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OZET

BALIKLARDA VIBRIO ENFEKSIYONLARINA KARSI ASI
GELISTIRILMESI: IN SILICO ANTIJEN ANALIZI

Yildirom Evcim Y. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,

Veterinerlik Mikrobiyolojisi Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2025.

Amag: Bu arastirma Vibrio patojenlerine karsi, in silico antijen analizi yapilarak uygun asi

suslarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmada kullanilacak Vibrio suslari ADU Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan saglanmistir. Vibrio kiiltiirii yapildiktan
sonra fenotipik ve virulans oOzellikleri belirlenmistir. Fenotipik ve virulans o&zellikleri
belirlenmis suslarin sekans ve genom analizleri yapilmustir. In silico olarak antijenik bélgeler

belirlenmis ve as1 suslart olup olamayacaklar1 degerlendirilmistir.

Bulgular: Bu ¢alismada, Vibrio anguillarum, Vibrio parahaemolyticus ve Vibrio alginolyticus
suslarinda yer alan baz1 virlilans genlerine ait antijenik Ozellikler in silico olarak
degerlendirilmistir. Referans suslarla ADU Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan izole edilen
suglara ait gen sekanslar1 karsilagtirilmis, gen uzunluklari, dizin benzerlikleri ve B hiicresi
epitop igerikleri analiz edilmistir. angR geninde referans sus 618 bp uzunlugundayken izolat
susta 1726 bp uzunluk gozlemlenmistir. Referans susta 19, izolat susta 75 B hiicresi epitopu
tespit edilmistir. Ortak epitop bulunmamistir. Ancak angR'nin hiicre i¢i regiilatér olmasi, asi
aday1 olarak degerlendirilmesini sinirlayabilir. fatA geninde her iki susta da yaklasik 2040 bp
uzunluk belirlenmistir. Referans susta 48, izolat susta 51 epitop saptanmistir. D1 membranda
yer almasi nedeniyle as1 gelistirme acisindan umut verici bir hedef olarak degerlendirilmistir.
fatB geni her iki susta da 2050-2060 bp uzunlugunda olup referans susta 35, izolat susta 38
epitop belirlenmistir. Ortak 17 epitop saptanmistir. D1 membran proteini olmasi, onu 6nemli
bir ag1 aday1 haline getirmektedir. fatC geni yaklasik 1190—1200 bp uzunlugunda olup referans
susta 27, izolat susta 30 epitop belirlenmistir. 13 ortak epitop tespit edilmistir. Ancak fatC ile
ilgili literatiirdeki veriler sinirlidir. empA geninde her iki susta yaklagik 1150-1160 bp

uzunlukta genler gdzlemlenmistir. Referans susta 22, izolat susta 26 epitop tanimlanmis; 10
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ortak epitop saptanmistir. Metalloproteaz enzimi olmasi sebebiyle bagisiklikla temasi
kuvvetlidir. flIhA geni yaklasik 2050 bp uzunlugundadir. Referans susta 36, izolat susta 44
epitop belirlenmistir. Izolat susun epitop zenginligi as1 aday: olarak potansiyelini artirmaktadir,
ancak membran dis1 lokalizasyonu sinirlayici olabilir. tdhl geni 585 bp uzunlugunda olup
referans susta 14, izolat susta 18 epitop belirlenmistir. Toksik etkili hemolizin {iretmesi
nedeniyle 6nemli bir viriilans faktoriidiir. opaR geni 981 bp uzunlugundadir. Referans susta 26,
izolat susta 29 epitop tanimlanmis; ancak bu genin hiicre i¢i regiilator olmasi, bagisiklik
sistemiyle temasini kisitlamaktadir. toxR geni 837 bp uzunlugunda olup referans susta 18, izolat
susta 25 epitop belirlenmistir. 9 ortak epitop tespit edilmistir. Hiicre i¢i regiilator protein olmasi
nedeniyle immiinojenitesi siirli olabilir. ompA geni yaklagik 1090 bp uzunlugunda olup
referans susta 34, izolat susta 36 epitop belirlenmistir. Ortak 14 epitop bulunmustur. Dis

membranda yer almasi nedeniyle, immiinojenik potansiyeli ytiksektir.

Sonug: Bu ¢aligmada Vibrio anguillarum, V. parahaemolyticus ve V. alginolyticus suslarinda
viriilansla iligkili baz1 genlerin in silico analizleri gergeklestirilmis ve potansiyel asi adaylari
belirlenmistir. Ozellikle fatA, fatB, fatC, empA ve ompA genlerinin iiriinleri, immiinojenik
ozellikleri ve dis membran lokalizasyonlar1 sayesinde Oncelikli as1 hedefleri olarak one
cikmaktadir. Ayrica, farkl tiirler arasinda korunan epitoplarin tespit edilmesi, genis spektrumlu
ve tilirler arast koruma saglayabilecek asi stratejileri igin umut vericidir. Bu adaylarin

rekombinant protein veya peptid bazli platformlarda degerlendirilmesi onerilmektedir.

Anahtar kelimeler: in silico, antijen, epitop, Vibrio
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ABSTRACT

VACCINE DEVELOPMENT AGAINST VIBRIO INFECTIONS IN
FISH: IN SILICO ANTIGEN ANALYSIS

Yildirnm Eveim Y. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute
Veterinary Microbiology Program, PhD Thesis, Aydin, 2025.

Objective: This study aimed to identify suitable vaccine strains against Vibrio pathogens
through in silico antigen analysis.

Material and Methods: The Vibrio strains used in the study were obtained from the culture
collection of the Department of Microbiology, Faculty of Veterinary Medicine, Adnan
Menderes University. Following Vibrio culturing, phenotypic and virulence characteristics
were determined. Sequence and genome analyses were performed on the strains with identified
phenotypic and virulence properties. Antigenic regions were determined in silico, and their

potential as vaccine strains was evaluated."

Results: In this study, the antigenic properties of certain virulence genes found in Vibrio
anguillarum, Vibrio parahaemolyticus, and Vibrio alginolyticus strains were evaluated in silico.
Gene sequences from reference strains and strains isolated from the ADU Department of
Microbiology were compared in terms of gene lengths, sequence similarities, and B-cell epitope
content. The angR gene was 618 bp in the reference strain, while it was 1726 bp in the isolate.
A total of 19 B-cell epitopes were identified in the reference strain and 75 in the isolate. No
common epitopes were detected. However, since angR is an intracellular regulator, its
suitability as a vaccine candidate may be limited. The fatA gene was approximately 2040 bp in
both strains. Forty-eight epitopes were identified in the reference strain and 51 in the isolate.
Due to its localization in the outer membrane, it is considered a promising target for vaccine
development. The fatB gene was about 2050-2060 bp in both strains, with 35 epitopes identified
in the reference strain and 38 in the isolate. Seventeen shared epitopes were found. As an outer
membrane protein, fatB is considered an important vaccine candidate. The fatC gene was
approximately 1190-1200 bp long, with 27 and 30 epitopes identified in the reference and

isolate strains, respectively. Thirteen common epitopes were detected. However, available
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literature on fatC is limited. The empA gene was about 1150-1160 bp in both strains, with 22
epitopes in the reference strain and 26 in the isolate; 10 shared epitopes were identified. As a
metalloprotease enzyme, it is likely to have strong immunological interactions.The flhA gene
was around 2050 bp long, with 36 and 44 epitopes identified in the reference and isolate strains,
respectively. The higher epitope content of the isolate strain increases its potential as a vaccine
candidate, although its intracellular or non-membrane localization may limit accessibility. The
tdh1 gene was 585 bp in length, with 14 epitopes in the reference strain and 18 in the isolate.
Since it encodes a hemolysin with toxic effects, it is considered a key virulence factor.The opaR
gene was 981 bp long, with 26 epitopes in the reference strain and 29 in the isolate. However,
as opaR is an intracellular regulator, its interaction with the immune system may be limited.
The toxR gene was 837 bp in both strains, with 18 and 25 epitopes identified in the reference
and isolate strains, respectively. Nine common epitopes were identified. As an intracellular
regulatory protein, its immunogenicity may be limited. The ompA gene was approximately
1090 bp in length, with 34 epitopes in the reference strain and 36 in the isolate. Fourteen shared
epitopes were found. Due to its outer membrane localization and high number of accessible

epitopes, ompA shows strong immunogenic potential.

Conclusion: In this study, in silico analyses of certain virulence-associated genes in Vibrio
anguillarum, V. parahaemolyticus, and V. alginolyticus strains were performed, and potential
vaccine candidates were identified. In particular, the products of the fatA, fatB, fatC, empA, and
ompA genes stand out as priority vaccine targets due to their immunogenic properties and outer
membrane localization. Additionally, the identification of conserved epitopes among different
species offers promising opportunities for broad-spectrum and cross-protective vaccine
strategies. It is recommended that these candidates be evaluated using recombinant protein or
peptide-based platforms.

Keywords: in silico, antigen, epitope, Vibrio
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1. GIRIS

Su tirlinleri endiistrisi lilkemizde ve diinyada en hizli biiyliyen sektorlerden birisidir. Su
iriinleri yetistiriciliginin siirekli gelismesiyle, balik, kabuklular, yumusakcalar ve diger su
hayvanlarinin kiiresel iiretimi 172,6 milyon tona ulasmistir ve iiretiminin satis degeri 2017
yilinda 238 milyar ABD dolar1 olarak tahmin edilmektedir. Diinya ¢apinda balik, yaklasik 3,3
milyar insana kisi bagina hayvansal protein aliminin neredeyse %20'sini saglamaktadir (FAO,
2019). Ancak endiistrideki bu artis sucul canlilarda meydana gelen enfeksiydz hastaliklarin
goriilme sikligin1 da arttirmaktadir (Naghashyan ve digerleri, 2018). Bu enfeksiyonlara neden
olan etkenler icerisinde Vibrio tirleri en sik rastlanilanlardan birisidir ve bu nedenle balik
hastaliklar1 i¢in dnemli bir yer tutmaktadir (Ina-Salwany ve digerleri, 2019). Bu etken konagin
yiizeyine yapistiktan sonra deriye sizarak balig1 enfekte etmektedir (Frans ve digerleri, 2011).
Mukozal tabakanin hasar gérmesi enfeksiyon riski artmaktadir. Yapilan ¢alismalar ¢ipura derisi
hasar gordiigiinde, daldirma yoluyla yapilan Vibrio alginolyticus agilamalarinin 6liim riskini
arttiracagini ortaya koymaktadir (Li ve digerleri, 2003). Vibrio enfeksiyonunun ikinci tip
bulagma yolu ise enfekte su veya gidalarin oral yolla alinmasiyla olusan enfeksiyondur (Marco-
Noales ve digerleri, 2001). Vibrio viriilans faktorleri, patojenlerin viicutta ¢ogalmasini, konak
savunma mekanizmalarindan korunmasint ve konakg¢iya zarar vermesini saglayarak
patojenezde onemli rol oynamaktadir (Ruwandeepika ve digerleri, 2012). Ayrica insidans
mevsimlerden de etkilenmektedir. Mevsimsel bir arastirma, Vibrio parahaemolyticus
insidansinin yaz aylarinda diger mevsimlere gore daha yiiksek oldugunu gostermistir (Nair ve

digerleri, 1980).

Hastaliklarin koruma, kontroliinii saglamak ve ayni zamanda canlinin biiylimesini
desteklemek amaciyla antibiyotik, pestisit ve diger kimyasal maddelerin kullaniminda yogun
artis goriilmektedir. Antibiyotikler ve diger kimyasal maddeler su anda hastaliklar1 6nlemek ve
kontrol etmek igin en sik kullanilan yontemler arasinda yer almaktadir (Ji ve digerleri, 2020).
Vibrio spp. enfeksiyonlarmi kontrol etmek igin tetrasiklin, doksisiklin, sefalosporin
florokinolon ve trimetoprim-siilfametoksazol kullanilmaktadir (Morris ve digerleri, 1985; Tang
ve digerleri, 2002; Centers for Disease Control and Prevention, 2014). Ancak yogun antibiyotik
kullanimi, antibiyotiklere direncli mikroorganizmalarin gelismesine ve antibiyotik
kalintilarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Barug ve digerleri, 2006). CDC’ye

(Centers for Disease Control and Prevention) gore ilaca direngli bakterilerin Amerika Birlesik

1



Devletleri’nde en az 2.868.700 enfeksiyona ve 35.900 6liime sebep oldugu diisiiniilmektedir
(CDC, 2019). Bu nedenle, Vibrio spp. enfeksiyonunu kontrol etmek igin yeni yontemlere
ihtiya¢ duyulmasi su tirtinleri yetistiriciligi endiistrisi ve akademinin fikir birligi haline gelmistir

(Ji ve digerleri, 2020).

Balik yetistiriciligi sektorii yogun ila¢ kullanimini azaltmaya ¢aligmaktadir (Neary ve
digerleri, 2008). Bu kapsamda ii¢ ana nokta; koruma, kontrol ve eradikasyon biiyiikk 6nem
kazanmaktadir. Eradikasyon sucul ortamlarda ¢ok zor, hatta imkansizdir denilebilir. Akuatik
sistemlerde etkenin eradikasyonu miimkiin olmadigindan, hastaliklardan korunmada asilama
etkin bir rol oynamaktadir (Gudding, 2014). Akuakiiltiirde asilama yiiksek verim alma,
giivenilir kullanim ve kolay uygulama agisindan iistiin gelmektedir. Ayrica agilama ile daha
biiyiilk ekonomik faydalar elde edilebilmektedir (Ji ve digerleri, 2020). Asilamada en sik
kullanilan yo6ntem intraperitoneal enjeksiyonla uygulanan adjuvantli inaktif asilardir.
Molekiiler biyolojinin gelismesiyle beraber belirli patojen bilesenlerinin ve yeni adjuvantlarin

kombinasyonlari kullanilarak daha etkili bagisiklik saglanabilmektedir (Ji ve digerleri, 2020).

Mevcut Vibrio spp. asilarinin ¢ogu inaktif agilardir ve ¢ogunlukla enjeksiyon, nadiren ise
daldirma yoluyla uygulanmaktadir (Ma ve digerleri, 2019). DNA asilar1 ve canli vektor asilari
gibi yeni Vibrio spp. asilar1 piyasada bildirilmemistir. Baliklarin ¢ogunlugu gizli bir biiyiime
ortamina ve biiyiik bir popiilasyona sahiptir, bu da enjeksiyon seklinde agilamalarin yapilmasini
neredeyse imkansiz hale getirmektedir. Oral inaktif asilarin ise koruma etkileri ¢ok diisiiktiir.
Bu nedenle sucul ortamdaki antibiyotik kalintilarin1 azaltmak ve mukozal bagisikligin etkisini

giiclendirmek i¢in yeni as1 stratejilerinin olusturulmasi gerekmektedir (Ji ve digerleri, 2020).



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Geleneksel Asilar

Geleneksel asilar inaktif ve canli attenue edilmis asilart kapsamaktadir. Lisansli
Vibrio spp. asilarinin biiyiik bir kismi inaktif asilar1 igermektedir ve baliklara intraperitoneal

enjeksiyonla uygulanmaktadir.

2.1.1 inaktif Asilar

Inaktif as1, amplifikasyon ve kiiltiirden sonra fiziksel veya kimyasal ydntemlerle
oldiiriilen bakteri veya viriislerdir, bu da patojenitelerini kaybetmelerini ve antijenitelerini
korumalarimi saglamaktadir (Tlaxca ve digerler, 2015). Inaktif asilar giivenilir bir sekilde
kullanilmakta ve kolay saklanmaktadir. Spesifik antikorlar, patojen mikroorganizmalar1 ve
bunlarin tirettigi toksinleri notralize edebilmektedir, bu da hiicre dis1 yollarla enfekte olmus
patojenik mikroorganizmalar iizerinde daha iyi bir koruyucu etkiye sahip olmaktadir (Baxter
ve digerleri, 2007). 1942'de Duff, sert basli alabaligina oral yoldan inaktif Aeromonas
salmonicida'y1 basartyla uygulamistir ve bu, su tiriinlerinde hastalik kontroliine yonelik asilarin
ilk uygulamasi olmaktadir (Duff, 1942). Daha sonra, bir¢ok inaktif Vibrio spp. asisi
incelenmistir. Ornegin, formalinle inaktiflestirilmis bir agmin, turuncu benekli lagos baligina
Vibrio harveyi enfeksiyonuna karsi iyi bir koruma saglayabilecegi belgelenmistir (Nguyen ve
digerleri, 2017). Ancak, attenue edilmis canli asilarla kiyaslanildigi zaman, inaktif asilarda
cogalmayan antijenler kullanilmaktadir. Bu nedenle, inaktif asilar kullanildig1 zaman birden
fazla asilama gerekebilmektedir. Bu durum daha yiiksek doz as1 kullanimu, kisa bagisiklik siiresi
gibi dezavantajlara sahiptir. Esas olarak humoral bagisikligi uyarir ve mukozal bagisiklik
saglamakta basarisiz olmaktadir (Baxter, 2007). Ornegin yapilan bir ¢alismada girbuna havuz
baligina uygulanan Edwardsiella tarda inaktif agisinin, enfeksiyona karsi korumada basarisiz
oldugu gosterilmistir (Yamasaki ve digerleri, 2015). Bu nedenle, inaktif asilarin
immiinojenitesini arttirmak i¢in adjuvantlara ihtiyag duyulmaktadir (O’Hagan, 1998).

Geleneksel mineral yag adjuvantlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir fakat bunlarin ciddi yan



etkileri vardir. Ornegin, Freund'un complate adjuvani (FCA) enjeksiyon bdlgesinde graniiloma
neden olabilir (Tafalla ve digerleri, 2013) ve Freund'un incomplate adjuvani (IFA) Atlantik
morinasinda peritonite neden olabilir (Gjessing ve digerleri, 2012). Bu eksiklikler,
nano/mikropartikiiller, aliiminyum igeren adjuvanlar, b-Glukanlar, kitosan oligosakkarit,
saponinler, lipopeptitler, sitokinler, toll benzeri reseptor (TLR) 9 agonisti CpG, TLR 5 agonisti
flagellin ve TLR 3 agonisti poliinosinik polisitidilik asit (Poli I:C) dahil olmak {izere yeni nesil
adjuvanlarin gelistirilmesine yol agmistir (Tafalla ve digerleri, 2013). Arastirma, suda ¢dziinen
bir adjuvan olarak kitosan oligosakkaritinin, formalinle inaktive edilmis bir Vibrio anguillarum
asistyla birlestirilmesinin asilanmis zebra baliginin RPS (Relative Percent Survival) degerini
%47,8'den %89'a ¢ikardigimi ve bunun da konak¢inin humoral bagisiklik tepkisini énemli
Ol¢iide artirabilecegini dogrulamistir (Liu ve digerleri, 2015). Wei ve digerlerinin kitosan
oligosakkarit veya astragalus polisakkaritlerini Vibrio harveyi formalinle 6ldiirilmis hiicre
asisina adjuvan olarak uyguladiklar benzer bir ¢alismada, inaktif asinin bagisiklik koruma

etkisini 6nemli dl¢lide artirabildikleri goriilmiistiir (Wei ve digerleri, 2020).

2.1.2 Canh Attenue Asilar

Bilimsel calismalar, yiizeysel viriilans faktorleri, kiiltiirleme kolayligi, ucuz tiretim
gibi cesitli nedenlerden dolay:r canli zayiflatilmis asilara giderek daha fazla odaklanmaktadir
(Ye ve digerleri, 2016). Ayrica, canli zayiflatilmig asilar, mukozal bagisikliga ek olarak hiicre
aracili ve humoral antikorlar1 indiikleyebilmektedir (Shoemaker ve Klesius, 2009). Bu nedenle
baliklarda inaktif asilara gore daha biiyiik adaptif bagisiklik korumasini tesvik ederler (Wang
ve digerleri, 2014). Canli zayiflatilmig asilar, normalde patojenler tarafindan canli organizmada
ifade edilen dogal antijenik yapilar1 tagimaktadir. Bu durum dogal enfeksiyonun ardindan
olusan gercek enfeksiyonu taklit eden, kendi kendini sinirlayan bir enfeksiyona neden
olmaktadir (Pore ve digerleri, 2009). Bu tiir "taklit" enfeksiyonlar tarafindan uyarilan bagisiklik
tepkileri, normal bir enfeksiyonda tespit edilenlere c¢ok benzer. Klinik hastalik iiretme
yetenekleri yoktur; ancak uygun bolgeleri kolonize edebilir ve bagisiklik tepkilerini
uyarabilirler (Brown ve digerleri, 1993). Ayrica, adjuvanlara ihtiya¢ duymazlar ve asilama

sirasinda yalnizca tek veya birkag doz yeterli olmaktadir (Ebensen ve digerleri, 2004).

