: 4/0:3 (n=1), 2/0:5,27 (n=1) ve 2/0:9 (n=3)’dur.
Domuz digkisindan ise 2/0:9 (n=1) biyoserotipi rapor edilmistir. Diinya genelinde
gerceklestirilmis  aragtirmalar  dikkate alindiginda Y. enterocolitica 4/0:3
biyoserotipinin domuzlardan en sik izole edilen biyoserotip oldugu rapor edilmistir
(Fondrevez et al., 2014). Insanlarda hastaliga neden olan Y. enterocolitica suslar1 ise
genellikle domuz eti ve domuz eti Urunlerinden saptanmaktadir (Laukkanen et al.,
2010). Domuzlar genellikle Y. enterocolitica suslarinin saglikli tasiyicilari olarak
bilinmektedir ve domuzlarda herhangi bir hastalik belirtisi goriilmemektedir. Y.
enterocolitica suslar1 domuzlarin dillerinde, bademciklerinde tasinmaktadir ve diski ile
disar1 atilmaktadir. Tan ve ark., Malezya’da 9 domuz ciftliginden 165 domuzu Y.
enterocolitica saptamak amaciyla arastirmiglar ve %18 oraninda patojenik Y.
enterocolitica 3/0:3 susu saptamislardir (Tan et al., 2014). Italya’da 115 domuz
orneginden 24 adet (%20,9) Y. enterocolitica 4/0:3 biyoserotipi saptanmistir (Bonardi,
2013). Y. entercolitica 4/0:3 serotipleri Kuzey Italya’da domuz kesimhanesinden
saptanmistir (Bonardi, 2014). Ayrica Fondrevez et al. (2014), Fransa’da domuz
kesimhanesinden patojenik Y. enterocolitica biyoserotiplerini rapor etmislerdir.
Gergeklestirdigimiz aragtirmamiz da diger ¢aligmalar ile korelasyon gostermektedir.
Benzer sekilde domuz giibresinden, domuzlarda en sik rastlanan biyoserotip olan 1

adet Y. enterocolitica 4/0O:3 biyoserotipi rapor edilmistir. Tiirkiye genelinde ise
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literatlir arastirmasi yapildiginda, domuz diskis1 ve gilibresinden Y. enterocolitica
saptanmasina yonelik herhangi bir veriye rastlanilamamistir. Tarim ve Koy isleri
Bakanligi’na gore, Tiirkiye’de kayith 5 adet domuz ¢iftligi bulunmaktadir (Antalya,
Balikesir, Edirne, Izmir ve Kirklareli) fakat resmi bir kesimhane bilgisi bulunmamakta
ancak 2004 yilinda 174 ton domuz eti iiretildigi belirtilmistir (Tiirkiye Tarim ve Koy
Isleri Bakanligi, www.tarim.gov.tr). Tiirkiye’deki domuz ciftlikleri yan1 sira, yaban
domuz avciligi ve tiiketimi de goz Oniinde bulundurulmalidir ancak Tiirkiye’de bu
konu hakkinda resmi bir veri verilmemistir. Diinya genelinde ise; yaban domuzlarda Y.
enterocolitica izolasyonu ve karakterizasyonu iizerine aragtirmalar ger¢eklestirilmistir
(Hayashidani et al., 2002; Bancerz-Kisiel et al., 2015; Sannd et al., 2014) . Ksiel et al.
(2015), Polonya’da gerceklestirdikleri aragtirmada yaban domuzlarinda 6zellikle Y.
enterocolitica suslarmin  2/0:9 ve 4/0:3 biyoserotiplerini rapor etmislerdir.
Arastirmamizda; analize alinmis olan domuz digkisi ve domuz giibre sayis1 diisiik
olmasia ragmen; 4 O6rnekten 5 adet Y. enterocolitica susu saptanabilmistir ancak
saptama oraninin yiiksek olmasi; domuzlardaki Y. enterocolitica epidemiyolojisi
hakkinda kesin bilgi vermemektedir. Epidemiyolojisi ve insidans1 hakkinda kesin bilgi
verebilmek i¢in daha fazla domuz orijinli 6rnek analize alinmalidir. Domuz etinin
Turkiye’de genellikle turistler tarafindan tiiketildigini goz 6niinde bulundurulabilirse
ve 4 adet domuz giibresi ve domuz diski materyalinden 5 adet patojenik Y.
enterocolitica susu saptanmasin turistler i¢in biiylik bir tehlike olusturabilecegi

sonucuna varilabilir.