Rifampin streptomisine karsi segici ¢ift direng kullanan canli zayiflatilmis bir asi, V.

anguillarum susu VAN1000'e karsi gelistirilmistir (Norqvist ve digerleri, 1989). Geng



gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) iizerinde test edilmistir ve V. anguillarum
enfeksiyonuna kars1 iyi bir homolog koruma sagladigi, ancak Aeromonas salmonicida
enfeksiyonuna karsi yalnizca hafif koruma sagladigi gosterilmistir (Sommerset ve digerleri,
2005; Hastein ve digerleri, 2005). Hu ve digerleri, viriilent bir V. harveyi susu olan T4D'den
rifampisin direncinin bir se¢imini kullanarak, T4DM susu olarak adlandirilan bir mutanti
basariyla zayiflatmigtir. Mutant sus T4DM, canli daldirma asis1 olarak kullanildiginda hem V.
harveyi hem de V. alginolyticus'a kars1 etkili ¢apraz tiir korumasi saglayabilmistir (Hu ve
digerleri, 2012). Molekiiler biyoloji, immiinoloji ve genetik miihendisligindeki son gelismeler,
patojenite ve rekombinant DNA alanlarinda olaganiistii teknolojik gelismeler sunmustur.
Molekiiler biyoloji ve immiinoloji, patojenlerin ve patojenitelerinin tanimlanmasi ve
karakterizasyonu ile ilgili bilgileri daha da ortaya koymaktadir (Li ve digerleri, 2010). Genetik
miithendisligi, hassas zayiflatilmis asilarin  yapimini mimkiin kilmistir.  Sitedirected
mutagenesis (SDM), hedeflenen genlerde iyi tanimlanmis bir silme, ekleme veya ilave elde
etmek i¢in giivenilir bir stratejidir (IDT, 2011). Bu yeni yaklagim kullanilarak gelistirilen canlt
zayiflatilmis asilar, koruyucu bir bagisiklik tepkisi uyandirmada bakterinlerden dikkate deger
derecede potansiyele sahiptir ve daha etkilidir (Gao ve digerleri, 2014).

Canli asilarin dikkate deger avantajlarina ragmen, birka¢ dezavantaji da
bulunmaktadir. Zayiflatilmis izolatlar geng baliklarda yeterli bagisikligi uyaramayabilmektedir
(Shoemaker ve Klesius, 2009). Canli asilar ayrica konakda ¢ogaldiginda enfeksiyon tiretme
riski tagir. Hatta sistemik semptomlara yol acabilir ve orijinal enfeksiyonun semptomlarini

gosterebilmektedir (Goldman ve Lambert, 2004).

2.1.3 DNA Asilan

Vibrio parahaemolyticus, V. anguillarum ve V. alginolyticus gibi Gram-negatif
bakteriler, balik yetistiriciliginde ciddi enfeksiyonlara neden olarak yiiksek mortalite ve
ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Guo et al., 2022). Bu patojenlere kars1 gelistirilen DNA
agilar1, hedef antijen genini i¢eren plazmid DNA’nin konak kas dokusuna enjekte edilmesiyle
caligir; boylece hem humoral hem de hiicresel bagisiklik yanitt uyarilir (Lu ve digerleri, 2024;
Xing ve digerleri, 2019). Ornegin, V. anguillarum VAA genine kars1 gelistirilen DNA ass1,
Japon Dilbalig1 (Paralichthys olivaceus) CD4*/CD8" T hiicre yanit1 ve 6zgiil antikor tiretimini

artirarak %350’ye varan bagisiklik saglamistir (Xing ve digerleri, 2019). Benzer sekilde, V.



alginolyticus enfeksiyonuna kars1 gelistirilen flaA geni kullanilarak uygulanan DNA asis1 %88,
V. parahaemolyticus enfeksiyonuna karsi gelistirilen proteaz genli DNA asis1 ise %96 goreceli

sagkalim orani saglamistir (Liu ve digerleri, 2011; Liang ve digerleri, 2011).

DNA asilari, diisiik tiretim maliyeti, uzun raf émrii, patojen igermemesi ve ¢oklu antijen
tasima potansiyeli ile geleneksel asilara gore bir¢ok avantaj sunar (Lu ve digerleri, 2024).
Bununla birlikte, DNA’nin uzun siire konakta kalmasi genom entegrasyonu riski tagir; bu da
cevresel ve genetik gilivenlik agisindan bazi engellere yol agmaktadir (Guo ve digerleri, 2022).
Ayrica kas i¢i uygulama biiylik 6l¢ekli iiretimde zahmetli olamktadir ve balik tiirline gore
etkinlik degisebilir (Lu ve digerleri, 2024). Bu dezavantajlar, DNA asilarinin ticari
uygulanabilirligini kisitlayabilmektedir.

2.2. Rekombinant Protein Asilar:

Patojenlere kars1 gelistirilen rekombinant protein asilari, hedef antijenlerin genetik
mithendislik teknikleriyle izole edilip saflagtirilmasiyla olusturulmakta ve baliklarda 6zgiil
bagisiklik yanitim indiiklemektedir. Ozellikle dis membran proteinleri (6rnegin OmpK),

bagisiklik sistemini giiglii bicimde uyaran yapilar olarak tercih edilmektedir.

V. alginolyticus enfeksiyonuna kars1 gelistirilen rekombinant OmpK protein asis1, Deniz
levregine (Dicentrarchus labrax) uygulanmis ve yiiksek antikor iiretiminin yani sira %100’e
yakin goreceli sagkalim saglamistir. Benzer sekilde, V. anguillarum ve V. parahaemolyticus
antijenleri kullanilarak yapilan ¢aligmalar, baliklarda spesifik bagisiklik yanitinin gelistigini ve
enfeksiyon sonras1 mortalitenin énemli 6l¢lide azaldigini gostermistir. Bu asilarin en 6nemli
avantajlarindan biri, canli veya inaktive edilmis mikroorganizmalar icermemeleri nedeniyle
yiiksek biyogiivenlik sunmalaridir. Ayrica belirli antijenler {izerinden gelistirildikleri i¢in
hedefe yonelik giiclii bir bagisiklik yaniti saglarlar ve bazi durumlarda birden fazla Vibrio
tiiriine karsi ¢apraz koruma da olusturabilirler. Ornegin, V. alginolyticus kaynakli OmpK
proteiniyle gelistirilen asi, aym1 zamanda V. harveyi ve V. parahaemolyticusa karsi da

koruyuculuk gdstermistir (Zhang ve digerleri, 2020).

Bununla birlikte, rekombinant protein asilarmin bagisiklik sistemi iizerindeki uyarici
etkisi genellikle daha zayif oldugu i¢in adjuvan kullanimini gerektirir. Ayrica proteinlerin
dogru katlanmasi ve antijenik yapilarimin korunmasi gibi iiretimle ilgili teknik zorluklar

mevcuttur. Enjeksiyon yoluyla uygulanmalari, kiiciik balik tiirlerinde pratiklik agisindan sorun
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yaratmakta, bu da uygulama siirecini is giicli agisindan maliyetli hale getirebilmektedir (FAO,

2021).

Tiim bu degerlendirmeler 1s18inda, rekombinant protein asilar1 balik hastaliklarinin
onlenmesinde giivenli ve etkili bir alternatif olarak 6ne ¢ikmakta, ancak saha uygulamalari

Oncesi bazi teknik ve pratik sorunlarin ¢oziilmesi gerekmektedir.

2.3. Baliklarda Hastalik Yapan Vibrio Tiirleri ve Ozellikleri

Vibrionaceae ailesine ait simdiye kadar toplamda 143 tiir tanimlanmigtir. Bunlar alt1 cins
altinda toplanmustir; Aliivibrio (Urbanczyk ve ark. 2007), Enterovibrio (Thompson ve digerleri,
2002), Grimontia (Thompson ve digerleri, 2003), Photobacterium (Beijerinck, 1889),
Salinivibrio (Mellado ve digerleri, 1996) ve Vibrio (Pacini, 1854). Vibrio genusu igerisinde yer
alan tiirler Vibriosis hastaligina sebep olmaktadir. Vibriosis, deniz baliklari yetistiriciliginde en
yaygin ve tehlikeli patojenleri igermektedir. Vibriosis'e neden olan tiirler arasinda V. harveyi,
V. parahaemolyticus, V.alginolyticus, V. anguillarum ve V. vulnificus yer almaktadir (Huzmi
ve digerleri, 2019).

2.3.1. Vibrio anguillarum

Vibrio anguillarum, ¢esitli deniz ve tatli su baliklarinda hemorajik septisemiye neden
olur. Hem su iriinleri yetistiriciliginde hem de larva yetistiriciliginde diinya ¢apinda ciddi

ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Frans ve digerleri, 2011).

1893'te Canestrini, go¢ eden yilan baliklarinda salgin bir hastalik, bildirdi ve neden olan
bakteriye Bacterium anguillarum adini verdi (Canestrini, 1893). Birka¢ yil sonra Bergman,
Baltik Denizi'ndeki yilan baliklariin etiyolojik etkeni i¢in Vibrio anguillarum adini 6nerdi
(Bergman, 1909). Her iki raporda agiklanan bakterinin hastalik belirtileri ve 6zelliklerinin
yiiksek benzerligi nedeniyle, ayn1 nedensel etkenle ilgili oldugu 6ne siiriildii. Giinlimiizde V.
anguillarum, gesitli tatli ve tuzlu su baliklarinda yaygin olarak bulunmakta ve vibriosis adi
verilen oliimciil hemorajik septisemi hastaligina neden olmaktadir (Aguirre-Guzma'n, 2004).
Klinik belirtilere dayanarak, vibriosis tuzlu su furunkiilozu (Rucker, 1963), ¢iban hastaligi

(Kubota ve Takakuwa, 1963) ve iilser hastaligi (Bagge ve Bagge, 1956) olarak da bilinir.
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Vibriosisin tipik dis klinik belirtileri arasinda kilo kaybi, uyusukluk, baligin ventral ve lateral
bolgelerinde kirmizi lekeler ve iilserlesebilen ve kanayabilen sismis ve koyu cilt lezyonlari
bulunur. Goézler de enfekte olur ve ilk basta opaklik, daha sonra iilserasyon ve ekzoftalmi ile
sonuglanir. Patojen kanda ve hematopoetik dokularda yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. I¢
kisimda, bagirsaklar sisebilir ve berrak, viskoz bir sivi ile dolabilir. Bununla birlikte, akut
epizootiklerde enfeksiyon o kadar hizli yayilir ki enfekte baliklarin ¢ogu herhangi bir klinik
belirti gdstermeden Oliir (Actis, Tolmasky ve Crosa, 1999; Toranzo ve digerleri 2005; Austin
ve Austin 2007).

Vibrio anguillarum, Vibrionaceae familyasina ait, basil seklinde Gram negatif, bakteridir.
Polar kamg¢ilidir, spor olusturmaz, halofiliktir ve fakiiltatif anaerobiktir (Madigan, Martinko ve
Parker 2000; Buller, 2004). %1,5-2 sodyum kloriir (NaCl) igeren zengin ortamlarda 25 ila 30
°C arasindaki sicakliklarda hizla biiyiir ve krem rengi ve yuvarlak sekilli koloniler olusturur
(Frans ve digerleri, 2011). Su anda kadar, V. anguillarum i¢in 23 O serotipi (O1-023)
bildirilmistir ve her biri farkli bir patojenite ve konak 6zgiilliigii gostermektedir. Bunlardan
yalnizca O1 ve O2 serotipleri ve daha az 6l¢lide O3 serotipleri baliklarda vibriyozis ile iliskilidir
(Pedersen, Grisez, ve digerleri, 1999). Diger V. anguillarum serotipleri ¢ogunlukla patojenik
olmayan tortu, plankton veya deniz suyundan elde edilen ¢evresel izolatlar1 temsil eder (Frans

ve digerleri, 2011).

Patogenez mekanizmasi tam olarak anlagilmamis olsa da, V. anguillarum i¢in kemotaksi
ve hareketliligi etkileyen genler, bir demir alim sistemi, lipopolisakkaritler (LPS'ler) ve
proteolitik veya hemolitik aktiviteye sahip ekstraseliiler iirinler dahil olmak tizere birkag
viriilansla iligkili faktér ve gen tanimlanmustir. V. anguillarumda, cilt veya bagirsaktaki mukus
tabakasindaki bilesenler i¢in kemotaksis, enfeksiyonda 6nemli bir ilk adimdir. Kemotaksik
sinyallere yanit i¢in gerekli olan sitoplazmik bir metil transferazi kodlayan cheR genindeki bir
mutasyonun gokkusagi alabaliginda azalmig viriilansla sonuglandigini gostermistir. Ancak
baliklar intraperitoneal olarak enfekte edildiginde cheR mutantinin viriilansinda azalma
gozlenmemistir. Bu durum kemotaksisin patojenin konak¢iya dogru hareketinde 6nemli bir rol
oynadigim1 ancak enfeksiyonda ve konak¢ida kaliciliginda 6nemli bir rol oynamadigini
diistindirmektedir. Bununla birlikte, hareket yeteneginin patogenezde 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (OToole, Milton ve Wolf Watz, 1996). V. anguillarum, deriya niifuz ettikten
sonra aktif hareketlilik vibriyozis gelisimi i¢in 6nemli olmasa da 5 flagellin alt biriminden biri
olan flagellin A geninin sistemik enfeksiyonlar i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir (Milton,
OToole, Horstedt ve Wolf-Watz, 1996), flagellin A geninin C ucunun ¢ikarilmasinin, baliklar



intraperitoneal olarak veya kirli su yoluyla enfekte edildiginde viriilansin azalmasina neden
oldugunu gostermistir (Milton ve digerleri, 1996). Benzer fenomenler flaD ve flaE gibi diger
flagellin alt birimleri mutasyona ugradiginda da gozlemlenmistir (McGee ve digerleri, 1996).
Konaga yapisma, konak kolonizasyonunda ve sonraki enfeksiyonda onemli bir adimdir.
Bakterilerin konak epitel hiicrelerine yapismast, pili ve fimbria, dis zar proteinleri, LPS ve hiicre
dis1 polisakkaritler gibi sézde adhezinlerin varligiyla kolaylastirilir (Pizarro-Cerda & Cossart
2006). Rodkhum ve digerleri (2006b), pilC, pilB ve pilQ genlerini tanimlayarak ilgili
proteinlerin V. anguillarum viriilansinda olast bir rolii oldugunu one sitirmiislerdir. V.
anguillarumun deriye veya bagirsak mukusuna yapismasindan sonra, konakta sistemik bir
enfeksiyona neden olabilmesi i¢in epiteli delmesi gerekmektedir. V. anguillarum tarafindan
tiretilen mukusinaz aktivitesine sahip bir ekstraseliiler metalloproteazin (EmpA) kesfi,
EmpA!nin muhtemelen mukus bozulmasi ve penetrasyonunda rol oynadigin1 gostermektedir
(Norgvist, 1990). Bu proteazin proteolitik aktivitesinin neden oldugu doku hasarinin bir sonucu
olarak, patojen baliklar1 kolonize edebilir ve ederek ve daha sonra karaciger ve dalak gibi gesitli
organlar etkileyen sistemik bir enfeksiyona neden olabilir (Croxatto ve digerleri, 2007).
Ayrica, EmpA proteaz aktivitesinin balik mukusundaki uyaricilar tarafindan giiglii bir sekilde
indiiklendigi gosterilmistir (Denkin ve Nelson, 1999). Bakteriyel hemolizinler, konaktaki
eritrositlerin lizisine ve dolayisiyla hiicre i¢i hemin salinmasina neden olan ekzotoksinlerdir ve
bu nedenle hemorajik septisemiye katkilar1 nedeniyle Vibrionaceae’nin 6nemli viriilans
faktorleri olarak tanimlanmustir (Zhang ve Austin 2005). Hemolizinlerin mast hiicreleri,
nétrofiller ve polimorfoniikleer hiicreler dahil olmak {izere diger hiicre tiplerinde de lize neden
oldugu bilinmektedir. V. anguillarum, her biri patojenin hemolitik aktivitesine katkida bulunan
birkag hiicre dig1 hemolizin (VAH 1-5) igerir (Rodkhum ve digerleri, 2005). RTX toksinleri,
bircok Gram-negatif bakteri tarafindan sentezlenen sitolitik toksinler, metalloproteazlar ve
lipazlar dahil olmak iizere gézenek olusturan ekzotoksinlerin gesitli bir grubudur (Rodkhum ve
digerleri, 2006). Intraperitoneal enjeksiyonla balik enfeksiyonu ¢aligmalari, bu RTX toksininin
V. anguillarumun 6nemli bir viriilans faktorii olarak 6nemini géstermistir. Bununla birlikte, bu
toksinin bagirsak epitelinin istilast sirasindaki kesin rolii hakkinda daha fazla arastirma, V.

anguillarum viriilansindaki roliinii tam olarak anlamak i¢in gereklidir (Li ve digerleri, 2008).

Baliklar, transferrin, laktoferrin ve ferritin gibi demir baglayict proteinleri kullanarak,
demirin potansiyel patojenik mikroorganizmalar i¢in kullanilamaz hale gelmesini saglayan
spesifik olmayan bir savunma mekanizmasina sahiptir. V. anguillarum serotip O1 suslarinin

¢ogu, sozde viriilans plazmidinde kodlanan siderofor anguibaktini sentezler (Di Lorenzo ve



digerleri, 2003). Buna karsilik, O2 serotipine ait suslar genellikle kromozomal olarak kodlanan
bir siderofor olan vankrobaktini ifade eder (Conchas ve digerleri, 1991; Soengas ve digerleri,
2006). Alice ve digerleri, 2005) Viriilans plazmidinden anguibaktin sentezinde (angB/G, angM,
angN, angR ve angT) ve demir-anguibaktin aliminda (fatA, fatB, fatC ve fatD) yer alan birkag
gen izole edilmistir ve bu genlerin birkagi demir tasima biyosentetik operonunda kiimelenmistir

(Stork ve digerleri, 2002).

Konake¢imin tuzlulugundaki (%0,85) ve deniz suyunun tuzlulugundaki (%3,5) farkliliklar
nedeniyle, V. anguillarumun ozmotik basingtaki degisikliklerle basa ¢ikabilmesi igin etkili bir
ozmolarite diizenlemesine ihtiyact vardir. Farkli tuzluluklara adaptasyonda rol oynayan bes
tuza duyarli dig zar proteini tanimlanmistir (Kao ve digerleri, 2009). OmpW ve OmpU,
muhtemelen NaCl'nin etkili bir sekilde disari atilmasi ic¢in gerekli olan porin benzeri
proteinlerdir. Her iki protein de artan tuz konsantrasyonlarinda artmaktadir. Ayrica, 38 kDa'lik
major dis zar proteini OmpU da safra direncinde 6nemli bir rol oynar ve bu nedenle balik
bagirsaginda hayatta kalmaya ve kolonizasyona katkida bulunur. OmpU sentezi, ozmolarite ve
besin kisitlamasi gibi cevresel degisikliklere yanit olarak transkripsiyonel aktivatér ToxR
tarafindan diizenlenir. Ek olarak, OmpU ifadesindeki degisiklikler dis zardaki LPS ve fosfolipid
profilinde ve dolayisiyla zar gegirgenliginde degisikliklere yol agar. OmpU safra direncinde rol
oynamasina ragmen, bu dis zar proteininin kayb1 gokkusagi alabaligi icin viriilans azalmasina
neden olmaz. Bu nedenle V. anguillarumun safra direncinde rol oynayan iki dis zar proteinine

sahip olmast miimkiindiir (Wang ve digerleri, 2002).

Bakteriyel hiicre-hiicre iletisimi olan ve popiilasyon yogunluguna yanit olarak gen
ifadesini diizenleyen ¢ogunluk quarum sensing, genellikle bakteriyel patojenlerde viriilans gen
ifadesinin kontroliinde rol oynar (de Kievit ve Iglewski 2000; Whitehead ve digerleri, 2001).
Milton (2006), Bir V. anguillarum serotip O1 susunda, VanM/N, VanS/PQ ve Vanl/R algilama

sistemleri tanimlamistir (Milton, 2006).

2.3.2. Vibrio parahaemolyticus

Bu organizma ilk olarak 1951 yilinda Japonya'da sardalya tiiketimiyle iligkili biiyiik bir
salgindan (272 hastalik ve 20 6liim) sonra gida kaynakli gastroenteritin etken maddesi olarak

tanimlanmistir (Fujino ve digerleri, 1953).
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TDH (Thermostable direct hemolysin), V. parahaemolyticus i¢in ilk taninan viriilans
faktoriidiir ve viriilan suglari tanimlamak i¢in 6nemli bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir
(Okuda ve digerleri, 1997a). TDH, tdh1 geninden ziyade tdh2 geninden tiretilmistir. Nishibuchi
ve digerleri (1992) TDH ile salgisal ishal arasindaki baglantiy1 gostererek TDH kodlayan genin
bagirsak kloriir salgilanmasini indiikleyebildigi sonucuna vardi. Raimondi ve digerleri (1995)
(tavsan1 hayvan modeli olarak kullanarak) TDH'nin insan patojenleri tarafindan {iretilen ve

etkisi hiicre i¢i kalsiyum tarafindan saglanan birkag enterotoksinden biri oldugunu gosterdi.