Su kaynaklari; cevresel kirliligi yani sira, yabani ve evcil hayvanlarin fekal
kontaminasyona maruz kalmaktadir. Bu yiizden su kaynaklar1 da Y. enterocolitica
rezervuart  olarak  goz Oniinde  bulundurulmaktadir ~ (Nesbakken, 2013).
Gergeklestirdigimiz bu ¢alismada; 12 adet kanal, korfez, belediye havuzu ve kuyu
suyundan yapilan 6n zenginlestirme islemleri sonucunda 15 adet Yersinia benzeri
koloni; fenotipik ve genotipik tanilama analizlerine tabi tutulmus ancak Y.
enterocolitica susu saptanamamustir. Ancak arastirmamizda Izmir II’i g¢evresinde
bulunan 3 farkl atik su aritma tesisinden (Aliaga, Menemen ve Cigli), 6 adet atik su
numunesi analize alinmis ve 43 adet Yersinia benzeri siipheli koloniden 4 adet (%
9,3) patojenik Y. enterocolitica susu saptanmistir. Saptanan Y. enterocolitica suslarinin
biyoserotipleri ise bakteriyofaj tiplendirme ve O-antijen genotiplendirme ile 2/0O:9 ve

4/0:3 olarak belirlenmistir. 3 adet Y. enterocolitica 4/0:3 susu Aliaga atik su aritma
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tesisinden ve 1 adet Y. enterocolitica 2/0: 9 serotipi ise Menemen atik su aritma
tesisinden izole edilmistir. Aliaga ve Menemen atik su aritma tesisleri daha ¢ok insan
ve evcil hayvan atig1 icermesine ragmen saptanmis olan patojenik Y. enterocolitica
suslarinin kaynagi hakkinda kesin bir karara varamayabiliriz. Diinya genelinde,
Cheyne ve ark. (2009) yilinda; Kanada, Ontario bdlgesinde 200 nehir suyu 6rneginde
patojenik Y. enterocolitica suslarini saptamayr amaglamiglar ancak saptanan Y.
enterocolitica suslarinin patojenik olmadigini rapor etmislerdir. Ancak, Brazilya’da
yapilan bir arastirmada, atik su ve diger su orneklerinden Y. enterocolitica 2/0:5,27
ve Y. enterocolitica 3/0:5,27 biyoserotipleri saptanmistir (Falcao et al., 2004). Diger
bir aragtirma ise Waage ve ark. tarafindan Norveg¢’te gerceklestirilmistir; yapilan
arastirmaya gore ¢evresel ve atik su 6rneklerinden Y. enterocolitica O:3 suslar1 nested
PCR ile saptanmistir (Waage et al., 1999). Zieger and Diesterweg (1990),
Almanya’da atik su aritma tesislerinden Y. enterocolitica O:3 ve O:4 serotiplerinin
izolasyonunu saglamiglardir. Tiirkiye’de ise Izmir’de igme suyu kaynaklarinin
mikrobiyolojik kalitesi iizerine yapilan aragtirmada 100 su Orneginden 5 adet Y.
enterocolitica susu rapor edilmistir fakat saptanan Y. enterocolitica suslarinin
biyoserotipleri hakkinda kesin bir bilgi bulunmamaktadir (Gonul ve Karapinar, 1991).
Atik su aritma tesislerinden izolasyonu saglanmis olan 2/0:9 ve 4/0:3 biyoserotipleri
diinya genelinde su orneklerinden gergeklestirilmis olan izolasyon calismalar ile
uyumluluk gostermektedir. Benzer sekilde arastirmamizda atik su aritma tesislerinden

Y. enterocolitica suglarinin O:3 ve O:9 serotipleri rapor edilmistir.

Gram negatif bakterilerde; LPS bileseninin lipidA ve core yapilart korunmus
bolgeler olarak bilinirken, O-antijen yapisi olduk¢a degiskendir. Korunmus bolgeler
gram negatif bakteriler arasinda ayni profili gosterirken; O-antijen yapisi ise
oligosakkarit zincirinin uzunluguna gore degisiklik gostermektedir ve bu degiskenlik
bakteriyel suslarin gruplandirilmasina ve serotiplendirilmesine olanak saglamaktadir
(Reyes et al., 2012). LPS bilesenlerinin profillerinin belirlenmesi amaciyla SDS-
PAGE veya DOC-PAGE analizi gerceklestirilmektedir ve boylece O-antijeni olusturan
oligosakkarit birimleri belirlenmektedir.  Arastirmamizda saptadigimiz 9 adet Y.
enterocolitica susunun LPS profillerini belirlemek amaciyla DOC-PAGE ve gilimiis
boyama analizleri gergeklestirilmistir ve bOylece Y. enterocolitica suslarin 2/0:9,