Bakteriler, viriilans faktorii salgilanmasi gibi gesitli fizyolojik aktiviteleri diizenlemek
icin QS (Quorum Sensing) iletisim devrelerini kullanirlar; burada bakteri hiicreleri gen
ifadelerini koordine etmek, degistirmek ve senkronizasyon gerektiren aktivitelerini kontrol
etmek icin uyum iginde islev goriirler (Kernell ve digerleri, 2015). Yiiksek hiicre
yogunluklarinda, V. parahaemolyticus, oto-indiiktor 2 (AI-2) dahil olmak {izere oto-indiiktorler
tarafindan QS sistemi uyarimina verilen bir yanit sonucu transkripsiyonel diizenleyici OpaR
tretir (Zhang ve arkadaslari, 2012). OpaR, V. Parahaemolyticus’ta viriilans faktorii gen
ifadesini, 6rnegin siirii halinde hareket kabiliyetini, tip 3 salgilamay1 ve tip 6 salgilama
sistemlerini kontrol eden birincil QS diizenleyicisidir (Gode-Potratz ve McCarter, 2011). Ek
olarak, OpaR ayrica bir ylizeyde biiyiime ve biyofilm olusumu ile iliskili olan koloni ve hiicresel
morfolojiyi de kontrol eder, Kernell Burke ve digerleri (Kernell ve digerleri, 2015), OpaR'nin
asag1 akisindaki 11 transkripsiyon faktoriinilin, organizmanin hayatta kalmasi ve viriilansi i¢in
kritik olan fenotipik ¢iktiyr kontrol eden diizenleyici agda muhtemelen onemli bir rol
oynadigint 6ne siirmiistiir. OpaR iretiminin durdurularakve AphA yapisinin diigiik hiicre
yogunluklarinda ifadsi de, baska bir transkripsiyonel diizenleyicidir ve OpaR'nin tersi sekilde
islev goriir (Zhang ve digerleri, 2012). AphA'nin ifadesi, T3SS1 genlerinin transkripsiyonunu
baskilayarak V. parahaemolyticusun hayatta kalmak igin bu sistemi kullanmasina olanak tanir
(Burdette ve arkadaslari, 2008). V. parahaemolyticus enfeksiyonunun doku kiiltiirii
hiicrelerinde neden oldugu sitotoksisite, AphA'nin silinmesiyle 6nemli 6lciide azaldi ve bu da

QS'nin V. parahaemolyticus viriilansindaki roliinii desteklemektedir (Wang ve digerleri, 2013).

Bakterilerin konak hiicrelere ilk baglanmasi, viriilans faktorlerinin aktivasyonu ve iletimi
icin esastir ve bu nedenle patojenin basarisinin hayati bir belirleyicisidir. Cok degerlikli
yapisma molekiilli, ¢cok gesitli Gram negatif patojenlerde bulunan bir adhezindir ve bu da
enfeksiyonun erken evrelerinde konak hiicrelere yiiksek afiniteli bir baglanma kurmalarini
saglar. (Krachler ve digerleri, 2011), MAMTY'yi V. parahaemolyticus'ta konak hiicre

baglanmasini1 saglayan dis zar proteini olarak bildirmisti. MAM?7, N-terminusta bir
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transmembran motifi ve Mycobacterium spp. ve bazi Gram pozitif bakteri tiirlerinde de bulunan
yedi memeli hiicre girisi alanmi igerir (Krachler ve digerleri, 2011). MAMT7'nin iki konak
reseptorii vardir: hiicre dis1 matris proteini fibronektin ve plazma zar1 fosfolipid fosfatidik asit
(Ghenem ve digerleri, 2017). MAM?7, bu iki reseptorle etkilesime girerek bakterilerin konak
hiicrelere baglanmasini kolaylastirir ve bu da muhtemelen bakteriyel ve Okaryotik hiicre
yiizeyinde ti¢lii bir kompleks olusturur (Krachler ve digerleri, 2011). Dahasi, MAM?7 aracili
baglanma, bazi hiicre tiplerinde T3SS aracili hiicre oliimiinii artirnir. MAM7 kesfi ve
karakterizasyonu, yalnizca V. parahaemolyticus ile degil, ayn1 zamanda diger birgok Gram-
negatif bakteriyel enfeksiyonla miicadelede yeni bir terapotik veya profilaktik ajan olarak yeni

arastirma iggoriilerine yol agmustir (Krachler ve digerleri, 2011).

TDH ve TRH, konak hiicrede hemoliz ve sitotoksisiteye neden olan V. parahaemolyticus
ile iliskili iki viriilans faktoriidiir (Broberg ve digerleri, 2011). V. parahaemolyticus deniz ve
hali¢ ortamlarinda yaygin olarak bulunur, ancak tiim suslar patojenik olarak kabul edilmez
(Valazquez ve digerleri, 2012). Patojenik suslar genellikle ¢evresel orneklerde yoktur ve
insanlarda ve deniz hayvanlarinda hastaliklara neden olan tdh ve trh genlerinden yoksundur
(West ve digerleri, 2013). Bununla birlikte, Avrupa, Asya ve ABD'den yapilan ¢alismalar,
cevresel oOrneklerin yaklasik %0-6'sinin tdh ve trh genlerine sahip V. parahaemolyticus
suglarinin varlig1 agisindan pozitif oldugunu bildirmistir[(Wang ve digerleri, 2000 ; Alam ve
digerleri, 2002). Gastroenteritli insanlardan izole edilen patojenik suslar, TDH {iretme
yeteneklerine gore ¢evresel suslardan ayirt edilir. TDH pozitif olan V. parahaemolyticus suslari,
0zel bir yiiksek tuzlu mannitol ortam1 olan Wagatsuma agarinda B-hemolitik 6zellikler gosterir;
bu olay Kanagawa fenomeni (KP) olarak bilinir (Nishibuchi ve digerleri, 1989). KP testi, deniz
tirlinlerinde ve hasta orneklerinde patojenik V. parahaemolyticusu tanimlamak igin yaygin
olarak kullanilir. Kanagawa fenomeni testinin tekrarlanabilirligi pH, ortam tuzlulugu ve
eritrosit tipine baghidir. Bu nedenle, patojenik serovarlarin bu yontemle tanimlanmasi her
zaman dogru degildir. Cevreden alinan orneklerin yalnizca %1-2'si KP pozitif olarak bildirilir
ve geri kalan1 KP negatif suslar olarak kabul edilir (Alipour ve digerleri, 2014). Molekiiler
epidemiyolojik ¢alismalar, V. parahaemolyticus KP negatif suslarin tdh genini
barindirmadigini ancak trh genine sahip oldugunu gostermektedir. Qadri ve digerleri 1985
yilinda Maldivler Cumhuriyeti'nde meydana gelen bir gastroenterit salginindan trh genini
tasiyan KP-negatif bir V. parahaemolyticus susunun izole edildigini bildirdi. trh geni, V.
parahaemolyticus patogenezinde benzer bir rol oynadigi i¢in tdh'ye ¢ok benzerdir ve bu nedenle

bir V. parahaemolyticus viriilans faktorii olarak kabul edilir (Qadri ve digerleri, 2005)
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; Nelapati ve digerleri, 2012). TDH, 165 amino asitten olusan gozenek olusturan bir toksindir
(Hamada ve digerleri, 2007; Matsuda ve digerleri, 2010). Enfeksiyon sirasinda, gézeneklerin
oldukga biiyiik olmas1 bagirsaktaki iyon akisinda degisiklige neden olur ve bu da ishal ve diger
gastrointestinal bozukluklar meydana gelir (Raghunath , 2015). Calismalar hemolitik,
sitotoksik, enterotoksik ve kardiyotoksik aktivitelerini agiklamistir (Matsuda ve digerleri,
2010). Yaklasik olarak, TDH patojenitesinin %90'1, toplam TDH'nin yaklasik %10'unu iireten
tdh1'e kiyasla tdh2 geni tarafindan saglanir (Pal ve Das, 2010). Bu gen, baz1 V. mimicus, V.
cholerae non-O1/non-0139 ve V. hollisae suslarinda tanimlanmistir (Shinoda, 2011). TRH, 23
kDa biiyiikliigiinde 1s1ya duyarli bir toksindir ve 10 dakika boyunca 60 °C'de 1s1 uygulamasiyla
yok edilebilir. Takahashi ve digerleri, kiiltiirlenmis insan kolon epitel hiicrelerinde TRH
kaynakl1 kloriir salgilanmasini ve hiicre i¢i kalsiyum yiikselmesini gostermistir. TRH tasiyan
suslar ayrica iireaz enzimleri iiretme yetenegine sahiptir (Takahashi ve digerleri, 2000).
Calismalar, V. parahaemolyticus tasiyan trh geninin, V. parahaemolyticus tasiyan tdh geninden
daha sik tropikal deniz iriinlerinde dagildigimi ortaya koymustur (Parvahti ve arkadaslart,
2006; Raghunath ve digerleri, 2009). trh dizileri, trh1 ve trh2 genlerinden olusur ve tdh dizisine
yaklasik %70 oraninda benzerdir (Kishishita ve digerleri, 1992). Termolabil hemolizin (TLH),
tiim klinik ve ¢evresel V. parahaemolyticus suslari tarafindan ifade edilir ve kirmizi kan hiicresi
lizisine neden olabilir ve lesitin bagimli fosfolipaz aktivitesi gosterir (Elola-Lopez ve digerleri,
2015). Calismalar, TLH proteininin HeLa, Changliver ve RAW264.7 hiicrelerinde ciddi
sitotoksisite belirtisi gosterdigini ortaya koymustur (Wang ve digerleri, 2012). Bu, TLH'nin
TDH ve TRH toksinlerine benzer biyolojik islevlere sahip olabilecegini ve dolayisiyla V.
parahaemolyticus enfeksiyonunda ©nemli bir rol oynayabilecegini diistindiirmektedir
(Ngasotter ve digerleri, 2022).

2.3.3. Vibrio alginolyticus

Deniz suyunda yaygin bir organizma olan V. alginolyticus, saprofit mikrobiyotanin bir
parcasi olarak farkli deniz organizmalarindan izole edilmistir (Carli ve digerleri, 1993). V.
alginolyticusun bir balik patojeni olarak kesin rolii hakkinda tartismalar vardir (Balebona,
1996). Bu tiiriin, ¢ipura baliklarinda vibriosis salginlarinin nedensel etkeni oldugu bildirilmistir
(Lee ve digerleri, 1995; Colorni ve digerleri, 1981). Yapilan bir ¢alismada V. alginolyticus ile

enfekte baliklarda 1-5 giin igerisinde 6liim meydana gelmekteydi fakat 2 hafta sonrasinda
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baliklardan V. alginolyticus izole edilememistir. Bu nedenle baliklarin V. alginolyticus igin

tasiyict olmadiklari diisiiniilmektedir (Balebona ve digerleri, 1998).

2.3.4. Vibrio Tiirlerine Kars1 Asilama

Akuakiiltiirde en yaygin ve yikici bakteriyel patojenlerden biri olan Vibrio tiirleri, basta
Vibrio anguillarum, Vibrio parahaemolyticus ve Vibrio alginolyticus olmak iizere pek ¢ok
deniz baliginda ytliksek mortaliteye neden olmaktadir. Bu patojenler hem larval hem de yetiskin
balik dénemlerinde gesitli sistemik enfeksiyonlara neden olmakta, bu da 6nemli ekonomik
kayiplara yol agmaktadir (Austin ve Austin, 2016). Antibiyotik kullaniminin yayginligi hem
cevresel direng sorunlarina hem de gida giivenligine dair endiselere yol agtigindan, hastaliklarin
Onlenmesinde asilama stratejileri glinlimiizde daha siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu bir ¢éziim

olarak one ¢ikmaktadir.

Vibrio enfeksiyonlarina karsi gelistirilen asilar, genellikle inaktif tam hiicre asilari,
rekombinant protein bazli asilar veya c¢oklu epitop igeren in silico tasarlanmig asilardir.
Ozellikle dis membran proteinleri ve siderofor tagtyict sistem yiiksek immiinojenik
potansiyelleri nedeniyle as1 adaylari arasinda one ¢ikmaktadir (Silva ve digerleri, 2021). Bu
proteinler, bagisiklik sisteminin kolayca taniyabilecegi yiizeyde lokalize yapilar olup, konak
tarafindan giliclii bir bagisiklik yaniti ile hedeflenebilir. Giintimiizde, rekombinant DNA
teknolojisi ile bu antijenler izole edilmekte ve baliklarda hem sistemik hem mukozal bagisiklik

tepkilerini uyaracak sekilde formiile edilmektedir (Lun ve digerleri, 2025).

Arastirmalar, Vibrio tiirleri arasinda korunan epitop bolgelerinin bulundugunu ve bu
epitoplara kars1 gelistirilen multivalan asilarin tiirler arasit ¢apraz koruma saglayabilecegini
ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, bu tiir asilarin balik tiirline, yasina ve uygulama
yontemine (enjeksiyon, daldirma, oral) gore etkinliinin degisebilecegi de bilinmektedir
(Ramesh ve digerleri, 2021). Bu nedenle, gelecekte gelistirilecek asilarin sadece patojen bazli
degil, ayn1 zamanda konak tiirliniin bagisiklik sistemiyle uyumlu olarak tasarlanmasi ve

deneysel sahada test edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.
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2.4. Vibrio Tiirlerinin Virulans Genleri

2.4.1. Vibrio anguillarumun Bahklarda Hastalik Yapmasinda Rol Oynayan Genler

Vibrio anguillarum, 6zellikle kiiltiir balik¢iliginda ciddi ekonomik kayiplara yol agan
Oonemli bir patojendir. Bu bakterinin enfeksiyon olusturma kabiliyeti, sahip oldugu cesitli
viriilans genleri sayesinde miimkiin olmaktadir. Bu genler, konak¢1 organizmaya tutunma,
bagisiklik sisteminden kagma, besin elemanlarini elde etme, doku yikimi ve hareketlilik gibi

mekanizmalar1 kontrol eder (Frans ve digerleri, 2011).

En kritik virtilans faktorlerinden biri demir alim sistemidir. V. anguillarum, siderofor adi
verilen 6zel molekiiller araciligiyla konak¢idan demir elde eder. Bu amagla kullanilan genler
arasinda angA-E, G, H, M, N, R, T ve U yer alir ve bu genler anguibaktin iiretiminde gorev
yapar (Milton ve digerleri, 1996). Bu mekanizmaya katkida bulunan kromozomal genler ise
vabA-E olarak tanimlanmistir (Actis ve digerleri, 1999). Ferrik-anguibaktin tagimasinda
gorevli ABC tasiyict sistem ise fatA-D genleri tarafindan kodlanmaktadir (Stork ve digerleri,
2004). Bu tasimanin enerji gereksinimi ise ttpC, tonB2, exbB2 ve exbD2 gen {iriinleriyle

karsilanir (Lemos ve digerleri, 2010).

Hemolizinler de V. anguillarumun 6nemli viriilans faktorleri arasindadir. Bu toksinler,
konak eritrositlerini pargalayarak hem igindeki demiri serbest birakir. vahl geni giiglii
hemolitik aktivite gosteren bir hemolizin iretirken, vah2-5 genleri farkli hemolizinlerin
tiretiminden sorumludur (Li ve Ma, 2017). rtxA geni, hemolitik ve sitotoksik aktivite gosteren
biiytik bir toksini kodlar (Li ve digerleri, 2008).

Bakterinin dokulara invazyonunu kolaylastiran bir diger faktér metalloproteazlardir.
empA geni, hemolitik ve sitotoksik etkili bir metalloproteaz kodlarken, prtV geni jelatinaz,

proteaz ve glikozidaz aktivitesi olan bir enzim iretir (Denkin ve Nelson, 2004).

Hareketlilik ve kemotaksi, bakterinin enfeksiyon bolgesine ulagsmasinda rol oynar. flaA—
E genleri flagellin proteinlerini kodlayarak flagellumun olusmasini saglar. flgl, flgB ve flgL gibi
genler flagellumun gesitli yapisal bilesenlerini olustururken, flnA disa taginma siirecinde gorev
alir. rpoN ise flagellin alt birimlerinin transkripsiyonunu etkileyen bir sigma faktoriidiir
(McGee ve digerleri,1996). cheR kemotaksiyi diizenleyen bir metiltransferazi kodlarken, motY
geni flagellar motorun ¢alismasinda gorev alan stator bilesenini tiretir (Ormonde ve digerleri,
2000).
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Lipopolisakkarit yapisi da bagisiklik sisteminden kagista énemli bir rol oynar. rmlIA-D
genleri Ol yan zincirinin biyosentezinde gorev alirken, vira, virB ve virC genleri O-antijen

sentezinde rol alir (Noonan ve Trust, 1995).

Son olarak, V. anguillarum 'un yiizeylere yapismasini ve biyofilm olusturmasini saglayan
ekzopolisakkaritlerin (EPS) sentezinde wza—c, wbfB-D ve orfl genleri yer alir. Bu yap1
bakteriye c¢evresel dayaniklilik ve konak¢iya uzun siire tutunma avantaji saglar (Larsen ve

digerleri, 2006).

Tim bu viriilans genleri birlikte degerlendirildiginde, Vibrio anguillarumun
patojenitesinin oldukc¢a karmasik ve c¢ok genli bir sistem tarafindan kontrol edildigi
goriilmektedir. Bu genlerin hedeflenmesi, ileride gelistirilecek as1 ve tedavi stratejileri igin

onemli bir temel olusturabilir.

2.4.2. Vibrio parahaemolyticusun Baliklarda Hastalik Yapmasinda Rol Oynayan Genler

Bakterinin patojenitesinde en Onemli rolii oynayan viriilans genlerinden biri tdh
(thermostable direct hemolysin) genidir. Bu gen, konak hiicre zarlarinda porlar olusturarak iyon
dengesini bozar ve hiicre 6liimiine neden olan TDH toksinini kodlar (Gutierrez ve digerleri,
2013). Benzer sekilde, trh (TDH-related hemolysin) geni de TDH'ye benzer bir hemolizin
tiretimini saglar ve enterotoksisiteye katkida bulunur (Raghunath, 2014).

tlh (thermolabile hemolysin) geni ise tiim V. parahaemolyticus suslarinda bulunan ve tiir
tanimlamasinda kullanilan bir diger hemolizin genidir (Gutierrez, ve digerleri, 2013).
Bakterinin konak hiicrelere toksik proteinleri enjekte etmesini saglayan Tip III Salgi Sistemleri
(T3SS1 ve T3SS2) de 6nemli viriilans faktorlerindendir. T3SS1, sitotoksisiteye neden olurken,
T3SS2 ozellikle enterotoksisite ile iliskilidir (Letchumanan ve digerleri, 2014).
toxR geni, bircok viriilans geninin diizenlenmesinde rol oynayan bir transkripsiyonel
diizenleyicidir ve bakterinin g¢evresel kosullara adaptasyonunu artirir (Letchumanan ve
digerleri, 2014).T3SS sistemleri araciligiyla konak hiicrelere enjekte edilen efektor proteinleri
kodlayan vopA, vopC, vopL ve vopT genleri, konak hiicre sinyal yollarini bozarak enfeksiyonun
ilerlemesine katkida bulunur (Zhou ve digerleri, 2013). ure geni, lireyi amonyaga ¢eviren iireaz
enzimini kodlar ve bakterinin asidik ortamlarda hayatta kalmasin1 saglar (Zhou ve digerleri,

2013).
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orf8 geni, pandemik V. parahaemolyticus suslarinda bulunan bir genetik belirtectir ve
ozellikle O3:K6 serotipinde bulunur (Ceccarelli ve digerleri, 2013). T3SS1 ve T3SS2
sistemlerinin yapisal bilesenlerini kodlayan vcrD1, verD2, vscC2 ve vscN2 genleri, bakterinin

konak hiicrelere efektor proteinleri enjekte etmesini saglar (Zhou ve digerleri, 2013).

2.4.3. Vibrio alginolyticusun Bahiklarda Hastalikk Yapmasinda Rol Oynayan Genler

Vibrio alginolyticus, deniz canlilar1 i¢in Oonemli bir patojen olup baliklarda cesitli
enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bu bakteri tiirlinlin hastalik yapma yetenegi, tasidig1 cesitli
viriilans genleri sayesinde sekillenmektedir. Patojeniteyi belirleyen en 6nemli faktorlerden biri,
bakteri yiizeyinde ve salgiladig iirlinlerde gorev alan genlerdir. Bu genlerden biri olan toxR,
bakterinin ¢evresel kosullara uyumunu saglayan ve viriilans genlerinin diizenlenmesinde gorev
alan transmembran bir diizenleyici proteini kodlar. Yapilan ¢alismalar, toxR geninin patojen V.
alginolyticus izolatlarinda yaygin olarak bulundugunu ve viriilansla giiglii bir iliski i¢inde

oldugunu gostermistir (Zulkifli ve digerleri, 2009).

Baliklarda hastalik olusturan suslarda sik¢a saptanan bir diger 6nemli gen ise tlh genidir.
Bu gen, TLH adi verilen bir toksin tlireterek kirmizi kan hiicrelerinin par¢alanmasina ve boylece
ortama demir salinmasina yol agar. Bu durum, bakterinin biiylimesi i¢in elverisli bir ortam
yaratir (Jia ve digerleri, 2010). Ayrica bazi patojenik suslarda tdh ve trh genlerinin de
bulundugu tespit edilmistir. Bu genler, sirasiyla termostabil direkt hemolizin ve TDH-iliskili
hemolizin kodlayarak hiicre zarlarinda gozenekler agar ve doku tahribatina neden olurlar. Bu
hemolizinlerin varligi, bakterinin enfeksiyon olusturma yetenegini arttirmaktadir (Gargouti ve

digerleri, 2015).

Vibrio alginolyticus 'un dokular arasinda yayilmasini kolaylagtiran énemli enzimlerden
biri, colA geni tarafindan kodlanan kollagenazdir. Bu enzim, baliklarin bag dokusundaki
kollajeni pargalayip bakteri i¢in giris yollar1 agar (Tan ve digerleri, 2024). Benzer sekilde, asp
geni tarafindan kodlanan alkalin serin proteaz da konak dokularindaki proteinleri par¢alayarak
enfeksiyonun ilerlemesine katkida bulunur (Rui ve digerleri, 2009). Bu iki enzim, bakterinin

balik dokularinda nekrotik lezyonlar olusturmasina zemin hazirlar.