2/0:5,27 ve 4/0:3 olmak Uzere 3 farkli serotipe sahip oldugu belirlenmistir.
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Calismamizin birinci amaci kapsaminda, Izmir II’inde bulunan domuz ¢iftligi ve
atik su aritma tesislerinden 9 adet patojenik Y. enterocolitica susu saptanmuistir.
Patojenik Y. enterocolitica suslarinin domuz giibresi ve domuz digkisindan izole
edilmesi Turkiye’den ilk verilen rapordur. Saptanan 9 adet patojenik Y. enterocolitica
susu li¢ farkli biyoserotipe sahiptir: 2/0:9, 2/0:5,27 ve 4/0:3’tiir ve bu biyoserotipler
Avrupa’da insanlardan izole edilen ve en sik gdzlenenen patojenik Y. enterocolitica
biyoserotipleridir (Efsa, 2012). Izolasyonlar1 ve tanilamalar1 gergeklestirilmis olan Y.
enterololitica suslarinin  fenotipik ve genotipik analizler ile karakterizasyonu
yapilmigtir. TUrkiye’de Y.enterocolitica suslarmnin izolasyonu iizerine olduk¢a az
sayida arastirma bulunmaktadir ve Ozellikle patojenik biyoserotiplerinin izolasyon
orani oldukea diisiiktiir. Patojenik Y. enterocolitica suslarinin saptama oraninin diisiik
olmasinin sebepleri arasinda oncelikle Tiirkiye’de klinik 6nemi olmadigr i¢in klinikte
rutin olarak analize alinmamasidir. Diger bir sebep ise Tiirkiye’de domuz eti ve
iriinlerinin tiiketilmemesi ve dolayisi ile yersiniosis olgusunun saptanma olasiliginin
¢ok diisik olmasidir. Ancak; domuz ciftliginden Y. enterocolitica suslarinin

izolasyonu halk saglig1 agisindan biiyiik risk olugsturma potansiyeli bulunmaktadir.

Y. enterocolitica suslarinda bir¢ok viriilens faktorii; viriilens plazmidi tarafindan
kodlanmaktadir ve en dnemlileri ise yadA, yops ve virF/IcrF’dir. Ayrica, ail ve inv,
ystA ve ystB de kromozom tarafindan kodlanan viriilens faktorleridir (Fabrega and
Villa, 2012). Gergeklestirdigimiz arastirmamizda, fenotipik ve genotipik tanilamalar
yapilmis olan 9 adet Y. enterocolitica susunun fenotipik patojenite testleri kapsaminda
otoaglutinasyon ve congo-kirmizisina baglanma testleri gergeklestirilmistir. 9 adet V.
enterocolitica susu fenotipik patojenite test analizleri sonucu patojenik olarak
belirlenmistir. Genotipik olarak; kromozom aracili kodlanan; genellikle insanlarda
enfeksiyona neden olan suslarda saptanan, baglanma ve invazyon lokus geni olan ail,
sicaklik stabil enterotoksin geni olan ve genellikle Y. enterocolitica suslarinin
patojenik biyoserotiplerinde saptanan ystA, Y. enterocolitica 1A biyotiplerinde
bulunan bir enterotoksin geni olan ystB; plazmit aracili kodlanan transkripsiyonel
aktivator ve Tip 111 sekresyon sisteminde gerekli olan yop regulonu (virF/IcrF) ve bir
adezyon proteinini kodlayan yadA geni standart PCR analizleri ile saptanmustir.
Dubleks PCR analizi sonucu tanilanmis olan Y. enterocolitica suslarinda ail, ystA,
yadA ve VvirF viriilens genleri saptanmistir. PCR analizleri sirasinda patojenik Y.

enterocolitica 0:5,27, O:9, 0:3 ve O:8 serotipleri pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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Domuz ciftligi ve atik su orneklerinden izole ettigimiz viriilens genlerinin dagilimi
pozitif kontrol suslari ile korelasyon gostermektedir. Virilens plazmidi ve kromozom
aracili kodlanan viriilens faktorler, Y. enterocolitica patogenezinde oldukca énemlidir.
Bu virlllens faktorler, konak canli igerisinde enfeksiyonun baslatilmasi ve
ilerlemesinde buyuk rol oynamaktadirlar (Fabrega and Villa, 2012). Schneeberger et
al. (2015); Isvigre’de 87 adet domuz ve insan orijinli Y. enterocolitica suslarinda
viriillens iligkili (yadA, virF, ail, inv, rovA, ymoA, ystA ve myfA) gen bdlgeleri
arastirilmig, ystB enterotoksin gen boélgesi hari¢ %96 oraninda yadA, virF, ail, inv,
rovA, ymoA, ystA ve myfA gen bolgeleri saptanmigtir. Arastirmamizda da benzer
sekilde ystB gen bolgesi disinda Y. enterocolitica patogenezinde énemli olan ail, ystA,
yadA ve VirF viriilens genleri saptanmustir. Tiirkiye’de 2014 yilinda gergeklestirilmis
bir arastirmada; et ve siit tirinlerinden izolasyonu yapilan 18 adet Y. enterocolitica
susundan kromozomal (ail, ystA ve ystB) ve plazmit DNA'da (yadA ve virF ) kodlanan
genlerin varligi bakimindan genotipik olarak incelenmistir. Ancak genotipik olarak
virlllens geni saptanamamis olmakla birlikte Y. enterocolitica suslarinin ikisinin ystB
genine sahip oldugu rapor edilmistir (Ozdemir, 2014). ystB geni genellikle Y.
entercolitica suslarinin 1A biyotipinde saptanmaktadir ve klinik orijinli Y.
enterocolitica suslarinda O6nemi vurgulanmaktadir (Thoerner et al., 2003;
Schneeberger et al., 2015). Turkiye genelinde, viriilens genlerinin genotipik olarak
saptanmasi amagli literatur verilerini géz 6niinde bulundurdugumuzda; arastirmamizda
ail, ystA, yadA ve virF genlerinin atik su ve domuz orijinli 6rneklerden saptanmasi

Turkiye literaturtine biiyiik katki saglayabilir.

Kromozom aracili kodlanan 6nemli viriilens faktorlerinden birisi de LPS’dir
(Hoare et al., 2006). LPS’in kesfinden giiniimiize kadar, LPS iizerine yapilmis olan
arastirmalar iki amaca hizmet etmektedir; birincisi LPS’in mikrobiyal patogenezdeki
onemidir; digeri ise mikrobiyal orijinli birgok molekiiliin aktiflestirilmesine neden
olmaktadir. TLR4 tanilanmasi igin in situ calismalarda LPS tepkisi Ol¢iilmektedir
(Beutler, 2002). LPS, Gram negatif bakterilerin hiicre duvarmmin dis membranini
olusturmaktadir ve yapisal ve islevsel olarak 6nemli bir bilesendir. LPS hidrofobik
molekiillerin bakteri hiicre duvarindan gegisine araci olmaktadir ve konak-
mikroorganizma arasindaki iliskilerde Onemli bir yere sahiptir. LPS ii¢ farkli
domainden olusmaktadir: a) Lipid A, bakteriyel membrana baglidir ve hidrofobik ve

endotoksik kisimdan olusmaktadir. b) Core oligosakkarit, lipid A yapisin1 O-antijene
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baglar ve iki kisimdan olusur; inner core ve outer core ¢) LPS yapisinin hidrofilik ve
immiinodominant kismini olusturan O-polisakkarittir (Chaput et al., 2013; Reyes et al.,
2012). LPS; vyapilan arastirmalarda O6nemli bir viriilens faktér olarak rapor
edilmektedir. Bakteriyel LPS yapisi bircok memeli hiicrede patofizyolojik etki
gostermektedir ve bu etkiler; endotoksik sok ve sonug olarak ¢oklu organ bozukluguna
ve 6lime neden olabilmektedir (Najdenski et al., 2003). Ayrica LPS in vivo kosullarda
enfeksiyon sirasinda konak¢inin immiin sisteminin modiilasyonuna neden olmaktadir
ve enfeksiyon sirasinda konak aracili bircok biyolojik molekiilii aktiflestirmektedir.
LPS yapisinin farkli kisimlar1 da enfeksiyon sirasinda 6nemli viriilens faktorii olarak

rapor edilmistir (Skurnik and Bengoechea, 2003; Skurnik et al., 1999).