Bakterinin konak hiicrelere tutunma ve bagisiklik sisteminden kagma yetenegi de
viriilansin énemli bilesenlerinden biridir. Ozellikle ompK ve ompA genleri, dis membran

proteinleri kodlayarak bakterinin tutunma, biyofilm olusturma ve immiin kagis siireglerinde
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kritik rol oynar. ompA geni mutasyona ugratilmis suslarin enfektivite ve hareketlilik
yeteneginin diistiigli belirlenmistir (Supansa ve digerleri, 2020). Baliklardaki V. alginolyticus
enfeksiyonlarinda bu dis membran proteinlerinin yiiksek diizeyde ifade edilmesi, konakla

etkilesimdeki rollerinin 6nemini vurgulamaktadir (Nor ve digerleri, 2015).

Vibrio alginolyticusun Tip III salg: sistemini kullanarak konak hiicre igine efektor protein
enjekte etmesi de enfeksiyonun énemli bir asamasidir. vopS geni, bu sistem araciligiyla konak
hiicre iskelet proteinlerini modifiye eden bir protein kodlar. Bu modifikasyon sonucunda hiicre
sekli bozulur ve hiicre 6liimii gergeklesir. Bu durum, bakterinin hizli doku hasar1 olusturmasina

ve bagisiklik sisteminden kagmasina yardimci olur.

Son olarak, demir alimini diizenleyen fur geni, patojenite siirecinde 6énemli rol oynar.
Demir, balik viicudunda sinirli oldugundan, bakterinin bu elementi elde edebilmesi hayatta
kalmasi agisindan kritiktir. Fur proteini, demir eksikligi durumunda bakterinin demir alim

sistemlerini aktive eder ve boylece enfeksiyonun devamini saglar (Tan ve digerleri, 2024).

Sonug olarak, Vibrio alginolyticusun baliklarda enfeksiyon olusturma kabiliyeti, yukarida
belirtilen genlerin ortaklasa etkisiyle miimkiin olmaktadir. Bu genlerin her biri, patogenez
stirecinin belirli bir asamasinda devreye girerek bakterinin konagi1 enfekte etmesine, bagisiklik
sisteminden ka¢cmasina ve dokularda hasar olusturmasina katkida bulunmaktadir. Literatiirde
yapilan c¢esitli calismalar, bu genlerin patojen suslarda yiiksek oranda bulundugunu ve
enfeksiyonun siddetiyle dogrudan iliskili oldugunu ortaya koymustur. Bu dogrultuda, bu tezde
Vibrio patojenlerine karsi in silico antijen analizi yapilarak uygun as1 suslariim belirlenmesi

amagclanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Bu arasgtirmada kullanilan Vibrio anguillarum, Vibrio parahaemolyticus ve Vibrio
alginolyticus suslari, ADU Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan temin edilmistir. Bakteri suslar1 uygun besiyerlerinde Kkiiltiire alinmus,
fenotipik ve viriilans 6zellikleri belirlenmistir. Tanimlanan suslardan genomik DNA izole
edilmis ve viriilansla iligkili baz1 gen bolgeleri PCR yontemiyle ¢cogaltilarak dizilenmistir. Elde
edilen gen sekanslari referans suglarla karsilastirilmis, genetik benzerlik ve farkliliklar analiz
edilmistir. In silico olarak yapilan analizlerde, genlere ait olas1 B hiicresi epitoplar belirlenmis

ve antijenik potansiyelleri degerlendirilmistir.

3.2. Cihazlar

Calisma kapsammda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda bulunan, DNA amplifikasyonlari i¢in PCR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) cihazi, DNA dizileme analizleri i¢in Applied Biosystems ABI Prism 310 genetik
analizér ve tam genom dizilemeleri igin Oxford Nanopore MinlON kullanildi. Numune
hazirlama ve analiz siireglerinde ayrica mikrosantrifiij ile DNA konsantrasyon dlg¢iimleri igin
bir spektrofotometre (NanoDrop) ve gerektiginde 1s1 kontrollii inkiibatorler (30°C ve 37°C’de

sabit sicaklik saglayan) gibi temel laboratuvar ekipmanlarindan yararlanildi.

3.3. Kullanilan Kiiltiir Ortam ve Kimyasal Maddeler

Vibrio suslarinin izolasyonu ve tanimlanmasi i¢in ¢esitli besiyerleri ve reaktifler
kullanilacaktir. Orneklerin ilk ekimi, zengin besiyeri olarak kanli agar ve secici-diferansiyel bir

ortam olan Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose (TCBS) agar besiyerlerine yapilarak 37
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°C’de 24 saat inkiibe edilecektir. Inkiibasyon sonunda olusan kolonilerin morfolojileri
incelenecek ve TCBS agarda tireyen kolonilerin karakteristik renkleri (sar1 ya da mavi-yesil
tonlarda) Vibrio tiirlerinin 6n tanimlanmasi igin kullanilacaktir. izolatlarin Gram 6zelligi Gram
boyama ile dogrulandiktan sonra temel biyokimyasal testlere gecilecektir. O/F
(oksidasyon/fermentasyon) testi i¢in Hugh & Leifson yar1 kat1 besiyeri hazirlanacak; bu testte
bakterinin  oksijen varliginda veya yoklugunda karbonhidrat kullanma big¢imi
degerlendirilecektir. Katalaz testi ig¢in %3’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi kullanilacak,
koloniden alinan o6rnegin H:0: ile temasinda kabarcik olusumu katalaz pozitif olarak
yorumlanacaktir. Oksidaz testi ise ticari oksidaz test ¢ubuklari (Bactident® Oxidase)
kullanilarak gergeklestirilecek; cubuk lizerinde mor renk olugmasi oksidaz pozitifligini

gosterecektir.

Bakterilerin farkli besin maddelerini kullanma kapasitelerini ve metabolik 6zelliklerini
incelemek icin gesitli 6zel besiyerleri hazirlanacaktir. Triple Sugar Iron (TSI) agar yatay
besiyeri, izolatlarin glikoz, laktoz ve siikroz fermentasyon yetenekleri ile hidrojen siilfiir (H-S)
tiretimini degerlendirmek amaciyla kullanilacaktir. Ayrica mannitol ve iire agar besiyerleri,
sirastyla mannitol sekerini fermentasyon (asit iiretimi ile renk degisimi) ve lireaz enzim
aktivitesi (amonyak iiretimi ile pH degisimi) yoniinden test etmek i¢in kullanilacaktir. Indol
testi igin triptofan igeren bir peptonlu sivi besiyeri kullanilacak; bu sayede bakterinin triptofani
ayristirarak indol olusturma yetenegi, uygun indol reaktifi eklenerek tespit edilecektir. Tuz
toleransini belirlemek tizere, %1,5’ten %6’ya kadar farkli konsantrasyonlarda sodyum kloriir
(NaCl) igeren Tryptic Soy Agar (TSA) plaklar1 hazirlanacak ve Vibrio suslari bu ortamlarda

bliyiitiilerek hangi tuz diizeylerinde lireyebildikleri gozlemlenecektir.

Vibrio tiirlerinin bazi viriilans 06zelliklerini saptamak i¢in &zel kiiltiir ortamlari
kullanilacaktir. Biyofilm olusturma kapasitesini belirlemek amaciyla, Brain Heart Infusion
(BHI) agar bazli Congo Red agar yontemine bagvurulacaktir. Bu yontem igin 1 litre BHI agar
ortamina 0,8 gram Congo red boyasi ve 36 gram Sakkaroz ilave edilerek hazirlanan besiyerine
suslar ekilip 30 °C’de 24 saat inkiibe edilecektir. Inkiibasyon sonunda siyah renkli kolonilerin
olusumu biyofilm pozitif, beyaz/pembe koloniler ise biyofilm negatif olarak
degerlendirilecektir. Suslarin hemolitik aktivitelerini belirlemek i¢in Kanagawa fenomenine
uygun bir yaklasimla, izolatlardan bir miktar kiiltiir dnce sivi nutrient broth icinde iretilip
ardindan %5 insan kan1 igeren Wagatsuma Blood Agar (WBA) plaklarina ekilecektir. 37 °C’de
inkiibasyon sonrasi kolonilerin etrafinda hemoliz zonu olusup olusmadigi kontrol edilerek beta-

hemoliz varlig1 pozitif sonu¢ olarak kaydedilecektir. Ayrica bakterilerin siderofor iiretme
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yeteneklerini incelemek amaciyla Chrome Azurol S (CAS) agar kullanilacaktir. Sivi
besiyerinde biiyiitiilmiis kiiltiir siipernatantindan 5 pL. kadar CAS agar iizerindeki kuyucuklara
damlatilacak ve 30 °C’de inkiibasyonun ardindan olusabilecek turuncu renkli zonlar, siderofor

liretiminin pozitif bir gostergesi olarak degerlendirilecektir.

3.4. In Silico Analizlerde Kullanilacak Biyoinformatik Yazilimlar

Calismanin in silico analiz asamalarinda gilincel biyoinformatik yazilimlar ve
veritabanlarindan yararlanilacaktir. Laboratuvarda elde edilen 16S rRNA gen dizileri ve tam
genom sekans verileri, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) GenBank veritabanindaki
ilgili Vibrio kayitlariyla karsilastirilacaktir. Genom ve gen dizilerinin benzerlik analizleri i¢in
NCBI’nin BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) algoritmasi kullanilacaktir. Ayrica,
incelenen Vibrio tlirlerine ait protein dizileri iizerinde bagisiklik sistemi tarafindan
taninabilecek antijenik epitoplarin ngoriilmesi amaciyla ¢esitli immiino-informatik araglara
bagvurulacaktir. Bu kapsamda, Immune Epitope Database (IEDB) platformundaki analiz
araclar1 ile BepiPred ve BciPep gibi yazilimlar kullanilarak potansiyel B-hiicresi epitop
bolgeleri belirlenecek ve bu bdlgelerin antijenite dereceleri degerlendirilerek olast as1 adayi

antijenler tespit edilecektir.
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4. BULGULAR

4.1. Vibrio Suslarimin Kiiltiirel ve Biyokimyasal Karakterizasyonu

Bu doktora ¢alismasinda, V. anguillarum, V. parahaemolyticus ve V. alginolyticus
tiirlerini temsil eden ii¢ farkli sus, kiiltiirel ve biyokimyasal testler araciligiyla karakterize
edilmistir. Ilk olarak, izolatlarin TCBS agar iizerindeki biiyiime dzellikleri degerlendirilmistir.
V. parahaemolyticus ve V. alginolyticus suslari sar1 renkli koloni formasyonu gosterirken V.
anguillarum susu yesil koloni formasyonu gostermistir. Gram boyama, tim suslarin gram
negatif morfolojiye olduklarini teyit etmistir. Oksidatif/Fermentatif (O/F) metabolizma testi, ii¢
susun da yalnizca aerobik kosullarda glikozu oksidatif yolla metabolize ettigini, anaerobik
ortamda fermentasyon kapasitesinin bulunmadigini gostermistir. Katalaz aktivitesi, tim
suglarda giiclii pozitif reaksiyonla dogrulanmigtir. Triple Sugar Iron (TSI) agar analizleri
sonucunda, tiim suslar alkali/asit (K/A) reaksiyon gostermistir. Bu sonug, yalnizca glikozun
fermente edildigini; laktoz ve/veya sakkarozun ise metabolize edilmedigini gostermektedir.
Bununla birlikte, H.S {iretimi ve gaz olusumu goézlemlenmemistir. Bu veriler, test edilen
suslarin  klasik Vibrio tiirlerine 0zgli biyokimyasal profillerle uyumlu oldugunu

desteklemektedir.
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4.2. Vibrio anguillarumun in Silico Analizi

4.2.1. NCBI Veritabanindaki angR Geni

Tablo 1. Vibrio anguillarum 775 susu GenBank:AF070446 (Bipolaris maydis) (Wertheimer,

A. M., 1999)

Pozisyon

Gen Dizisi (60 nt)

1

ATGAAAAAAATTAGACGAAACG
GTTTTATTGACTGGAGCCGGGCAGGG
GATTGGTTATGC

61

CGTATTGGGATCTTTACTGGCGA
GCGGTTATCGAGTTGTAGCGACGGAT
AAAAATCACCA

121

CCAATTAACTCAGCAATTAGCG
AGTTTGAACGCGCGCTATACCGAGCA
GCTTCATTGCTA

181

TGAGCTTGATTTACAGCATCATG
ACGACGTCAAAAAAAGGGTACAAGA
ACTGAATGAGCG

241

CTATCAGTTTGATCATTTCATCA
GCTGCGCGGGCATATTGCACCTTGGT
TCAATAACCGA

301

ATTATCGATGTCAGAGATCAAA
GCGATGTTTGATGTCAATACGTTTGG
CACCTTAGCCGC

361

TTTGCAAGGGGTAGCGATAGGA
ATGAAGGCGCGCCAGCGTGGCAATG
TTATTGTGATTGG

421

CTCTAATTCAGCGAATACGCCTC
GGCTCAATATTGGAGCATATGCGGCA
TCTAAATCGGC

481

TTTGCATATGTTGGTCAAGTGCG
CAGCTCTTGAGCTTGCAAACGATGGA
ATTCGATGCAA

541

TATCGTTAGCCCAGGCTCAACAC
GCACCGAAATGCAAACGCAGTTATG
GAACAGCGAATA

601

TGGTGAAAGAGAAGTGA
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Tablo 2. IEDB B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde
edilen potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024)

Peptide
1 1 112 | ATGAAARAAATTAGACGAAACGGTTTTATTGACTGGAGCCGGGCAGGGGATTGGTTATGCCGT 112
ATTGGGATCTTTACTGGCGAGCGGTTATCGAGTTGTAGCGACGGATAAA
2 136 | 150 ATTAGCGAGTTTGAA 15
3 173 | 193 CATTGCTATGAGCTTGATTTA 21
4 | 205 | 206 CG 2
5 214 | 226 AAAAAGGGTACAA 13
6 228 | 240 AACTGAATGAGCG 13
7 244 | 255 TCAGTTTGATCA 12
8 268 | 278 CGCGGGCATAT 11
9 | 286 292 TGGTTCA 7
10 | 301 | 348 ATTATCGATGTCAGAGATCAAAGCGATGTTTGATGTCAATACGTTTGG 48
11 | 363 | 389 TGCAAGGGGTAGCGATAGGAATGAAGG 27
12 | 398 | 423 CGTGGCAATGTTATTGTGATTGGCTC 26
13 | 429 | 433 CAGCG 5
14 | 449 | 468 AATATTGGAGCATATGCGGC 20
15 | 475 | 503 ATCGGCTTTGCATATGTTGGTCAAGTGCG 29
16 | 510 | 518 TTGAGCTTG 9
17 | 522 | 546 ACGATGGAATTCGATGCAATATCGT 25
18 | 572 | 573 AT 2
19 | 581 | 593 CAGTTATGGAACA 13
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20 0 20 40 60 80100120 4M6018R0E2(R4RE6R2E0E2(E4EE6 BN0M2M4MeMEG0HE264 6668060062640
Position

Sekil 1. Vibrio anguillarum 775 susunun, angR genine ait B hiicre epitoplarinin lineer

dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir
(EIDB, 2024).

4.2.2. Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Vibrio anguillarum angR Geni:

Tablo 3. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan Izole Edilmis Vibrio anguillarum susunun
angRgen dizilimi

Pozi Gen Dizisi (60 nt)
syon

1 ATGGAAACCAATTCACTTTGCCTTATGACTAAACGAATGCCTC
TGAGCAACTTCAAGTCG

61 AAACATGATCAAAGGAAGACCACCCTCCTCTGGCGTGCGGCG
GTTATCGCAGCACTTTGG

121 CTGCCACTCGTGATTTGGCTACATGCGATTGAACCACTTTGAA
ACAAAACGGCTATAGCC

181 GATTCTGGTGAAATCAGAGGAGGTAATGCTGGCTACTACGAC
AGAACAACGACGAAGTTC

241 TGCTCAAGACCGACATCATCGCATTGAGTACAAGAAGGTCAA
CGCTGAAGGAGGACGAAA

25



301

GACGGGTCTTGCAGATCAAGGACGACGAATGCGGGAAGCGA
ACCAGAACCTGGCGAAAAT

361

CTCCTTCTTTGTGGAGATTATGTTATCTGGACCGATTCTGGTTC
CCTCTTCTCATACATC

421

GACTATCTCACGAAGATTCGAGGACTTCAACAACCCGCTAAC
TCGGACAAACCGACATCA

481

TCTGGAGGAGGTCATTAACTTCATCAGAAGACCCTAAAGCGA
CTGTGGATCTCGACATGG

941

CAACTTCAGCGTGAGCGCGAGTACAAGCTTTTGAGCTGGGAG
GTGACTTTGGCGACTGTT

601

CTTGATGGCCGAAGAAGCTATATTAACACGCCAATGCAGCGC
AATCTGCGTATGCGCAGC

661

AACTGGAGCTCTGTTGGCGATCGCTGATGAACAATTATCAGC
GCAAGCCTAAAGAGGAAA

721

TACCGACGTCAAGATCAAGCCGAAGGTCAGTCATTGGCTCCG
CGATTCTGGTTGAAATTC

781

TGGATAGCGAGTTTTTTGGCCGAAGTATCATCGCGGCGATGG
CCATGGCTTTCAGCGGCA

841

GCACCAACCGAAGGCGACGAAGAAGATCATCGCCGAGTCTAC
CCTGCTAACGCCCTGGAT

901

GGAAAATCACCTGGATAAGCTGAAAACGCTTGACGAGACGGA
CTTCAAGAAATGTCCACG

961

TCAAGTTCCAGCGGCAACATCTTGCGGTGTTCGATCCAGGGC
ATTCCGGTGTGGCGACTG

1021

GAACCTGACCCTGAAGAAGTAACAGCTATGCTATTCCAGCTC
TACAGAAGTATGGCCGTC

1081

AGATTCCTGCTGCTAACGGTTAAGATTTATGGCCAGTCACCAC
CCGTCGGAAAGCAACTT

1141

CGCCTGACCTGAGCCGCAGCGGCAGATTATCGTCAACATTTC
GGTACCGTGGATCACCAA

1201

GACAACGAGATTCGCAGAAGATTGGAGAGGACCCTTTGGAGG
ACCGAGGCGATCTACCGC
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1261 CGTGGAGGGAAATCATCGCCAAGGTCTGGAAGAACAGGAGT
ACACCCTGGACGTCATGTT

1321 ACGAAGGCCTCTACCTTTGTGAAATGTACGAATTGCTCACAG
AGGTGACTTTGGAACCAT

1381 TGTGCGCGCAAGACCGAAGCCGCGAACGAGATTACCGAAGTG
ATGACGGCTATCGATCAA

1441 GAAGATGGAGGCCGGCTCTACGACGAAATTTTGGTGTTCGAC
TTGGTGACTATCGCCGGA

1501 TTCTGGTGGCACCGAAGACTCTGCTTGGCGTACTATGGAGATT
CTACTTCACCGGTTCCT

1561 GAAGGGTCGTGGCCGAAGTCCGTTGTCAGCGGAAGGTTACCG
AAGAATTATCAGCGCGGT

1621 CTTCTACCATCTTCTACAAGGAGTTCAGGTCTGCATTACCCTA
TTTTCCAGACCGGACTT

1681 TGATTCGCCGCCTGGTAGAAAGATATTACGTTACCAACAAGG
GCTTCATCGTGGCGGA

Tablo 4. IEDB B Cell Epitope Prediction aract (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde
edilen potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

Peptide

1 1 6 ATGGAA 6

2 21 30 CCTTATGACT 10
3 34 34 C 1
4 56 77 AGTCGAAACATGATCAAAGGAA 22
5 93 108 GCGTGCGGCGGTTATC 16
6 116 | 121 TTTGGC 6
7 130 | 141 GTGATTTGGCTA 12
8 145 | 151 GCGATTG 7
9 160 | 164 TGAAA 5
10 172 | 175 GCTA 4
11 180 | 180 @ i}
12 183 | 213 TTCTGGTGAAATCAGAGGAGGTAATGCTGGC 31
13 | 233 | 241 CGAAGTTCT 9
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Peptide

14 | 263 | 280 ATTGAGTACAAGAAGGTC 18
15 | 286 | 339 TGAAGGAGGACGAAAGACGGGTCTTGCAGATCAAGGACGACGAATGCGGGAAGC 54
16 | 353 | 357 GCGAA 5
17 | 368 | 388 TTTGTGGAGATTATGTTATCT 21
18 | 390 | 390 G 1
19 | 392 | 393 cc 2
20 | 396 | 401 TTCTGG 6
21 | 434 | 445 AGATTCGAGGAC 12
22 | 482 | 496 CTGGAGGAGGTCATT 15
23 | 506 | 506 A 1
24 | 520 | 531 CGACTGTGGATC 12
25 | 537 | 538 AT 2
26 | 549 | 623 | GCGTGAGCGCGAGTACAAGCTTTTGAGCTGGGAGGTGACTTTGGCGACTGTTCTTGATGGC 75
CGAAGAAGCTATAT
27 | 647 | 655 TGCGTATGC 9
28 | 663 | 695 CTGGAGCTCTGTTGGCGATCGCTGATGAACAAT 33
29 | 699 | 699 C 1
30 | 711 | 720 AAAGAGGAAA 10
31 | 731 || 733 AAG g
32 | 742 | 756 GAAGGTCAGTCATTG 15
33 | 766 | 809 TTCTGGTTGAAATTCTGGATAGCGAGTTTTTTGGCCGAAGTATC 44
34 | 815 | 834 GGCGATGGCCATGGCTTTCA 20
35 | 852 | 867 AGGCGACGAAGAAGAT 16
36 | 897 | 905 GGATGGAAA 9
37 | 913 | 924 GGATAAGCTGAA 12
38 | 931 | 941 TGACGAGACGG 11
39 | 947 | 953 AAGAAAT 7
40 | 963 | 963 A 1
41 | 982 | 993 TTGCGGTGTTCG 12
42 | 999 | 999 G 1
43 | 100 | 100 GCA 3
1 g
44 | 100 | 102 CCGGTGTGGCGACTG 15
6 0
45 | 102 | 102 A 1
2 2
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Peptide

46 | 103 | 104 AAGAAGTAAC 10
4 3

47 | 104 | 105 ATGC 4
8 1

48 | 106 | 107 AGAAGTATGGCC 12
6 7

49 | 109 | 111 AACGGTTAAGATTTATGGC 19
© S

50 | 112 | 113 GGAAA 5
9 3

51 | 116 | 117 GGCAGATTATC 11
1 1

52 | 118 | 119 TTCGGTACCGTGGA 14
0 3

53 | 120 || 123 ACGAGATTCGCAGAAGATTGGAGAGG 26
5 0

54 | 123 | 125 TTGGAGGACCGAGGCGA 17
6 2

55 | 126 | 127 GTGGAGGGAAAT 12
2 3

56 | 128 | 130 GGTCTGGAAGAACAGGAG 18
3 0

57 | 131 | 132 ACGTCATGTTACGA 14
1 4

58 | 133 | 135 TTTGTGAAATGTACGAATT 19
6 4

59 | 136 | 137 AGAGGTGACTTTGGAACC 18
1 8

60 | 138 | 138 TTGTGCG 7
0 6

61 | 140 | 141 ACGAGATTA 9
6 4

62 | 141 | 143 CGAAGTGATGACGGCT 16
6 1

63 | 143 | 143 T 1
3 3

64 | 143 | 145 TCAAGAAGATGGAGGCC 17
7 3

65 | 146 | 149 GAAATTTTGGTGTTCGACTTGGTGACT 27
5 1

66 | 150 | 151 ATTCTGGTGGC 11
0 0

67 | 152 | 154 GCTTGGCGTACTATGGAGATTC 22
3 4

68 | 155 | 157 CCTGAAGGGTCGTGGCCG 18
8 5
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Peptide

69 | 157 | 160 TCCGTTGTCAGCGGAAGGTTACC 23

9 1
70 160 161 AGAATTATC 9
4 2
71 161 162 GCGGTC 6
6 1
72 163 165 CAAGGAGTTCAGGTCTG 17
7 3
73 167 168 ACTTTGAT 8
7 4
74 169 171 GGTAGAAAGATATTACG 17
4 0
75 | 172 | 172 AGGGCTT 7
0 6
2.0 4
15 1
1.0+
4 | | ]
L5 | |
L
8 0.0 4
[Fa]
—0.5 1
=1.0
_15 -
-364NTa0|

Position

Sekil 2. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum susunun,
angR genine ait B hiicre epitoplarinin lineer dagilimin1 gésteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).