O-antijen; Salmonella spp., E. coli, P. aeruginosa gibi bircok Gram negatif
bakteri tiriinde dénemli bir virllens belirteci olarak bilinmektedir (Najdenski et al.,
2003). O-antijen, konak hiicrede enfeksiyon sirasinda bakterinin kolonizazyonunda,
immiin sistemdeki komplement sistemine kars1 direng gostermede ve bakteri ile konak
hiicre ile ilk etkilesiminde Onemli bir isleve sahiptir. Yapilan aragtirmalar
inceledigimizde, Chaput ve ark., O-antijenin histon saldirisina karst bakteriyi
korudugunu gostermistir (Chaput et al., 2013). O-antijen bakteriyel ylizeydeki negatif
yiikii noétralize etmektedir ve dolayisi ile katyonik antimikrobiyal peptidlere karsi
cekim giiclinii azaltmaktadir ayrica O-antijen; Lipid A’y1 maskeleyerek histonlarin
lipid A‘ya baglanmasini engellemektedir (Chaput et al., 2013). Duer et al., Salmonella
spp. suslarinin enfeksiyon sirasinda O-antijenin bileseninin LPS’in immiin sistem

tarafindan taninmasini geciktirdigini rapor etmislerdir (Duerr et al., 2009).

Yersinia suslarinda LPS; sicaklik ile regiile edilmektedir. Ornegin, in vitro
kosullarda; oda sicakliginda O-antijen 37°C’ye gére daha fazla uretilmektedir. Ancak
in vivo kosullarda O-antijen Uretilmesinin  sistemik enfeksiyon sirasinda
baskilanabilecegi bildirilmistir (Bengoechea et al., 2002). O-antijenin sicaklik aracili
regililasyon mekanizmasi heniiz aydinlatilmamistir fakat iki oneri ortaya atilmistir: O-
antijen gen takimimin oda sicakliginda ifadesi icin aktivator bir protein olabilecegi ve
bu aktivator proteinin 37°C’de islevsel olmadigi yada 37°C’de aktiflesen bir represor
proteinin bulunmasidir (Lahtinen et al., 2003). Y. enterocolitica suslarinda outer-core
yapisi da ayrica konak immiin sistemine kars1 bakteriyi korumaktadir (Skurnik et al.,

1999). Yapilan bir arastirmada O-antijen gen bolgesi silinmis mutant Y. entercolitica
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0:3 ve 0:8 serotiplerinin, yaban tip serotiplerine gore 50-100 kat daha az virllent
olduklart saptanmigtir ve O-antijenin Y. entercolitica viriilansindaki 6nemi
vurgulanmistir (Zhang et al.,1997; Al-Hendy et al., 1992). Y. enterocolitica O:3
suslarinda outer core bileseninin, enfeksiyon sirasinda dnemli bir virtlens belirteci

olan ail ile koordineli olarak ¢alistigi rapor edilmistir (Skurnik et al., 1999).

Y. entercolitica suslarinin patogenezini goz Oniinde bulundurdugumuzda
insanlarda bakteriyel enteritidis ve enterokolitis etkeni olarak gdsterilmektedir.
Ekstraintestinal ve sistemik enfeksiyonlar genellikle Y. enterocolitica suslarinin O:8
gibi yiksek virllense sahip serotiplerinde gozlenmektedir (Ruiz Bravo et al., 2001).
Ayrica karaciger ve dalakta apseye neden olmasinin yansira mezenterik lenfadenit gibi
sistemik enfeksiyonlara neden olmaktadir. Kronik persistent enfeksiyonlarinda Y.
enterocolitica spesifik IgA antikorlar1 hasta serumunda yiiksek titrede saptanmaktadir.
Bu yuzden Y. enterocolitica suslarinin patogenezini anlamak amaciyla hayvan
modelleri ve genellikle fare model sistemleri kullanilmaktadir (Autenrieth et al.,
1996). Y. enterocolitica’nin neden oldugu enfeksiyonu gozlemlemek igin
gerceklestirilen bir fare deneyinde; Y. enterocolitica suslarinin folikiil iliskili olan
peyer plak epitel hiicrelerine baglandig1 ve peyer plaklarini isgal ettigi saptanmistir ve
peyer plaklarinda piyojenik lezyon olusumu ile birlikte interlokin-1 salgilandigi
saptanmistir (Autenrieth et al., 1996). Enfeksiyonunn sonraki giinlerinde Y.
enterocolitica peyer plaklarindan bagirsak ile iliskili lenfoid dokulara hareket
etmektedir.  Sistemik enfeksiyon go6zlenmesi durumunda ise; mezenterik lenf
nodiillerinden dalak, karaciger ve akcigerlere kadar tasinmaktadir. Bu asamada Y.
enterocolitica’ya karst  T-hiicresi bagimli immiin yanit aktiflestirilmektedir.
(Autenrieth et al., 1996 ).