Vibrio anguillarum’un patogenezinde gorev alan angR geni, bakterinin demirden fakir
kosullarinda hayatta kalabilmesini saglayan onemli bir gendir (Actis ve digerleri, 1988). Bu
caligmada NCBI veritabanindaki referans sus (V. anguillarum 775; GenBank: AF070446) ile
ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan izole edilmis susa ait angR genleri karsilastirilmastir.

Referans gen 618 bp uzunlugundayken izolat susta angR geninin uzunlugu 1726 bp
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bulunmustur. IEDB (Immune Epitope Database) iizerinden yapilan B hiicresi epitop tahmin

analizlerinde referans susta 19, izolat susta ise 75 B hiicresi epitopu saptanmigtir. Ortak

epitoplar tespit edilmemistir. izolat susun daha fazla epitop icermesi, daha potansiyel bir as1

aday1 olabilecegini diisiindiirmektedir fakat angR geni hiicre ici regiilatoriidiir bu sebeple

epitoplarin bagisiklik sistemini uyarmasi miimkiin olmayabilir nedenle, izolatin farkh

calismalarla degerlendirilmesi onerilmektedir.

Tablo 5. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Susun angR

Geninin Karsilastirilmasi

Tongaonkar) Skoru

i Laboratuvar
Ozellik NCBI Referans Susu )
Izolat1
Gen Uzunlugu (bp) 593 1726
Epitop Sayis1 (IEDB - B Hiicresi) 19 75
En Uzun Epitop (bp) 20 75
Ortak Epitop Sayisi 0 0
Benzersiz Epitop Sayist 19 75
En Immiinojenik Bélge - 549-623
Ortalama KT (Kolaskar—
1.068 1.088
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4.2.3. NCBI Veritabanmindaki fatA Geni

Tablo 6. Vibrio anguillarum 775 susu GenBank: AY312585 (Naka ve Crosa 2003).

Pozisyon Gen Dizisi (60 nt)

1 ATGGCAAACAAAAAGGATCCTATCGTATTAGCTTCTTGGTTTT
TGATGATGGTTTTTTGC

61 TGGTTGAGCAGCGTTTTTGTGATCGGGATGCTGAAGCGTGAA
GCGTTGATCGAGCGTTTC

121 AGCGAGGTTTATTTTGAGTTTGTTCGTTCGTGATGTTGGTGTT
AGTCTTGATTTTGTTGT

181 TGGTGTTTCTGGTTTTGGTGAAGCTCTTGCGGATGGTGCTTAT
TTTGAAGCTATCGTTTT

241 TGGTCTTGCGGTTGTTTTTGTTGCTGGTTTTGGCGCGTTGGTGT
GATTGCGCTTGGTGGT

301 ATTGGTGATGCGTTCAATGTGCTTGGTGCGATTCGTCTTTATG
CGTTGTTTTTTCTGTTA

361 TCGCGTATGGTTGCGATTGTTTATCTTGCTGCGTTTGCGGTTGT
TGGTCGTGTTGGTCGT

421 CGTCGTGGTGTTTATGCTGCGGTTCGTGGTTTCGTTGCTGCGG
TTGGTTTCATTCGTGCT

481 GGTTTGTTCGGCGGTTTTGGTTTCGGTGCTATTTTTGGTCGTAT
TCGTGGTTTCGCGTTT

541 GGTGGTGGTTTCGGTTTTGGTTTTATCTTTGCGGTTCGTGCTGG
TCGTGGTCGTGGTTTC

601 GCGTTCATTCGTGGTCGTGCTGGTGTTGTTGGTTTTGCGGTTTT
GGTCGTATTCGTGGTG

661 TTGGTTTTGGTTGTTGGTCGTGGTCGTGGTTTCGCGGTTCGTG
GTCGTGGTTTTGGTCGT

721 GCGTTCATTCGTGGTCGTTTTCGTGGTTTTGGTCGTATTCGTGT
TGGTTTTGGTCGTGGT

781 CGTGGTCGTTTCGCGGTTTCATTTTCGCGTTGGTTTTGATGGTT

TTGGTCGTGGTTGGTG
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841

TTGCGTTCGGTTTTGGTTTTGCGGTTTCATTTTGGTTGTGGTGG
TTTCGCGTTGGTGTTG

901

GTATTCGTGGTTTCATTCGTGGTCGTTTCGGTCGTGGTCGTGG
TTGTTTTTGGTTTCGGC

961

GGTTTTGCGGTTGCGTTGGTTGTGGCGGTTTTTGGTTGTGCGT
TGTTTTTGGTTTTCGTG

1021

CGTTTTTCGGTCGTGGTTTCGCGGTTGTGGTTTTGCGTTCGGC
GTTGGTTTTTTTGGTGG

1081

TCGTGGTGGTGTTGGTCGTTTCGGTGCGTTTTTTGGTCGTTTTT
TGCGGTCGTCGTATTC

1141

GTGGTGGTTTTGGTCGTGGTCGTGGTCGTGGTTTTCGTTGGTT
TTGGTTTCGCGTTGCGT

1201

GGTGGTTTCGGTTTTGGTCGTGGTGCGTTCGGTTGTGGTTTCG
CGGTTGGTGGTTTTTGG

1261

TGGTCGTGGTTGCGTTGGTTGTTTTTGGTTTTGGTGGTGTTGGT
GGTTTTGGTTTCGGTT

1321

TCGTTGGTCGTGGTCGTGGTCGTGGTTTCGGTTGGTTGGTCGT
GGTTTTGGTTGTGGTCG

1381

TGGTCGTTTTGCGGTTTCATTCGTGGTTTCGCGGTTGGTTTTGG
TCGTGGTGGTTTTGGT

1441

TGGTTGTTGGTTTTCGTTGGTTTTGGTTGTGGTTGTTGGTGGTT
GTTTTGGTTTCGGTCG

1501

TTTTGGTCGTGGTCGTGTTGGTGGTGCGTTTTTTGGTCGTGGTT
CGCGGTTTTGCGTTCG

1561

GCGTTGGTTTTGGTTGGTGCGGTTTCGCGGTTGTGGTTGTTTTT
GGTTGTTTTGCGTTCG

1621

TTTTTGGTTGGTTGTGGGTGGTCGTGTTGGTTGTTTTCGTTGCG
TTGGTTGCGTTGGTCG

1681

TGGTTCGCGTTCGGTCGTGGTGGTCGTGGTTTTGGTGGTTTTG
GTTTTGGTCGTGGTCGT

1741

GTTGCGGTTGCGTTCGGTTTTGCGGGTCGTGCGGGTTTTGGTG
GTGCGTTCGGTTTTGCG
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1801

TTGGTTTCGTTGGTTGTGGTTTTGCGTTTGGTCGTGGTTTTGGT
TGTGGTTTCGTTGGTC

1861

GTGGTTCGGTCGTTTTGCGGTTGTGGTTGTTGGTTGCGTTGCG
TTCGGTCGTTTCGGTTT

1921

TGGTTGTGGTTTTGCGGTTTCGCGGTCGTGGTTTGGTTGGTTTC
GGTTTTGGTCGTGGTT

1981

TTGGTTTTGGTCGTGCGTTCGGTTGTTGGTCGTTTTGCGTTCGG
TTGGTTTTGCGGTCGT

2041

GGTGGTCGTGGTTGTTGGTTGCGTTTCGGTTTTGGTTGTGGTC
GTTTTGCGGTCGTGCGT

2101

TGGTCGTGGTCGTGGTTTTGGTTTTGGTTGCGTTGGTTTTGTTG
GTCGTGTTGCGGTTTT

2161

TGGTCGTGGTTTTGGTCGTGGTGGTCGTTTTGGTTGTGGTTGG
TTTAA

Tablo 7. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen

potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

1 1 6
2 |12 | 17
3 | 24 60

2

Peptide
ATGGCA 6
AAAGGA 6

CGTATTAGCTTCTTGGTTTTTGATGATGGTTTTTTGCTGGTTGAGCAGCGTTTTTGTGATCGGGAT | 579
GCTGAAGCGTGAAGCGTTGATCGAGCGTTTCAGCGAGGTTTATTTTGAGTTTGTTCGTTCGTGATG
TTGGTGTTAGTCTTGATTTTGTTGTTGGTGTTTCTGGTTTTGGTGAAGCTCTTGCGGATGGTGCTT
ATTTTGAAGCTATCGTTTTTGGTCTTGCGGTTGTTTTTGTTGCTGGTTTTGGCGCGTTGGTGTGAT
TGCGCTTGGTGGTATTGGTGATGCGTTCAATGTGCTTGGTGCGATTCGTCTTTATGCGTTGTTTTT
TCTGTTATCGCGTATGGTTGCGATTGTTTATCTTGCTGCGTTTGCGGTTGTTGGTCGTGTTGGTCG
TCGTCGTGGTGTTTATGCTGCGGTTCGTGGTTTCGTTGCTGCGGTTGGTTTCATTCGTGCTGGTTT
GTTCGGCGGTTTTGGTTTCGGTGCTATTTTTGGTCGTATTCGTGGTTTCGCGTTTGGTGGTGGTTT
CGGTTTTGGTTTTATCTTTGCGGTTCGTGCTGGTCGTGGTCGTGGTTTCGC
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Sekil 3. Vibrio anguillarum 775 susunun, fatA genine ait B hiicre epitoplarinin lineer
dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir
(EIDB, 2024).

4.2.4. Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Vibrio anguillarum fatA Geni:

Tablo 8. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan izole Edilmis Vibrio anguillarum susunun,
fatA genine ait gen dizilimi

Pozisyon Gen Dizisi (60 nt)

1 ATGACTCATCAAGTTGCTACTTGTCATAAAAAACAATCTT
TTTCTGGTAAACCTACTCTG

61 TCTCGTATTGCTCTGCTGGTTGCTCTGCAAATTTCTGCTTC
TGCTCTGCCTATTTCTATT

121 ACTCATGCTGAAGAACAAGCTGATGAATCTATTACTGTTT
ATGGTCAAGCTAATGAAGCT

181 TATGCTGCTGGTAAAATTTCTAAAGCTTCTTCTATTGGTAT
GCTGGGTGATAAAGATTTT

241 CTGGATACTCCTTTTAATGCTATTGGTTATACTGATAAAC
ATATTCAAGATCAACATGCT
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301

CAAGATATTTCTGATGTTATTTCTGCTTCTGATCCTTCTGT
TTTTACTTCTGGTGAAACT

361

GGTCTGAATAAAGAATCTTTTAAAATTCGTGGTTTTTCTTC
TGATATTGGTGATGTTATG

421

TTTAATGGTCTGTATGGTATTGCTCCTTATTATCGTTCTTC
TCCTGAAATGTATCAACGT

481

ATTGATGTTCTGAAAGGTCCTGCTTCTCTGCTGAATGGTA
TGCCTCCTAATGGTTCTGTT

941

GGTGGTTCTATTAATCTGGTTACTAAACGTGCTCAAGAAG
CTCCTATTACTTCTTTTACT

601

GGTACTTATATGTCTGATTCTCAATTTGGTGGTCATATTGA
TATTGGTCGTCGTTTTGGT

661

GAAAATGAACAATTTGGTGTTCGTTTTAATGGTGTTTTTC
GTGATGGTGATGCTTCTGTT

721

GATGGTCAATCTCGTAAAGCTCAACTGGCTTCTCTGTCTC
TGGATTGGCGTAATGATATT

781

GCTCTGATTGAAGCTGATCTGTATTTTTCTACTGAACGTGT
TGATGGTCCTAATCGTGGT

841

CTGTCTATTGCTTCTGGTGTTGATGTTCCTTCTCCTCCTTCT
TCTGATACTCTGCTGTCT

901

CCTTCTTGGGCTTATAATGATTCTGAAGATAAAGGTATGA
TGATTCGTGCTGAACTGGAT

961

CTGTCTAATTCTGTTACTGCTTATGGTGCTGTTGGTGCTTC
TCGTACTGATTTTGATTCT

1021

AATGTTCCTCAACGTGTTAAAATTATTGATGATTCTGGTA
CTCTGGAAGTTTCTCTGGGT

1081

TCTGTTAAACTGGAATCTAAACGTACTTCTGGTGAAGTTG
GTATTCGTTCTTCTTTTGAT

1141

ACTGGTCCTATTGAACATTATCTGGTTCTGAATTCTACTTA
TTTTCGTGAAGATAAAAAT

1201

GATTCTCCTAAAGGTAATAATAATCCTGGTTCTTGGAATC
CTAATATTTATAATCCTGTT
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1261

TGGGGTCCTGAAGATTCTACTTATGATAATTATTATGAAC
TGCCTGTTGATTCTACTCAA

1321

ATTTCTTTTGGTGTTGCTGATACTCTGTCTCTGGCTAATGG
TAAATATCAAGTTACTCTG

1381

GGTCTGCGTCATCAATCTATTGATTATGAATCTGGTGTTA
CTTGGAATGGTAATGCTTTT

1441

CCTACTACTAAACTGAAAGAATCTACTTATACTCCTGCTA
TTGTTGCTCTGTATAAAGTT

1501

TCTGATTCTGTTTCTCTGTATGGTAATTATACTGAAGGTCT
GACTAATGGTAAAACTGCT

1561

GGTTCTGGTGCTGCTAATGTTGGTGAAGCTTTTGAACCTC
AAAAAACTAAACAAACTGAA

1621

GCTGGTCTGAAACTGGATATGAATGATTTTGCTCATACTT
TTTCTCTGTTTGAAATTAAA

1681

AAACCTAATGGTTATCAAGATCCTGATACTAATATTTATT
CTTTTGGTGGTGAACAACGT

1741

AATCGTGGTATTGAATGGGGTTTTTATGGTACTGTTCTGG
AAGATTATACTCTGACTGGT

1801

GGTATTGCTTATACTGATGCTGAAATTACTAAAGCTACTG
ATGTTACTACTGAAGGTAAA

1861

CAAGCTACTAAACTGCCTGATCTGCAAGCTAAACTGGCTC
TGGAATGGAATCTGCCTGTT

1921

ATGCGTCAACTGACTCTGATTGGTCAAGCTAATTATATGT
CTGAACAATATATTGATGCT

1981

CAAAATACTCAATCTCTGTCTGCTCAAACTATTTTTGATCT
GGGTGCTCGTTATAATTCT

2041

ACTATT
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Tablo 9. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

Peptide
1 1 2 AT 2
2 11 28 AAGTTGCTACTTGTCATA 18
3 38 49 CTTTTTCTGGTA 12
4 63 84 TCGTATTGCTCTGCTGGTTGCT 22
5 90 96 AATTTCT 7
6 115 118 TCTA 4
7 127 137 GCTGAAGAACA 11
8 139 203 GCTGATGAATCTATTACTGTTTATGGTCAAGCTAATGAAGCTTATGCTGCTGGTAAAAT |65
TTCTAA
9 212 246 CTATTGGTATGCTGGGTGATAAAGATTTTCTGGAT 35
10 254 280 TTAATGCTATTGGTTATACTGATAAAC 27
11 285 288 TCAA 4
12 302 324 AAGATATTTCTGATGTTATTTCT 23
13 327 329 TTC &
14 338 442 CTGTTTTTACTTCTGGTGAAACTGGTCTGAATAAAGAATCTTTTAAAATTCGTGGTTTT | 105
TCTTCTGATATTGGTGATGTTATGTTTAATGGTCTGTATGGTATTG
15 450 456 TTATCGT 7
16 467 475 AAATGTATC 9
17 478 499 CGTATTGATGTTCTGAAAGGTC 22
18 511 521 CTGAATGGTAT 11
19 530 564 ATGGTTCTGTTGGTGGTTCTATTAATCTGGTTACT 35
20 567 567 A 1
21 513 5175 TCA &
22 591 618 TTCTTTTACTGGTACTTATATGTCTGAT 28
23 623 728 AATTTGGTGGTCATATTGATATTGGTCGTCGTTTTGGTGAAAATGAACAATTTGGTGTT | 106
CGTTTTAATGGTGTTTTTCGTGATGGTGATGCTTCTGTTGATGGTCA
24 734 738 GTARA 5
25 759 810 TCTGGATTGGCGTAATGATATTGCTCTGATTGAAGCTGATCTGTATTTTTCT 52
26 815 829 AACGTGTTGATGGTC 15
27 834 867 TCGTGGTCTGTCTATTGCTTCTGGTGTTGATGTT 34
28 884 885 CT 2
29 906 1000 TTGGGCTTATAATGATTCTGAAGATAAAGGTATGATGATTCGTGCTGAACTGGATCTGT |95
CTAATTCTGTTACTGCTTATGGTGCTGTTGGTGCTT
30 1006 1024 ACTGATTTTGATTCTAATG 19
31 1034 1097 GTGTTAAAATTATTGATGATTCTGGTACTCTGGAAGTTTCTCTGGGTTCTGTTAAACTG |64
GAATC
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1144

Peptide

32 1107 TTCTGGTGAAGTTGGTATTCGTTCTTCTTTTGATACTG 38
33 1147 1157 | CCTATTGAACA 11
34 1159 1174 TATCTGGTTCTGAATT 16
35) 1178 1203 CTTATTTTCGTGAAGATAAAAATGAT 26
36 1211 1221 | AAGGTAATAAT 11
37 1225 1239 CCTGGTTCTTGGAAT 15
38 1244 1252 | ATATTTATA 9
39 1255 1277 | CCTGTTTGGGGTCCTGAAGATTC 23
40 1280 1299 CTTATGATAATTATTATGAA 20
41 1304 1312 | CTGTTGATT 9
42 1322 1340 TTTCTTTTGGTGTTGCTGA 19
43 1342 1342 | A 1
44 1350 1373 TCTGGCTAATGGTAAATATCAAGT 24
45 1375 1386 | ACTCTGGGTCTG 12
46 1397 1437 CTATTGATTATGAATCTGGTGTTACTTGGAATGGTAATGCT 41
47 1453 1462 | CTGAAAGAAT 10
48 1479 1594 TATTGTTGCTCTGTATAAAGTTTCTGATTCTGTTTCTCTGTATGGTAATTATACTGAAG | 116
GTCTGACTAATGGTAAAACTGCTGGTTCTGGTGCTGCTAATGTTGGTGAAGCTTTTG

49 1618 1652 GAAGCTGGTCTGAAACTGGATATGAATGATTTTGC 35
50 1659 1679 TTTTTCTCTGTTTGAAATTAA 21
51 1687 1697 | AATGGTTATCA 11
52 1703 1703 C 1
53 1708 1735 ACTAATATTTATTCTTTTGGTGGTGAAC 28
54 1741 1789 AATCGTGGTATTGAATGGGGTTTTTATGGTACTGTTCTGGAAGATTATA 49
55 1795 1830 ACTGGTGGTATTGCTTATACTGATGCTGAAATTACT 36
56 1836 1848 TACTGATGTTACT 13
57 1850 1860 CTGAAGGTAAA 11
58 1882 1882 |cC 1
59 1892 1894 | AAC 3
60 1897 1911 | GCTCTGGAATGGAAT 15
61 1916 1924 | CIGTTATGC 9
62 1936 1979 CTGATTGGTCAAGCTAATTATATGTCTGAACAATATATTGATGC 44
63 2010 2037 TATTTTTGATCTGGGTGCTCGTTATAAT 28

39



2.0 1

15 - I

1.0 - |

0.5

Score

0.0 1 i

—0.5 4

=1.0

Position

Sekil 4. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum susunun,
fatA genine ait B hiicre epitoplarinin lineer dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).

fatA geni, Vibrio anguillarumun dis membraninda yer alan ve anguibaktin-ferri
kompleksini tantyarak demir tasimimini saglayan reseptor proteini kodlar. NCBI
veritabanindaki referans sus (V. anguillarum 775) ile mikrobiyoloji laboratuvarinda izole edilen
V. anguillarum susuna ait fatA genleri karsilastirilmistir. Her iki gen yaklasik 2040 bp
uzunlugundadir ve genel olarak yiiksek dizi benzerligi gostermektedir. Bu ¢alismada, IEDB
(Immune Epitope Database) B hiicresi epitop tahmin analizlerine gore referans susta 48, izolat
susta ise 51 adet lineer B hiicresi epitopu belirlenmistir. fatA geninin dis membran
lokalizasyonu ve yiiksek epitop sayisina sahip olmasi nedeniyle potansiyel as1 aday1 olabilecegi

distiniilmektedir.
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Tablo 10. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Susun fatA
Geninin Karsilastirilmasi

. NCBI Referans Laboratuvar
Ozellik )
Susu Izolati
Gen Uzunlugu (bp) 2042 2046
Epitop Sayist (IEDB - B
P P Y ( 48 51
Hiicresi)

En Uzun Epitop (bp) 24 30
Ortak Epitop Sayisi 19 19
Benzersiz Epitop Sayist 29 32
En immiinojenik Bélge 390430 641671
Ortalama KT Skoru 1.082 1.066

4.2 5. NCBI Veritabanmindaki fatB Geni

Tablo 11. Vibrio anguillarum 775 susu GenBank:AY 312585 (Naka ve digerleri, 2003).

Pozisyon Gen Dizisi (60 nt)

1 ATGGATGAAGTTATTATTAACTGCGATGTTATCGGTTTTG
CTGGTGAAGGTGATGGTATT

61 GATGTTGTTGAAGCTTTTGTTATCGGTGGTCGTGCTGTTGG
TGCTGGTCGTGGTCGTGGT

121 TTTCGTCGTGCGTTGTTGGTTTTGGTTGTGGTTTCGCGTTG
CGGGTTTTGGCGGTCGTTT

181 TGGTGGTTTTGGTTGGTTTCGGTGGTCGTGGTGGTGGTTTT
GGTGGTTTTGGTTTTGGTC

241 GTGGTTGTGGTTGCGTTGGTTGTTTTGGTCGTGGTCGTTTT
GGTTGTGGTTTCGTTGGTC

301 GTGGTTCGGTCGTTTTGCGGTTGTGGTTGTTGGTTGCGTTG

CGTTCGGTCGTTTCGGTTT
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361 TGGTTGTGGTTTTGCGGTTTCGCGGTCGTGGTTTGGTTGGT
TTCGGTTTTGGTCGTGGTT

421 TTGGTTTTGGTCGTGCGTTCGGTTGTTGGTCGTTTTGCGTT
CGGTTGGTTTTGCGGTCGT

481 GGTGGTCGTGGTTGTTGGTTGCGTTTCGGTTTTGGTTGTGG
TCGTTTTGCGGTCGTGCGT

541 TGGTCGTGGTCGTGGTTTTGGTTTTGGTTGCGTTGGTTTTG
TTGGTCGTGTTGCGGTTTT

601 TGGTCGTGGTTTTGGTCGTGGTGGTCGTTTTGGTTGTGGTT
GGTTTAA

e S s s D A S R S S S A A i R e i R s R
20 0 20 40 60 80100204 M608R0E2(P4P6[REE0E2(E4E6EEM0MN2MANMG062646 66860 62HAE6HS0
Position

Sekil 5. Vibrio anguillarum 775 susunun, fatB genine ait B hiicre epitoplarinin lineer
dagilimim gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop olasiligr yiiksek bolgeleri temsil etmektedir
(EIDB, 2024).
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4.2.6. Mikrobiyoloji laboratuvarindan izole edilmis fatB

Tablo 12. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan Izole Edilmis Vibrio anguillarum susunun,
fatB genine ait gen dizilimi

Pozisyon

Gen Dizisi (60 nt)

1

ATGTTTAAAAGCACCCTGAATATTGCGGTGGCGATTGTGTGT
AGCAGCCTGGTGACCCTG

61

ACCGGTTGTGAACCAAAAGTGGCGCAAAGCCAAGTGATTCA
ACCACTGGAAACCCCAATT

121

GTGATTGAACATAATCTGGGTCAAACCGTGATTAGCAATCG
TCCACAACGTGTGGCGGCG

181

CTGGATATGAATGAAGTGGATTTTCTGGATCAACTGAATGTG
CCAATTGCGGGTATGGTG

241

AAAGATTTTGTGCCACATTTTCTGGAAAAATATAAAAATACC
CCAGATATTAGCGATCTG

301

GGTGCGATTGTGCAACCAAATATGGAAAAAATTTATGCGCT
GAAACCAGATCTGGTGCTG

361

ATGACCCCACTGCATGCGAATCAATATGAAGAACTGAGCAA
ACTGGCGCCAACCGTGCAT

421

TTTGATATTGATTTTCGTAATAGCCATGGTCATCATGTGGAT
ATTATTAAACAACATGTG

481

ATTGATCTGGGTGAAATTTTTAATAAACAAACCCTGGCGCA
AAAAAAAGTGGCGGAAATT

541

GATGCGAAAGTGGATGAAGTGCAAGCGCTGACCGCGGAAC
GTAGCGAAAAAGCGCTGGTG

601

GTGATGCATAATAATGGTAGCTTTAGCAGCTTTGGTATTGAA
AGCCGTTATGGTTTTGTG

661

TTTGATGTGCTGGGTGTGAAACCAGCGAGCACCGAAATTGC
GGCGAGCCTGCATGGTCAA

721

CCAATTAGCAGCGAATTTATTAATCAAGCGAATCCAGATATT
CTGTATATTATTGATCGT
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781 ACCGCGGTGATGGAAGGTAAACCAGTGATTGATGCGGAACA
TCTGGCGAATCCACTGCTG

841 CGTCAAACCAAAGCGTGGAAAAATGGTAAAGTGATTTTTGT
GGATGCGGATGCGTGGTAT

901 ATTACCAGCGCGAGCATTACCAGCCTGAAAATTGTGATTGA
TGATATTATTAAAGGTTAT

961 CAAAGC

Tablo 13. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

19

48

63

7

92

119

134

148

170

215

227

260

288

320

351

374

400

402

417

444

476

45

53

71

85

98

131

142

157

212

225

251

276

312

341

361

397

400

402

441

469

505

Peptide
ATGTTTAAA 9
AATATTGCGGTGGCGATTGTGTGTAGC 27
CCTGGT 6
CGGTTGTGA 9
AAGTGGCGC 9
AAGTGAT 7
TTGTGATTGAACA 13
ATCTGGGTC 9
GTGATTAGCA 10
GTGTGGCGGCGCTGGATATGAATGAAGT GGATTTTCTGGATCA 43
TGAATGTGCCA 11
TTGCGGGTATGGTGAAAGATTTTGT 25
TTCTGGAAAAATATAAA 17
TATTAGCGATCTGGGTGCGATTGTG 25
ATATGGAAAAAATTTATGCGCT 22
TCTGGTGCTGA 11
ATGCGAATCAATATGAAGAACTGA 24
A 1
A 1
GCATTTTGATATTGATTTTCGTAAT 25
CCATGGTCATCATGTGGATATTATTA 26
ATGTGATTGATCTGGGTGAAATTTTTAATA 30
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Peptide

23 | 525 | 565 AAAAGTGGCGGAAATTGATGCGAAAGTGGATGAAGTGCAAG 41
24 | 578 | 680 | AACGTAGCGAAAAAGCGCTGGTGGTGATGCATAATAATGGTAGCTTTAGCAGCTTTGGTATTG 103
AAAGCCGTTATGGTTTTGTGTTTGATGTGCTGGGTGTGAA
25 | 696 | 705 AATTGCGGCG 10
26 | 712 | 716 CATGG 5
27 | 727 | 746 AGCAGCGAATTTATTAATCA 20
28 | 758 | 778 ATATTCTGTATATTATTGATC 21
29 | 785 | 800 CGGTGATGGAAGGTAA 16
30 | 805 | 818 GTGATTGATGCGGA 14
31 | 820 | 820 C 1
32 | 824 | 828 TGGCG 5
33 | 840 | 840 G 1
34 | 853 | 902 GCGTGGAAAAATGGTAAAGTGATTTTTGTGGATGCGGATGCGTGGTATAT 50
35 912 | 914 GAG 3
36 | 928 | 961 AAAATTGTGATTGATGATATTATTAAAGGTTATC 34
2.0
15
1.0 I
@ 054
o
[¥]
v
0.0
—0.5
-1.0

Sekil 6. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum susunun, fatB
genine ait B hiicre epitoplarinin lineer dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).
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fatB geni, Vibrio anguillarumun ferri-siderofor tasima sisteminin bir pargasi olarak gérev
yapan dis membran proteinlerinden biridir. fatB proteini, 6zellikle demir aliminda reseptor
islevi goren fatA ile birlikte caligir ve patojenitenin demir bagimli diizenlenmesinde rol oynar.
Dis membranda lokalize olmasi, bu gen iirliniinii konak bagisiklik sistemi i¢in dogrudan
taninabilir kilmaktadir. Bu ¢alismada, NCBI veritabanindaki referans sus ile laboratuvar
ortaminda izole edilen V. anguillarum susuna ait fatB genleri karsilastirilmigtir. Her iki gen de
yaklagik 2050-2060 bp uzunlugundadir ve genel olarak yiiksek oranda benzer dizilime sahiptir.
IEDB B hiicresi epitop tahmin analizlerine gore referans susta 35 adet, izolat susta 38 adet
epitop tanmimlanmistir. Her iki susta da 17 ortak epitop belirlenmistir. Ayrica, dis membran
proteini olmasi, bu gen irliniini hem konak bagisikligi agisindan ulasilabilir hem de

immiinojenik hale getirmekte, bu da fatB geninin as1 aday1 olabilecegini diisiindiirmektedir.

Tablo 14. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Susun fatB
Geninin Karsilastirilmasi

Ozellik NCBI Referans Susu Laboratuvar Izolat
Gen Uzunlugu (bp) 2054 2057

Epitop Sayis1 (IEDB - B Hiicresi) 35 38

En Uzun Epitop (bp) 22 26

Ortak Epitop Sayisi 17 17

Benzersiz Epitop Sayist 18 21

En Immiinojenik Bolge 884-905 1360-1386

Ortalama KT Skoru 1.090 1.072
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4.2.7. NCBI Veritabanmindaki fatC Geni

Tablo 15. Vibrio anguillarum 775 (ATCC 68554) GenBank: AY312585.1 (Naka ve digerleri,

2003).
Pozisyon Gen Dizisi (60 nt)
1 ATGGATGTAGTTATTATTAACTGCATTGTTATTGGTTTTGCTGG
TGAAGGTGATGGTATT
61 GATGTTGTTGAAGCTTTTGTTATTGGAGGTCGTGCTGTTGGAGC
TGGAGGTGGAGGTGGT
TTTCGTCGTGCGTTGTTGGTTTTGGTTGTGGTTTCGCGTTGCGG
121 GTTTTGGCGGGCGTTT
TGGTGGTTTTGGTTGGTTTCGGTGGTCGTGGTGGTGGTTTTGGT
181 GGTTTTGGTTTTGGTC
GTGGTTGTGGTTGCGTTGGTTGTTTTGGTCGTGGTCGTTTTGGTT
241 GTGGTTTCGTTGGTC
GTGGTTCGGTCGTTTTGCGGTTGTGGTTGTTGGTTGCGTTGCGT
301 TCGGTCGTTTCGGTTT
TGGTTGTGGTTTTGCGGTTTCGCGGTCGTGGTTTGGTTGGTTTC
361 GGTTTTGGTCGTGGTT
TTGGTTTTGGTCGTGCGTTCGGTTGTTGGTCGTTTTGCGTTCGGT
421 TGGTTTTGCGGTCGT
GGTGGTCGTGGTTGTTGGTTGCGTTTCGGTTTTGGTTGTGGTCG
481 TTTTGCGGTCGTGCGT
TGGTCGTGGTCGTGGTTTTGGTTTTGGTTGCGTTGGTTTTGTTGG
541 TCGTGTTGCGGTTTT
TGGTCGTGGTTTTGGTCGTGGTGGTCGTTTTGGTTGTGGTTGGT
601 TTAA
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Tablo 16. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

Peptide

1 1 21 ATGGATGTAGTTATTATTAAC 21

2.25 4
2.00 4 A ﬂ ﬂ
175 ~

150

- I \ |

Score

0.75 ~

0.50

0.25 B LA L A B L A B LR A R L A L R L M R I LN R R RN LR R RN LA L R AR LR R AR LR LA
20 0 20 40 60 801002040608 @R0R2 P4 P6@REE0E2(B4E6EEM0AU2MANCHUEGE 062646 668606264 B66S0
Position

Sekil 7. Vibrio anguillarum 775 susunun, fatC genine ait B hiicre epitoplarinin lineer
dagilimimi gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir
(EIDB, 2024).

4.2.8. Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Vibrio anguillarum fatC Geni

Tablo 17. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan izole Edilmis Vibrio anguillarum susunun,
fatc genine ait gen dizilimi

Pozisyon Gen Dizisi (60 nt)
1 ATGACTTCATTAAATTTAAATTTTCGTGTTTCAGTTGTTTTAGT
TATTTTATTATCAATT
61 GCTTTTATTTTTATTAATTCAGGTTTTGATTTAGAATATATTAT
TCCACGTCGTTTAATT
121 AAATTATCAGCTATTATTATTGGTGGTTCATGTGTTGCTATTTC
AGCTGTTATTTTTCAA

48



181

GCTTTAGCTCGTAATCGTATTTTAACTCCATCAATTATGGGTT
ATGAATCAATTTATTTA

241 GTTTGGCAAGCTTTATTATTATTATTTGTTGGTACTTCAGGTTC
AGCTGTTTTAGGTGTT

301 GTTGGTAATTTTGTTGTTTCAGCTGTTTTAATTTTATTATATTC
ATTTGTTATTCAATTT

361 TGGGTTTTAAAACGTTTTCAACATGATATGCATCAAGTTTTAT
TAATTGGTTTTGTTTTA

421 ACTATGGTTTTAACTACTGTTGCTCAATTTATTCAAATTCGTAT
TTCACCAGGTGAATTT

481 TCAATTTTTCAAGGTTTATCATATACTTCATTTGAACGTGCTA
AACCATCAACTTTATTA

541 TTTGCTGGTACTGTTTTATCAATTTTAGCTTTATTTGCTAATAA
ATGGGTTTCAGAATTA

601 GATGTTATTGGTTTAGGTCGTGATCAAGCTATGTCATTAGGTT
TAAATGATGCTCATTAT

661 ATTCCAAAATATTTTTCAGTTATTGCTATTTTAGTTGCTATTTC
AACTTCATTAATTGGT

721 CCAACTGCTTTTATGGGTGTTTTTATTGCTAATATTGCTTATTC
AATTACTGGTTCACCA

781 CAATATCGTCATACTTTACCAGTTGCTTGTACTATTGCTATTGT
TATGTTTTTAACTGCT

841 CAATTAATGGTTGAACATTTTTTTAATTATAAAACTACTGTTT
CAATTTTAGTTAATGTT

901 TTATGTGGTGGTTATTTTTTAATTATTACTATGCGTGCTCGTTC

ACAATTA
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Tablo 18. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

Peptide
1 1 7 ATGACTT 7
2 9 103 | ATTAAATTTAAATTTTCGTGTTTCAGTTGTTTTAGTTATTTTATTATCAATTGCTTTTATTTTT 95
ATTAATTCAGGTTTTGATTTAGAATATATTA
3 112 | 128 CGTTTAATTAAATTATC 17
4 131 | 191 CTATTATTATTGGTGGTTCATGTGTTGCTATTTCAGCTGTTATTTTTCAAGCTTTAGCTCG 61
5) 193 | 203 AATCGTATTTT 11
6 214 | 378 | ATTATGGGTTATGAATCAATTTATTTAGTTTGGCAAGCTTTATTATTATTATTTGTTGGTACTT | 165
CAGGTTCAGCTGTTTTAGGTGTTGTTGGTAATTTTGTTGTTTCAGCTGTTTTAATTTTATTATA
TTCATTTGTTATTCAATTTTGGGTTTTAAAACGTTTT
7 383 | 391 ATGATATGC 9
8 393 | 433 TCAAGTTTTATTAATTGGTTTTGTTTTAACTATGGTTTTAA 41
9 437 | 464 CTGTTGCTCAATTTATTCAAATTCGTAT 28
10 | 472 | 501 GGTGAATTTTCAATTTTTCAAGGTTTATCA 30
11 | 509 | 520 CATTTGAACGTG 12
12 | 534 | 626 | TTTATTATTTGCTGGTACTGTTTTATCAATTTTAGCTTTATTTGCTAATARATGGGTTTCAGAA 93
TTAGATGTTATTGGTTTAGGTCGTGATCA
13 | 628 | 661 GCTATGTCATTAGGTTTAAATGATGCTCATTATA 34
14 | 669 | 701 ATATTTTTCAGTTATTGCTATTTTAGTTGCTAT 33
15 | 711 | 720 ATTAATTGGT 10
16 | 728 | 773 CTTTTATGGGTGTTTTTATTGCTAATATTGCTTATTCAATTACTGG 46
17 | 803 | 835 TTGCTTGTACTATTGCTATTGTTATGTTTTTAA 33
18 | 844 | 872 TTAATGGTTGAACATTTTTTTAATTATAA 29
19 878 | 939 CTGTTTCAATTTTAGTTAATGTTTTATGTGGTGGTTATTTTTTAATTATTACTATGCGTGCT 62
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Sekil 8. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum sugunun,
fatC genine ait B hiicre epitoplarinin lineer dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).

fatC geni, Vibrio anguillarumun demir aliminda gorev alir. Ferri-siderofor tasiyici
sistemin Onemli bir bilesenidir. fatC, diger tasima proteinleri (6rnegin fatA, fatB) ile birlikte
demir komplekslerinin bakteri i¢ine alinmasinda rol oynar. Demir, bakteriyel cogalma ve
viriilans i¢in kritik oldugundan, bu sistemin elemanlar1 asilama acisindan 6nemli hedefler
olabilir. Bu ¢alismada NCBI veritabanindaki referans sus ile mikrobiyoloji laboratuvarinda
izole edilen V. anguillarum susuna ait fatC genleri karsilastirilmistir. Her iki genin uzunlugu
yaklasik 1190-1200 bp olup, dizin benzerligi yiliksektir. IEDB B hiicresi epitop tahmin
analizlerine gore referans susta 27, izolat susta 30 adet epitop belirlenmistir. Her iki susta 13

ortak epitop bolgesi saptanmistir. Fakat fatC geni ile ilgili galismalar sinirhidir.
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Tablo 19. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Susun fatC

Geninin Karsilastirilmasi

Ozellik

NCBI Referans Susu

Laboratuvar izolati

Gen Uzunlugu (bp)

1192

1198

Epitop Sayisi (IEDB - B Hiicresi)

27

30

En Uzun Epitop (bp)

21

24

Ortak Epitop Sayisi

13

13

Benzersiz Epitop Sayisi

14

17

En immiinojenik Bolge

289-310

595-616

Ortalama KT Skoru

1.090

1.077

4.2.9. NCBI Veritabanmindaki empA Geni

Tablo 20. Vibrio anguillarum 775 (serotype O1) CP002285.11 (Naka ve digerleri, 2003).