Mikroorganizmalar, konak canli igerisinde kolonize olduklar1 doku veya organ
icerisinde immiin sistem gibi cesitli faktorlere maruz kalmaktadir dolayisi ile 6zellikle
patojen mikroorganizmalar konak canli igerisindeki degisiklikleri hisseder ve
adaptasyon icin viriilens faktorleri gibi ¢esitli biyolojik aktivitelerini degistirirler. Bu
amacla in vivo kosullardaki c¢evresel degisikliklere karst mikroorganizmalarin
gelistirdikleri stratejileri arastirmak amaciyla transkripsiyonel reporter sistemler
gelistirilmistir. Reporter genler; hedef promotorun kontrolii altinda analiz edilecek

olan proteinin allelic-exchange ile yer degistirmesi sonucu mRNA ifadesinin endirekt
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olarak izlenmesine olanak saglamaktadir. Viriilens genlerinin de transkripsiyonunu
saglayan promotor reporter sistemi; enfeksiyon sirasinda transkripsiyonel regilasyon
siiresince patojenin, konak hiicrede nasil bir tepki gdstereceginin izlenmesine olanak
saglamaktadir (Campbell-Valois and Sansonetti, 2014). En iyi bilinen érneklerden
birisi E. coli’nin galaktoz tzerinde blylme adaptasyonunu gdsteren, Jacop ve Monod
tarafindan gelistirilen operon modelidir. Bu amagla GFP proteinler de kullanilarak
bakterilerin adaptasyon ve ifade ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. 3-galaktosidaz flizyon
reporter sistemi kullanilarak Salmonella spp.’de RhoP-bagimli ifadesi gergeklesen
genlerin makrofajlar igerisindeki fagosomlardaki gen ifadesi degerlendirilmistir
(Aranda et al., 1992). Gunimuizde populer olan lusiferaz genleri biyoliminesens
goriintiileme sisteminde kullanilmaktadir. Bu amagla Photorhabdus luminesens
bakterisine ait lusiferaz enzimi bir¢gok bakteri grubunun izlenmesi amagh
kullanilmaktadir. Photorhabdus tdrleri, bocek patojeni olarak bilinmektedir ve bocek,
bir avci tarafindan oOldirildiiginde Photorhabtus bakterisi ortaya c¢ikar ve
biyoliiminesens 1s1ma verir ve bu 1simanin quorum sensing mekanizmasi ile calistigi
bilinmektedir. Biyoliiminesens 151k iiretimi LUXCDABE operonu tarafindan
kodlanmaktadir. LUxA ve LuxB heterodimerik bir enzim olan lusiferazi1 kodlamaktadir
ve flavin mononikleotid (FMNH,) varliginda indiiklenen uzun zincirli yag aldehitin
oksidasyonunu katalizler ve yag aldehiti LUXCDE tarafindan kodlanmaktadir (Ghan,
2012;Compbell-Valois et al., 2014). LuxAB lusiferaz enziminin 1s1k {iretebilmesi i¢in
substrata ihtiyaci oldugundan LuxCDE operonu; LuxAB igin gerekli olan substrati
kodlamaktadir. LUXCDABE reporter sisteminde, enzim ve substrati birlikte ifade
edildiginde biyoliiminesens 1s1ma vermektedir ve enfeksiyonun izlenmesi i¢in sadece
metabolik olarak aktif olan bir bakteri yeterlidir, kendi substratini iiretmekte ve deney
siiresince disaridan bir substrat ilavesine gerek duyulmamaktadir. LUXCDABE reporter
sistemi, spesifik viriilens promotorlarinin in vivo kosullardaki transkripsiyon
seviyesinin izlemek amaciyla kullanilmaktadir (Campbell-Valois and Sansonetti,
2014).