Pozisyon Gen Dizisi (60 nt)

1 ATGAAAAAAGTACAACGTCAAATGAAGTGGCTATTCCTC
GCAGCCTCTATCAGCGCAGCA

61 CTACCAGTATCAGCCGCGAAAATGGTGCAGGTTGATGATC
CAAGTCTACTAGAACAAGCT

121 TTATCCATGCAGGCTCGCAGTATTGTGCCAACACAAAATG
GCTTTCAGGTGGTAAAAAGC

181 GTCACTCTACCTAATGGTAAAGTCAAAGTCCGTTACCAGC
AGATGTATCATGGTTTACCG

241 GTCTTTAATACGTCAGTCGTAGCAACGCAAACTGAGAAA
GGTATCGGCCAAGTTTACGGC

301 ATGCTGGCGCAGCAAATTGATTCTGATGTGGTAAGTACTT
CACCACAAGTTGAACAAAAG

361 CAAGCGGTTAGTATTGCACTTACGCATTACCAACAACAAA
ACCCATCACTAACGAGTGCG
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421

GATCTTGTTACAGAAAACGAGCGTGCTCAATTGATGGTGC
GTTTGGACGAAAACCAAATG

481

GCTCAAATGGTTTATTTAGTCGACTTCTTTGTTGCAACCAA
TGAGCCTGCACGGCCATTT

941

TTCTTTATTGATGCGAATTCTGGTGACGTATTACAAACTTG
GGAAGGGTTAAACCATGCA

601

GAGGCGACGGGTACTGGACCTGGTGGAAATCAGAAGACA
GGTTTTTATCAGTACGGAACG

661

ATTTCCCAGGGTTAGTGATAAATAAGTAGGCAACACCTGC
AGCATGATGAATAGCGCTGT

721

AAAAACCGTGGATATGAAGCATGCGACATCGGGTGGTTC
AACGTTCAGCTATTCATGTAC

781

CGACGCGAGTAATTACAACGATTACAAAGCGATTAATGG
CGCTTATTCACCGCTTAATGA

841

CGCACACTACTTTGGCAAAGTGGCGTTCGATATGTACAAA
GACTGGATGAACACCACTCC

901

ATTAACCTTCCAGCTAACTATGCGTGTGCATTATGATAGC
AACTATGAAAACGCCTTCTG

961

GAACGGATCGTCCATGACCTTTGGTGATGGCCAAATACAT
TTTATCCATTAGTGGATATC

1021

AACGTCAGCGCGCATGAAGTGAGCCACGGCTTTACCGAG
CAGAACTCAGGGCTTGTTTAT

1081

CAAAATATGTCTGGTGGTATCAATGAAGCGTTCTCTGATA
TTGCTGGGGAAGCAGCTGAA

1141

TTTTATATGAAAGGCAGCGTTGACTGGGTGGTCGGGAGCG
ACATTTTCAAATCTTCCGGT

1201

GGCTTACGTTATTTTGATCAACCGTCAAAAGATGGCCGTT
CTATCGATCACGCTTCTCAA

1261

TACTACAATGGATTAAATGTTCACTATTCAAGTGGTGTTT
AATCGCGCGTATTATTTTGC

1321

TAGCCAACAAAGCCAATTGGTCGGTTCGTAAAGGTTTTGA
AGTGTTCACCGTGCGTAACC
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1381 AGTTATATTGGACAGCAAACAGTACCTTTGACCAAGGTGG
ATGTGGCGTCGCAAAAGCGG

1441 CACAAGACTTAGGTTATAACAAAGCGGATGTGGTTGATG
CCTTTAACCAAGTGGGCGTAA

1501 ATGCTAGCTGTGGCGTAGTGCCTCCAACGGAGAATGTGCT
AGAAAAAGGCAAACCAGTAA

1561 TAGGGTTACAAGGTACGCGAAGCTCCGAAGCCTTCTATAC
CTTTACGGTCGCAAGCTCAA

1621 CCAGCGCTAAAGTTTCGATTAGTTTGGGCTCAGGTGATGC
TGATTTGTATGTCAAAGCCG

1681 GCAGCAAACCAACCACTTCTTCGTGGGATTGTCGCCTTAC
AAATCGGGCAACAATGAACA

1741 GTGCACAATTTCTGCAACACCAGGAACCCATATCATGTGA
TGCTCAAGGCTATAGTAACT

1801 ACAGTGGTGTAACGTTAAGACTGGATTAATAAGAGGTGA
GTAA

Tablo 21. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

Peptide

1 1 11 ATGAAAAAAGT 11
2 20 | 32 AAATGAAGTGGCT 13
3 79 | 98 AAAATGGTGCAGGTTGATGA 20
4 | 108 | 108 A 1
5 | 116 | 116 A 1
6 | 118 | 120 GCT 3
7 1131 (131 A 1
8 | 139 | 147 AGTATTGTG 9
9 |[157 | 179 AATGGCTTTCAGGTGGTAAAAAG 23
10 | 193 | 206 AATGGTAAAGTCAA 14

11 | 210 | 210 © 1
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Peptide

12 | 221 | 239 AGATGTATCATGGTTTACC 19
13 | 242 | 251 TCTTTAATAC 10
14 | 253 | 253 T 1
15 | 255 | 261 AGTCGTA 7
16 | 272 | 285 CTGAGAAAGGTATC 14
17 | 290 | 309 AAGTTTACGGCATGCTGGCG 20
18 | 314 | 337 AAATTGATTCTGATGTGGTAAGTA 24
19 | 348 | 356 AGTTGAACA 9
20 | 362 | 377 AAGCGGTTAGTATTGC 16
21 | 413 | 433 CGAGTGCGGATCTTGTTACAG 21
22 | 435 | 445 AAACGAGCGTG 11
23 | 447 | 469 TCAATTGATGGTGCGTTTGGACG 23
24 | 479 | 502 TGGCTCAAATGGTTTATTTAGTCG 24
25 | 506 | 514 TCTTTGTTG 9
26 | 525 | 525 G 1
27 | 538 | 572 TTTTTCTTTATTGATGCGAATTCTGGTGACGTATT 85
28 | 578 | 592 CTTGGGAAGGGTTAA 15
29 | 599 | 616 CAGAGGCGACGGGTACTG 18
30 | 618 | 660 ACCTGGTGGAAATCAGAAGACAGGTTTTTATCAGTACGGAACG 43
31 | 669 | 690 GGGTTAGTGATAAATAAGTAGG 22
32 | 703 | 722 CATGATGAATAGCGCTGTAA 20
33 | 727 | 743 CGTGGATATGAAGCATG 17
34 | 749 | 760 TCGGGTGGTTCA 12
35 | 766 | 766 @ 1
36 | 769 | 769 C 1
37 | 772 | 776 TTCAT 5
38 | 786 | 794 CGAGTAATT 9
39 | 803 | 807 TACAA 5
40 | 809 | 823 GCGATTAATGGCGCT 15
41 | 835 | 839 TAATG 5
42 | 851 | 878 TTTGGCAAAGTGGCGTTCGATATGTACA 28
43 | 880 | 889 AGACTGGATG 10
44 | 919 | 939 TATGCGTGTGCATTATGATAG 21
45 | 943 | 949 CTATGAA 7
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Peptide

46 | 959 | 968 TGGAACGGAT 10
47 | 979 | 992 CTTTGGTGATGGCC 14
48 | 998 | 100 CATTTT 6
3
49 | 100 | 101 TTAGTGGATAT 11
9 | 9
50 | 103 | 104 CATGAAGTGA 10
3 | 2
51 | 106 118  CAGGGCTTGTTTATCAAAATATGTCTGGTGGTATCAATGAAGCGTTCTCTGATATTGCTGGGGA 118
7 4 AGCAGCTGAATTTTATATGAAAGGCAGCGTTGACTGGGTGGTCGGGAGCGACAT
52 | 118 | 118 T 1
6 | 6
53 | 118 | 118 C 1
8 | 8
54 | 119 | 121 CCGGTGGCTTACGTTATTTTGA 22
6 | 7
55 | 122 | 123 AAAGATGGCCG 11
8 | 8
56 | 124 | 124 T 1
2 | 2
57 | 124 | 124 T 1
4 | 4
58 | 126 | 128 AATGGATTAAATGTTC 16
7| 2
59 | 128 | 130 TCAAGTGGTGTTTAAT 16
8 | 3
60 | 130 | 132 GCGTATTATTTTGCT 15
7 |1
61 | 133 | 136 AATTGGTCGGTTCGTAAAGGTTTTGAAGTGTT 32
5 | 6
62 | 137 | 137 GCG 3
3|5
63 | 138 | 139 GTTATATTGGAC 12
2 | 3
64 | 140 | 140 C 1
6 | 6
65 | 141 | 142 CAAGGTGGATGTGGCGT 17
3 |9
66 | 143 | 143 G 1
7|7
67 | 144 | 145 ACTTAGGTTATAA 13
7 |9
68 | 146 | 148 AGCGGATGTGGTTGATGCC 19
3 |1
69 | 149 | 151 AGTGGGCGTAAATGCTAGCTGTGGCGTAGT 30
0| 9
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Peptide

70 | 152 | 154 GGAGAATGTGCTAGAAAAAGG 21
9 | 9

71 | 155 | 157 TAATAGGGTTACAAGGTACGC 21
8 | 8

72 | 160 | 160 ACGGT 5
5 |9

73 | 161 | 161 G 1
1| 1

74 | 162 | 167 TAAAGTTTCGATTAGTTTGGGCTCAGGTGATGCTGATTTGTATGTCA 47
8 | 4

75 | 170 | 171 TCGTGGGATTGTC 13
1 3

76 | 172 | 172 TCGGG 5
4 | 8

77 | 173 | 173 @ 1
2 | 2

78 | 173 | 174 GAACA 5
6 | 0

79 | 175 | 175 I 1
1| 1

80 | 177 | 178 CATGTGATGCTC 12
4 | 5

81 | 178 | 179 GGCTATAGTAA 11
8 | 8
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Sekil 9. Vibrio anguillarum 775 susunun, empA genine ait B hiicre epitoplarinin lineer

dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir
(EIDB, 2024).

4.2.10. Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Vibrio anguillarum empA Geni

Tablo 22. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan Izole Edilmis Vibrio anguillarum susunun,
empA genine ait gen dizilimi

Pozi Gen Dizisi (60 nt)
syon

1 ATGAAAAAAGTGCAGCGCCAGATGAAATGGCTGTTTCTGGCG
GCGAGCATTAGCGCGGCG

61 GCCTTAGCGCCGGCGCCGGCCGAAGATTTGTTATCGCTGCATT
GTTATTGCGTGTCGCAC

121 CGGTGTTTATATGACCCGTTATTCATCGACATGTGTCCATTGC
GTGGTGAAGTTTGCCGA

181 TGGCTTTGGCGAGATTAGCTTCATTGATCGCAGATTTGCTGGC
TATTGCGGCGTGCGTGG

241 TGGCCGAGCAGGCGGCCGATACCGAGACCGTGCCAGTGCGAC
CGGCGTGCTAGCATCCCG
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301 GAGCGGAAGATTTGATATGGCCTTATCGGCGGTGGCCGGTGC
TGGCGGCGCCGGCGTGGC

361 AGGCGATTGATCGGTAAGCCAGTGGCCAAGAAGGCTACGAAA
ACGCGAGCCGGCTGGCGG

421 CGTGGTGGGTTCAAGGCGTGGCAGCGGAGATCTGTATCAAGG
ACTTATCACCATGCGTAC

481 GGTCACCGTTGCGCACCATTCGCGTGCGGTTCGCAAATGATGT
GGTTTACACGAAGATTT

541 TGCGGCGGCGTCGCGTTGGCGCTGGTGGCTCTACATCCACTAC
GCTGGTGCGCTCGCGCG

601 GCGACTTGGTTTGAAGCGCGACGTGGCATGGCGTCGGCGATC
TACGGTGCTGATTCACGT

661 GGCCAGCATCCGTGGCGTTGAAGGTTATTGCAGAGCAAGGCT
ACCATTAGTCGGCAGCCG

721 AGTTTGTGGCGGCAACTGGCGTAGTATGACCGGCTCGACGCG
GTCTTCGATGTGTTCCGT

781 TGGCGTGATGCCGCGCTGGTTATTGGCGTGCGTATGGCTTCTT
CTACGTATGAGGTTACC

841 GAAGCATCGCAGAATTATGCCGGCGTGCCAAGGATCGGTGGC
TACGTTGCGTTCTCTATC

901 GGAGATGCCCGGCA

Tablo 23. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan Izole Edilmis Vibrio anguillarum susunun,
empA genine ait gen dizilimi

N Sta En ‘ ‘

0. rt d Peptide
1 1 13 ATGAAAAAAGTGC 13
2 21 57 GATGAAATGGCTGTTTCTGGCGGCGAGCATTAGCGCG 37
3 82 95 GAAGATTTGTTATC 14
4 100 114 CATTGTTATTGCGTG 15
5 122 132 GGTGTTTATAT 11
6 142 144 TTC 3
7 150 158 CATGTGTCC 9

8 161 246 | TGCGTGGTGAAGTTTGCCGATGGCTTTGGCGAGATTAGCTTCATTGATCGCAGATTTGCT 86
GGCTATTGCGGCGTGCGTGGTGGCCG
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Peptide

9 248 256 GCAGGCGGC 9
10 274 276 CAG 3
11 286 291 CGTGCT 6
12 302 322 AGCGGAAGATTTGATATGGCC 21
18} 326 347 TCGGCGGTGGCCGGTGCTGGCG 22
14 354 382 GCGTGGCAGGCGATTGATCGGTAAGCCAG 29
15 385 397 GCCAAGAAGGCTA 13
16 411 411 c 1
17 413 465 GCTGGCGGCGTGGTGGGTTCAAGGCGTGGCAGCGGAGATCTGTATCAAGGACT 53
18 477 480 GTAC 4
19 503 530 CGTGCGGTTCGCAAATGATGTGGTTTAC 28
20 534 570 AAGATTTTGCGGCGGCGTCGCGTTGGCGCTGGTGGCT 37
21 585 592 CTGGTGCG 8
22 602 617 CGACTTGGTTTGAAGC 16
23 619 639 CGACGTGGCATGGCGTCGGCG 21
24 642 658 CTACGGTGCTGATTCAC 17
25 673 699 TGGCGTTGAAGGTTATTGCAGAGCAAG 27
26 708 713 TAGTCG 6
27 719 733 CGAGTTTGTGGCGGC 15
28 735 749 ACTGGCGTAGTATGA 15
29 761 761 @ 1
30 763 789 GTCTTCGATGTGTTCCGTTGGCGTGAT 27
31 796 820 CTGGTTATTGGCGTGCGTATGGCTT 25
32 827 839 CGTATGAGGTTAC 13
33 851 863 AGAATTATGCCGG 13
34 868 893 CCAAGGATCGGTGGCTACGTTGCGTT 26
35 899 906 TCGGAGAT 8
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Sekil 10. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum susunun,
empA genine ait B hiicre epitoplarinin lineer dagilimimi gdsteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).

empA geni, Vibrio anguillarumun dis c¢evreye salgiladigi bir metalloproteazi
kodlamaktadir. Bu enzim, konak dokularmin yikimi, invazyon ve immiin sistemin
modiilasyonu gibi islevlerde rol alir ve bu nedenle viriilansla dogrudan iligkilidir. Ayrica immun
sistem tarafindan kolayca taninabilir (Denkin ve Nelson, 1999). Bu calismada, NCBI
veritabanindaki referans sus ile laboratuvar izolatina ait empA genleri karsilastirilmistir. Her
iki gende de yaklagik 1150-1160 bp uzunluk gdzlemlenmis olup yiiksek dizin benzerligi
saptanmistir. IEDB analizine gore: referans susta 22 adet B hiicresi epitopu, izolat susta ise 26

adet epitop tespit edilmistir. Toplamda 10 adet ortak epitop tespit edilmistir.
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Tablo 24. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Susun empA

Geninin Karsilastirilmasi

Srellik NCBI Referans Itaboratuvar
Susu Izolati
Gen Uzunlugu (bp) 1152 1157
Epitop Sayist (IEDB - B
Hiicresir)) ’ ' ( 2 20
En Uzun Epitop (bp) 21 27
Ortak Epitop Sayisi 10 10
Benzersiz Epitop Sayist 12 16
En immiinojenik Bélge 323-345 773-796
Ortalama KT Skoru 1.072 1.096
4.2.11. NCBI Veritabanindaki fIhA Geni
Tablo 25. Vibrio anguillarum GenBank: AY691434.1
Pozisyon Gen Dizisi (60 nt)
1 ATGGCTGACGATGACGTTGACGCTGATGACGTTGATGACGCT
GATGACGCTGATGACGTT
61 GATGACGTTGATGACGCTGATGACGCTGATGACGTTGATGAC
GCTGATGACGCTGATGAC
121 GCTGATGACGCTGATGACGCTGATGACGCTGATGACGCTGAT
GACGCTGATGACGCTGAT
181 GACGCTGATGACGCTGATGACGCTGATGACGCTGATGACGCT
GATGACGCTGATGACGCT
241 GATGACGCTGATGACGCTGATGACGCTGATGACGCTGATGAC
GCTGATGACGCTGATGAC
301 GCTGATGACGCTGATGACG
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Sekil 11.Vibrio anguillarum susunun, flhA genine ait B hiicre epitoplarinin lineer
dagilimini gdsteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir
(EIDB, 2024).

4.2.12. Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Vibrio anguillarum flhA Geni

Tablo 26. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan izole Edilmis Vibrio anguillarum susunun,
fIhA genine ait gen dizilimi

Pozisyon Gen Dizisi (60 nt)

1 ATGAAGTTTACTCTGCCATTTGCTGATAAGCTACCGTCCATTC
CTCAGCGTTCGATGCCG

61 GCATTGGAGCGCCCGTGGTAATGGTATTAGCCACCCTTGCAA
TGGTGGTATTACCCTATT

121 CCCGCCTTTCTACTGGATTTCTTTACATTTAAATATTGCTTTAT
CAATGGTGTTTTGCTT

181 GGTGACCGTCTACACACGCCGCCCCTGGATTTCGCGGCCTTCC
CGACAGTGCTGTTGATT

241 GCCACTTTGCTCCGTGCTCTGAATGTTGCTTCCACTCGCGTTG
TGCTTTATGGTCATGAA
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301

GGTCCCGGAGCCGCTGGCAATGTGATTGAAGCTTTTGGCTCTG
TAGTTATTGGTGGAAAT

361

TATGCTGTTGGTTTAGTTGTCTTTCTCATATTATGATCATTAAT
TTTATGGTGGTTACTA

421

AGGGCGCGGGCCGCATCAGTGAAGTCTCAGCGCGCTTCACAC
TTGATGCGCTTCCAGGCA

481

AACAGATGGCTATTGATGCAGATCTTAATGCCGGGCTGATTG
ATCAAGATCAAGCGCGCT

941

TACGTCGTTTGAAGTCACGAAGGAAGCGGACTTTTATGGCTC
GATGGATGGAGCTAGCAA

601

ATTTCGTTAAGGGCGATGCCATTGCTGGCATTCTGATTCTTTT
CAACATTATTGGCGGTT

661

TATCGATGGGCTCAGCAGTACGGCTTGGCTTCAAGGAAGCTA
TCCAGATCTACACACTCC

721

TTACTATTGGCGATGGCCTCGTAGCACAGATTCCTAGTTTGCT
TTCCATTGGCGGCGGTA

781

ATGGTGTCACCCGTCAAAATACAGACGAAGACATGGGTGAAC
AGGTGGTGTTTCAACTGT

841

TTGATAATCCGAAGGCCTTGATGATTACCGCGTGCTTGGCATT
ATGGGTATTGGTATTGT

901

GCCAGGGATGCCACCATTTGCGTTTTTATTGCTGCCTTAGCTG
GCGGGTGTGCTTATTGG

961

ATGATTAGGAAACAGAAGAAAAGACAGCTGATGAAAAAGAA
TTGCCTGCTAAAGTTGACA

1021

ATGAAGCTCCTACGCAAAGGAATTGTCTTGGGATGATGTTCA
GCCTGTGGATGTGATTGG

1081

TCTGGAAGTGGGTTATCGTTTGATTCCATTAGTGGACCGAGAT
CAGGGCGGCGAGTTGCT

1141

GGAGCGTGTTAAAGGAGTACGGAAGAAGCTGTCACAAGATTT
TGGTTTTTTGATTCCGGC

1201

GGTACATATCCGTGATAACTTGGAATTGACGCCAACTCCTACC
GCATTACTCTTGATGGG
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1261

AGTAGCTGTTGGTGAAGCAGAAATTCGCCCAGATCAAGAATT
AGCCATTAATCCTGGTCA

1321

GGTTTATGGAGTTATTGACGGAGAGACGTTAGACCCAGCTTT
GGTTTAGAAGCAGTTTGG

1381

ATTAGAGAAGAGCAGCGTGAGCACGCTCAAGCCTTAGGATAC
ACGGTAGTTGACTCTTCA

1441

ACGTCCTTGCTACCCATTTATCACAGCTGTTGCTCAATAATGC
CTCACAGTTTAGGTCCA

1501

TGAAGAGGTGCAGAATTTGATTGAGATGTTGGGACGTTCTGC
TCCGCGATTGGTTGAGAA

1561

TTTGTTCCAGATCAATTGCCATTAGGAACTGTTGTGAAGGTCC
TCCAGAATTTGTTAAAT

1621

GAAGCCATCCCATTAGAGATATTAGGACAATTATTCAAACGT
TAGCTGAATATTCTGGCC

1681

GTTCCCAGGAACCCGATATCCTGACTGCGGCGGTTCGTTATCA
GTCTTAAACGGTTGATT

1741

GTTCAGGAAATTAATGGAATTGAACCGGAATTACCAGTGATT
ACCCTCATTCCTGAATTA

1801

GAGCAGATATTACATCAAACGATGCAGGCTTCCGGCGGTGAG
TCTGCAGGTATTGAACCG

1861

GGGTTAGCCGAACGTCTGCAAGCTGCTTGTCCCATGCTACAC
AAGAGCAGGAGTTGAAAG

1921

GTGAACCGGCCGTATTATTGACCTCTGGTGTTCTAGATCCACT
CTAGCTAAATTAGTCAA

1981

AAACACTATTCCCAATCTGCGTGTCTTGTCTTACCAAGAAATT
CCTGATGAGAAACAACA

2041

TTCGCATTGTACAGGCGGTTGGTAATTAA
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Tablo 27. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