Bircok bakteri grubunda lux operonun entegrasyonuna olanak saglayan vektorler
ve genetik sistemler gelistirilmistir ve bu sistemler ilk basta in vitro kosullarda
liminemeter ile 6lgilmekte ve CCD kamera teknolojisi araciligi ile in vivo luminesens
olgtimii gerceklestirilmektedir. Vibrio fisheri (V. fisheri)’den izole edilmis olan

lusiferaz, E. coli’ye klonlanmis ancak 37°C’de stabilitesini kaybetmistir. Vibrio
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harveyi susunda ise 37°C’de stabil iken; P. luminesens’den izole edilmis olan lusiferaz
42°C’de optimum aktivite go6stermektedir bu ylzden bir ¢ok patojen
mikroorganizmanin izlenmesinde uygulama alam1 bulmustur (Gahan, 2012).
Gergeklestirdigimiz arastirmamizda da, lusiferaz enzim kaynagi olarak P. luminesens
kullanilmistir. LPS bilesenlerinden outer-core ve O-antijen ifadesini in vivo ve in vitro
kosullardaki ifadesi sicaklik bagimli oldugundan 6zellikle oda sicakligi ve 37 °C’deki
in vitro kosullardaki korelasyon ve promotor aktivitesi denemelerinde stabilite
saglanmistir.  Calismamizda in vitro kosullarda; Outer core reporter susu; 37°C’de
oda sicakligina gore outer core ifadesinin daha fazla gerceklestigi; O-antijenin ise oda
sicakliginda daha fazla ifade edildigi belirlenmistir. Ancak; iki reporter susun biiylime
egrisi incelendiginde outer core susunun O-antijene gore daha hizli biiyldiigi
belirtilebilir. Bial et al. (2012) ayrica Y. enterocolitica O:3 dogal susunun O-antijen
yapisinin oda sicakliginda 37 °C’ye gore daha fazla iiretildigini rapor etmislerdir. Bu
rapor, aragtirmamiz ile uyumluluk gostermektedir. Lux operonun alici bakteride
sirekliliginin  saglanmasi i¢in plazmit veya transpozon temelli sistemler
kullanilmaktadir (Stewart and Williams, 1992). Ancak lux operonun bakteriyel
kromozoma entegrasyonu; in vivo kosullardaki lokalizasyon ve dokuya baglanma gibi
uzun stireli sinyal gerektiren denemelerde biiyiik bir avantaj saglamaktadir ve genoma
entegrasyon faj rekombinaz yada homolog rekombinasyon ile gerceklestirilmektedir.
Ornegin; Listeria monocytogenes kullanilarak pPL2 plazmidi Listeria kromozomunda
arginin tRNA bolgesine entegre edilmistir (Bron et al., 2006). Arastirmamizda,
pSW23T suicide klonlama vektorii kullanilarak luxAB gen kaseti Y. enterocolitica O:3
genomunun outer-core ve O-antijen promotorlarinin akis yukar1 bolgesine entegre
edilirken; IluxCDE operonu da pKNG101 vektorii kullanilarak, homolog
rekombinasyon ile Y. enterocolitica O:3 genomunun sicakliktan bagimsiz bdlgesine
entegre edilmistir. Arastirmamiza benzer sekilde, Lux operonu ayrica; E. coli,
Citrobacter rodentium, P. aeruginosa, S. typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus
gibi birgok bakterinin genomuna basarili bir sekilde entegre edilmistir (Demidova et
al., 2005; Francis et al., 2000; Mulcahy et al., 2008; Qazi et al., 2001; Wiles et al.,
2006). Ayrica anaerobik bir bakteri olan Clostridium perfringens susunda uygun
vektor kullanilarak luminesens sinyalleri gastrointestinal sistem boyunca izlenmistir
(Philips-Jones et al., 1993). Yapilan bir arastirmada GFP ve bakteriyel lusiferaz
(LuxAB) reporter proteinleri birlikte kullanilarak Y. enterocolitica enfeksiyonlari

izlenmistir (Sun et al., 2012). Arastirmamizda ise benzer sekilde, luxCDE gen kaseti Y.
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enterocolitica O:3 genomuna entegre edilerek lusiferaz i¢in devamli bir substrat
kaynag1 saglanmistir. luxAB gen kaseti ise O-antijen ve Outer-core promotorlarinin
akis yukari bolgesine homolog rekombinasyon ile entegre edilerek in vivo ve in vitro

kosullarda bu promotorlarin aktivitesini izleme olanagi vermistir.

In vivo biyoliminesens gorintileme; deney faresi gibi kiigik memeli hayvanlar
aracilifit ile 1s1ma yayan hiicrelerin saptanmasina olanak saglamaktadir.
Biyoluminesens gorlntileme ile arastirmacilar viral, parazitik ve bakteriyel
patojenlerin enfeksiyon siirecini bir konak canli igerisinde izlemekte ve enfeksiyon
stiresince belirli grup deney hayvanini istenilen siirede goriintiilemektedir. Bu amagla,
in vivo gorintileme sistemi (IVIS) kullanilmaktadir (Gonzalez et al., 2012). Yapilan
bir arastirmada veba etkeni olan Y. pestis’in neden oldugu veba lusiferaz reporter
sistemi kullanilarak; deney faresine farkli yollardan enjeksiyonu yapilmis ve
enfeksiyonun dagilimi 6., 24., 48., 72. ve 96. saat araliklarinda IVIS spektrum ile
takip edilmistir (Gonzalez et al., 2012). Uluczka et al., transkripsiyonel ve
translasyonel fiizyon reporter sistemi gelistirmisler ve bu sistemi test etmek amaciyla
Y. pseudotuberculosis’in yadA (yadA luxCDABE_1x109 bakteri) gibi virllens
genlerini enfeksiyon siiresince IVIS spektrum sistemi ile izlemislerdir. Enfeksiyon,
IVIS spektrum ile 3 giin boyunca izlenmistir ve biyoliiminesens degeri p/sec/cm?/sr
birimi olarak verilmistir. Enfeksiyonun izlenmesi sonrasinda fareler oldirilerek
mezenterik lenf nodu, sindirim sistemi, bobrek ve karaciger dokularinin da IVIS
spektrum ile biyoliiminesens Ol¢limleri gergeklestirilmistir ve bdylece endirekt
transkripsiyonel Ol¢lim yapilmistir (Uliczka et al., 2011). Treck et al.(2010), Y.
entercolitica O:9 ve Y. enterocolitica O:8 suslarmin genomlarina bolge spesifik
entegrasyon ile LuxCDABE operonu entegre etmislerdir. Gergeklestirilmis olan bu
calismada Y. enterocolitica serotiplerinin énemli bir virtlens faktori olan invazinin
protomor aktivitesi enfeksiyon siiresince IVIS spektrum araciligi ile izlenmistir.
Invazin promotor aktivitesinin 6zellikle peyer plaklarinda, lenf nodiillerinde, karaciger
ve dalakta goézlemlemislerdir (Trcek et al., 2010). Calismamizda, benzer sekilde; Y.
enterocolitica O:3 serotipi kullanilarak luxCDABE reporter sistemi dizayn edilmis ve
Y. enterocolitica suslarinda 6nemli bir virtilens faktorii olan LPS bileseninin outer-
core ve O-antijen kisimlarinin promotor aktiviteleri enfeksiyon siiresince IVIS
spektrum ile 44 adet fare deneye dahil edilmistir, ancak deney sirasinda 4 tanesi yedek

tutulmus ve 3 tanesi (outer core grubu) ise bayiltma islemleri sirasinda yiksek eter
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dozundan ex olmustur. 1. saat, 1.giin ve 5. giin araliklar ile enfeksiyonun izlenmesi 37
fare ile tamamlanmistir. Enfeksiyon sonrasinda outer core ve o-antijenin Ozellikle
sindirim sisteminde aktif olarak ifadesini gergeklestigi ve 6zellikle 5. giin sonrasinda
outer core ve o-antijen reporter suslarinin kemik iligine kadar yayildiklar1 ve ifade
edildigi kaydedilmistir. Ayn1 zamanda 5. giin enfeksiyon siiresince sindirim sisteminin
yani sira, dalak ve karacigerde de outer core ve o-antijenin dolayli mRNA
transkripsiyonu gozlemlenmistir. Biyoliiminesens aktivitesi IVIS spektrum ile

Olcllmiis ve p/sec/cmz/sr birimi olarak kaydedilmistir.

Arastirmamizin ikinci amaci kapsaminda; Y. enterocolitica O:3 susu kullanilarak
dizayn edilmis olan outer core ve o-antijen reporter suslari ile, LPS bileseninin
patogenezdeki 6nemi gosterilmistir. Bu ¢alisma, Turkiye’deki Ulusal Tez Merkezi veri
tabanina gore mikrobiyoloji alaninda; patojenik Yersinia entercolitica susuna ait
virtilens genlerinin dolayli mMRNA ifadesinin arastirilmasi tizerine gergeklestirilmis ilk

arastirmadir ve Tirkiye literatiiriine biiyiik bir katk: saglamaktadir.
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