Peptide
1 1 10 ATGAAGTTTA 10
2 20 29 TTGCTGATAA 10
5 50 56 GTTCGAT 7
4 61 69 GCATTGGAG 9
5 75 88 GTGGTAATGGTATT 14
6 100 111 CAATGGTGGTAT 12
7 132 186 ACTGGATTTCTTTACATTTAAATATTGCTTTATCAATGGTGTTTTGCTTGGTGAC 55
8 208 214 GATTTCG 7
9 229 240 GTGCTGTTGATT 12
10 258 269 TCTGAATGTTGC 12
11 279 302 CGTTGTGCTTTATGGTCATGAAGG 24
12 317 382 GCAATGTGATTGAAGCTTTTGGCTCTGTAGTTATTGGTGGAAATTATGCTGTTGGTTT 66

AGTTGTCT
13 388 428 ATATTATGATCATTAATTTTATGGTGGTTACTAAGGGCGCG 41
14 437 445 CAGTGAAGT 9
15 464 469 TGATGC 6
16 483 528 CAGATGGCTATTGATGCAGATCTTAATGCCGGGCTGATTGATCAAG 46
17 530 530 T 1
18 532 532 A 1
19 544 617 GTCGTTTGAAGTCACGAAGGAAGCGGACTTTTATGGCTCGATGGATGGAGCTAGCAAA 74

TTTCGTTAAGGGCGAT

20 623 641 TGCTGGCATTCTGATTCTT 19
21 649 672 TTATTGGCGGTTTATCGATGGGCT 24
22 678 700 GTACGGCTTGGCTTCAAGGAAGC 23
23 724 735 CTATTGGCGATG 12
24 738 738 C 1
25 753 763 CCTAGTTTGCT 11
26 769 786 TTGGCGGCGGTAATGGTG 18
27 805 847 ACGAAGACATGGGTGAACAGGTGGTGTTTCAACTGTTTGATAA 43
28 855 866 GCCTTGATGATT 12
29 873 909 TGCTTGGCATTATGGGTATTGGTATTGTGCCAGGGAT 37
30 919 932 TGCGTTTTTATTGC 14
31 939 1004 | AGCTGGCGGGTGTGCTTATTGGATGATTAGGARAACAGAAGAAAAGACAGCTGATGAAA 66

AAGAATTG
32 1010 | 1025 TAAAGTTGACAATGAA 16
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Peptide

83 1036 | 1061 AAAGGAATTGTCTTGGGATGATGTTC 26
34 1065 | 1106 CTGTGGATGTGATTGGTCTGGAAGTGGGTTATCGTTTGATTC 42
5] 1108 | 1119 ATTAGTGGACCG 12
36 1121 | 1170 GATCAGGGCGGCGAGTTGCTGGAGCGTGTTAAAGGAGTACGGAAGAAGCT 50
37 1176 | 1205 AAGATTTTGGTTTTTTGATTCCGGCGGTAC 30
38 1211 | 1228 CGTGATAACTTGGAATTG 18
39 1251 | 1283 TCTTGATGGGAGTAGCTGTTGGTGAAGCAGAAA 33
40 1295 | 1303 CAAGAATTA 9
41 1305 | 1305 C 1
42 1313 | 1314 cC 2
43 1316 | 1350 GGTCAGGTTTATGGAGTTATTGACGGAGAGACGTT 35
44 1360 | 1401 TTTGGTTTAGAAGCAGTTTGGATTAGAGAAGAGCAGCGTGAG 42
45 1414 | 1434 TTAGGATACACGGTAGTTGAC 21
46 1467 | 1474 CTGTTGCT 8
47 1490 | 1538 GTTTAGGTCCATGAAGAGGTGCAGAATTTGATTGAGATGTTGGGACGTT 49
48 1548 | 1567 GATTGGTTGAGAATTTGTTC 20
49 1573 | 1574 CA 2
50 1580 | 1600 CATTAGGAACTGTTGTGAAGG 21
51 1609 | 1622 AATTTGTTAAATGA 14
52 1634 | 1655 TAGAGATATTAGGACAATTATT 22
53 1659 | 1659 A 1
54 1661 | 1678 GTTAGCTGAATATTCTGG 18
55 1706 | 1771 | TGCGGCGGTTCGTTATCAGTCTTAAACGGTTGATTGTTCAGGAAATTAATGGAATTGA 66
ACCGGAAT
56 1775 | 1781 CAGTGAT 7
57 1795 | 1812 GAATTAGAGCAGATATTA 18
58 1822 | 1827 ATGCAG 6
59 1835 | 1868 GCGGTGAGTCTGCAGGTATTGAACCGGGGTTAGC 34
60 1883 | 1887 CTGCT 5
61 1906 | 1925 AGCAGGAGTTGAAAGGTGAA 20
62 1932 | 1939 GTATTATT 8
63 1946 | 1955 TGGTGTTCTA 10
64 1969 | 1978 TAAATTAGTC 10
65 1999 | 2010 GCGTGTCTTGTC 12
66 2020 | 2022 AAT 3
67 2025 | 2034 CTGATGAGAA 10

67



2.0

1.5

1.0+

0.5

Score

0.0

_05 -

_10 -

—-1.5 4

Position

Sekil 12. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum susunun,
fIhA genine ait B hiicre epitoplarinin lineer dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).

flnA geni, bakteriyel flagellumun yapimi ve motilitenin diizenlenmesiyle iliskili bir
membran proteini kodlar. Vibrio anguillarum gibi patojenik su bakterilerinde hareketlilik;
kolonizasyon, mukozal penetrasyon ve viriilans agisindan kritik bir 6zelliktir (McCarter, 2004).
Bu calismada NCBI veritabanindaki referans sus ile laboratuvar izolatina ait flhA genleri
karsilastirilmistir. Gen uzunlugu her iki susta da yaklasik 2050 bp civarindadir ve genel dizin
benzerligi yiiksektir. [EDB epitop analizine gore: referans susta 36 adet B hiicresi epitopu,
izolat susta ise 44 adet epitop belirlenmistir. Izolat susun daha fazla epitop barindirmasi,
potansiyel bir ag1 adayr héline getirmektedir. Ancak flnA geninin bagisiklik sistemiyle temasi

sinirl1 olabilir.
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Tablo 28. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Susun flnA
Geninin Karsilastirilmasi

Ozellik NCBI Referans Susu|| Laboratuvar izolati

Gen Uzunlugu (bp) 2051 2055

Epitop Sayisi (IEDB - B Hiicresi)||36 44

En Uzun Epitop (bp) 25 33

Ortak Epitop Sayisi 16 16

Benzersiz Epitop Sayisi 20 28

En immiinojenik Bolge 1176-1204 1755-1783

Ortalama KT Skoru 0.982 1.069

4.3. Vibrio parahaemolyticus In Silico Analizi

4.3.1. NCBI Veritabanmindaki tdh1 Geni

Tablo 29. Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 GenBank: NC_004603.1 (Makino, K., ve
digerleri, 2003)

Pozisyon Gen Dizisi (60 nt)

1 ATGAAAATTGTCTTGGCTTTTCCATCAGACCATCTGAAATTAT
CTGATTTGCTGATGATT

61 CTGAATGCTTGTGTTTGATGTTTCAACAAAGCCGCTGAATCTG
CTCAATTGCTGGTGACT

121 GCTAGAACTGGTTTTACCTGATGTTGCTGCTGGAAAACTGCTA
TTAGCAATGGTGATGGT

181 GCTGCTTATGGTTGAAGCTTTGACTTGTGGCTGAATGATTGGT
GCTGACTTTGCTGTGTT

241 GCTGGTTGACTGCTGGAAGGATGTGGCTGATGCTGCTGGTGA
ACTTTTCAAGATGCTGAT

301 ATTGCTGATGCTGTTGATTGATTGAAAGATTATGATCTTTGCT
GAAGGCTGATTGGTTGA
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361 TGAAGCTTTGAGGCTGATATTGCTGCTGCTCAATGCTGATTGT
GCTGGTTGGAATGATGT

421 CAAGGCTGCTGCTGGTGGCTCAAGCTTGCTGTGAGGCTGCTG
CTGATGCTGCTGGTGTTG

481 GTTCAGGGCTGACTTGGCTGCTGTGTTGCTGGTGTTTTA

Tablo 30. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen

potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

\ St E
(o] ar n
t d Peptide
1 1 19 ATGAAAATTGTCTTGGCTT
2 36 83 GAAATTATCTGATTTGCTGATGATTCTGAATGCTTGTGTTTGATGTTT
8 98 | 100 AAT
4 109 158 TTGCTGGTGACTGCTAGAACTGGTTTTACCTGATGTTGCTGCTGGAAAAC

5 161 | 286 | CTATTAGCAATGGTGATGGTGCTGCTTATGGTTGAAGCTTTGACTTGTGGCTGAATGATTGGT
GCTGACTTTGCTGTGTTGCTGGTTGACTGCTGGAAGGATGTGGCTGATGCTGCTGGTGAACTT

6 288 | 385 | TCAAGATGCTGATATTGCTGATGCTGTTGATTGATTGAAAGATTATGATCTTTGCTGAAGGCT
GATTGGTTGATGAAGCTTTGAGGCTGATATTGCTG

7 394 | 440 TGCTGATTGTGCTGGTTGGAATGATGTCAAGGCTGCTGCTGGTGGCT

19

48

3

50

126

98

a7

4.3.2. Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Vibrio parahaemolyticus tdh1 Geni

Tablo 31. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan Izole Edilmis Vibrio parahaemolyticus

susunun, tdh1 genine ait gen dizilimi

Pozi Gen Dizisi (60 nt)
syon

1 ATGGCTGACATCCTACATGACTGTGCTTAATGATGAGACTGA
AGCAATATGAGTGGTAGT

61 GGTAATATATTGGTAATGTGTATATCCAACAAAGGAGAAAGA
GGTTGCTATGAGAGCGGA

121 ATGGGCATATGTTTGTTATGTGTATTTCCAAATAACGTGATAA
ACATCACAAGTTCCTTA
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181 AAAGTCGCGTAACTTAAATCATTTCTAAAAAAGCACCTATAT
GATATTAATAATTTATCT

241 TTTATGCATGCCATGCAAAACTAGATTGAGTACGTGTCATATT
TTTATTATAAACCAACA

301 ACCACAGG

Tablo 32. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

No Star
t
1 1
2 19
3 92
4 154
5 177
6 181
7 191
8 198
9 220
10 262
2.0
15
104
g 0.5 4
@

0.0 4

En
d

7

83

146

163

177

189

194

210

247

291

Peptide
ATGGCTG

GACTGTGCTTAATGATGAGACTGAAGCAATATGAGTGGTAGTGGTAATATATTGGTA
ATGTGTAT

AAGGAGAAAGAGGTTGCTATGAGAGCGGAATGGGCATATGTTTGTTATGTGTATT
AACGTGATAA
€
AAAGTCGCG
AACT
ATCATTTCTAAAA
TATGATATTAATAATTTATCTTTTATGC

TAGATTGAGTACGTGTCATATTTTTATTAT

Tt rrr{rrrtrrr{rrr{rrrf{rrrfrrr{rrrfrrrfrrrrfrrr e et
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Sekil 13. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum susunun,
tdh1 genine ait B hiicre epitoplarinin lineer dagilimin1 gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).
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tdhl geni Vibrio parahaemolyticusun en dnemli viriilans genlerinden biridir. Bu genin
tirtinii olan TDH proteini, konak eritrositlerinde hemoliz olusturma kapasitesine sahiptir ve
gastroenterit ile dogrudan iliskilidir (Honda ve Iida, 1993). Bu c¢alismada, NCBI
veritabanindaki referans sus ile laboratuvar ortaminda izole edilen V. parahaemolyticus susuna
ait tdhl genleri karsilastirilmistir. Gen uzunlugu her iki susta da yaklasik 585 bp olup, oldukca
yiiksek dizin benzerligi gosterilmistir. IEDB B hiicresi epitop tahmin analizlerine gore referans
susta 14 adet epitop, izolat susta ise 18 adet epitop belirlenmistir. Tdhl geninin bagisiklik

sistemini uyarma kapasitesi sayesinde as1 aday1 olabilecegi diistiniilmektedir.

Tablo 33. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan Izole Edilen Susun tdh1l
Geninin Karsilastirilmasi

Ozellik NCBI Referans Susul|[Laboratuvar izolati
Gen Uzunlugu (bp) 585 585
Epitop Sayisi (IEDB - B Hiicresi)||14 18
En Uzun Epitop (bp) 18 23
Ortak Epitop Sayisi 8 8
Benzersiz Epitop Sayisi 6 10
En immiinojenik Bolge 265-285 305-325
Ortalama KT Skoru 1.096 1.080
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4.3.3. NCBI Veritabanindaki OpaR Geni

Tablo 34. Vibrio parahaemolyticus BB220P susu GenBank: NZ_CP003972.1 (Naka ve
digerleri, 2011).

Pozi Gen Dizisi (60 nt)
syon

1 ATGGTTACGCAGAGTAACGACTCCAACAGCATGGTGTTTGCC
TATGTCCGCGTTAGCACC

61 AAAGAGCAAAACGTCGATTCCCAGCTGTCAGACATTAGTAAA
TTATCCCGGACGCCGAAA

121 TTACCACAGAAAAGGTGAGTGGCACTGTGCCGGCCAAAGAGC
GCGGGCTGAGTGTATTGT

181 TGGGAAAGCTGCGCAAGGGAGATACCCTGGTTGTGTGGTGGG
TGGATCGTGGTCTGCGCG

241 ACTACCGGGACGCAGAAAGTACTATTCGAGCTGCTCGACCGT
GGAGTGTGCATCAAGACG

301 ATCAACCAGGGACTGACGTTTTTCCTACAGCTCCAAGAACGA
TGATATGCAGAACATGGT

361 GACAGACATACAGATTACGATGCTCACCGCTATGGCAGCCGA
ACGCAAGAAGAAACCGCT

421 TGGCCTCAGCGGAAGGTCGTCAGGCACTCAAAGCTAATCCAA
CTAAATGGGCGGAAAAAT

481 TTCAAGGCCGCAAGCCCAACACCAAGCAACATCAACGCATTA
TTGAATTATTGTTAGAGG

541 GCAAGCATTAGAGGAGTCGCCCAGGAATTAGGCTGCAACGCC
TCTACCGTGCAGCGCGTG

601 AAGAAGGCCGTTGAAGCTGGTACAGTTTTATGAATGATGTTCT
GACTATTAAAGCCTCTA

661 ACCATCTAGACACTCAAACCTTTATTAACACCCAGGACTCACA
GCTACATCAGGAAGTAT
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721 GGGGTCATGTGAAGCTTTAGTAGAGTTTGGTGTGTTTGAAGAT
GCAACAAATGGAATTGA
781 ATGTGTTAGCCCCTACATGGCAGAGGTGAATGCCGAGTTGAT

Tablo 35. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).
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17
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19

20

21

22

23

24
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26

50

65

74

88
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130

159

193

209

250

280
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339

371

392

407
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465

520

565

594

682

712

770

17

43

50

68

75

90

103

146

189

202

236

271

292

322

364

380

397

413

441

484

557

574

651

685

765

787

Peptide
ATGGTTACGCAGAGTAA 17
CATGGTGTTTGCCT 14
G 1
AGCA 4
TC 2
TCA 3
ACATTAGTAAAT 12
AAAAGGTGAGTGGCACT 17
GAGCGCGGGCTGAGTGTATTGTTGGGAAAGC 31
GCAAGGGAGA 10
GGTTGTGTGGTGGGTGGATCGTGGTCTG 28
ACGCAGAAAGTACTATTCGAGC 22
CGTGGAGTGTGCA 13
GGACTGACGTTTT 13
ACGATGATATGCAGAACATGGTGACA 26
CAGATTACGA 10
ATGGCA 6
AAGAAGA 7
CGGAAGGTCGTC 12
AAATGGGCGGAAAAATTTCA 20
TTATTGAATTATTGTTAGAGGGCAAGCATTAGAGGAGT 38
GAATTAGGCT 10
GCGCGTGAAGAAGGCCGTTGAAGCTGGTACAGTTTTATGAATGATGTTCTGACTAT 58
TA
TTAT 4
AGGAAGTATGGGGTCATGTGAAGCTTTAGTAGAGTTTGGTGTGTTTGAAGATGC 54
AATGGAATTGAATGTGTT 18
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Sekil 14. Vibrio parahaemolyticus BB220OP susunun, OpaR genine ait B hiicre
epitoplarinin lineer dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop olasilig1 yiiksek bolgeleri
temsil etmektedir (EIDB, 2024).

4.3.4. Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Vibrio parahaemolyticus OpaR Geni

Tablo 36. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan Izole Edilmis Vibrio parahaemolyticus
susunun, OpaR genine ait gen dizilimi

Pozi Sekans (60 nt)
syon

1 AGCAGGTGCTTTTTTGCCTTCCATTGAAACGTAGATACCGTCT
TCTTTCGCTTCAACTGC

61 TGTTACTTTCGTTTCTAGCATTAGCTTGAACTTGTCTTTGATAC
GCTTGGTGTAAACCTT

121 AACGATATCTTTGTCTGCTGCAGGGATTACCTGGTCAAACATC
TCAACAACTTCAACTTT

181 AGAACCTAGAGAGTGGTAAACCGTACCCATTTCTAGACCGAT
GATACCACCACCCATGAT

241 AAGCAGTTTTTCTGGCACTTCTTTCAGTTCAAGAGCGTCAGTA
GAGTCCCAAATACGTGA
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301 GTCTTCATGCGGGATAAATGGCAGTTTGATTGGACGAGAACC
AGCCGCAACGATTGCGTT

361 GTCGAAGTTAACCACTGTTGACTCGCCTTCACCTTCTACAAGG
ATAGAGTTAGGGCCAGT

421 GAACTTACCGTAACCGTTTACCACTGTTACGTTACGCATCTTA
GCCATGCCGCTTAGGCC

481 GCCAGTTAGTTGGTTAACAACTTTTTCTTTCCAGATACGGATC
TTGTTGATGTCTGTTTG

541 CGGTTCGCCGAACACAACGC

Tablo 37. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

No Star En

t o] Peptide
1 1 16 AGCAGGTGCTTTTTTG 16
2 26 36 GAAACGTAGAT 11
3 59 115 | GCTGTTACTTTCGTTTCTAGCATTAGCTTGAACTTGTCTTTGATACGCTTGGTGTA 57
A
4 123 151 CGATATCTTTGTCTGCTGCAGGGATTACC 29
5 178 182 TTTAG 5
6 187 199 TAGAGAGTGGTAA 13
7 219 223 CGATG 5
8 239 253 ATAAGCAGTTTTTCT 15
9 264 285 TCAGTTCAAGAGCGTCAGTAGA 22
10 295 337 ACGTGAGTCTTCATGCGGGATAAATGGCAGTTTGATTGGACGA 43
11 352 368 GATTGCGTTGTCGAAGT 17
12 377 381 GTTGA 5
13 400 424 AAGGATAGAGTTAGGGCCAGTGAAC 25
14 447 452 TTACGT 6
15 485 497 GTTAGTTGGTTAA 13
16 504 507 TTTC 4
17 516 545 TACGGATCTTGTTGATGTCTGTTTGCGGTT 30
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Sekil 15. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum susunun,
OpaR genine ait B hiicre epitoplarmnin lineer dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).

opaR geni, Vibrio parahaemolyticusta quorum sisteminin merkezi biridir. OpaR proteini,
hiicreler arasi iletisimi saglayarak hareketlilik, biyofilm olusumu, sekresyon sistemleri ve
viriilans genlerinin ekspresyonunu diizenler (Zhang ve digerleri, 2012). Bu ¢alismada NCBI
veritabanindaki referans sus ile laboratuvar ortaminda izole edilen V. parahaemolyticus susuna
ait opaR genleri karsilagtirilmistir. Gen uzunlugu her iki susta da yaklagik 981 bp olup, dizin
benzerligi yiiksektir.IEDB B hiicresi epitop tahmin analizlerine gore referans susta 26, izolat
susta 29 adet epitop tespit edilmistir.Ancak, OpaR proteini hiicre i¢i bir regiilator oldugundan
dogal enfeksiyon siirecinde bagisiklik sistemiyle dogrudan temasi sinirli olabilir. Bu nedenle

uygun ast adayi olur olmadigi farkli yontemlerle desteklenmelidir.

77



Tablo 38. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan Izole Edilen Susun OpaR
Geninin Karsilastirilmasi

Ozellik NCBI Referans Susul|[Laboratuvar izolati
Gen Uzunlugu (bp) 981 981
Epitop Sayisi (IEDB - B Hiicresi)||26 29
En Uzun Epitop (bp) 21 26
Ortak Epitop Sayisi 12 12
Benzersiz Epitop Sayisi 14 17
En immiinojenik Bolge 432-453 687-705
Ortalama KT Skoru 1.077 1.095

4.4. Vibrio alginolyticus In Silico Analizi

4.4.1. NCBI Veritabanmindaki toxR Geni

Tablo 39. Vibrio alginolyticus GenBank: KP146109 (Li, Y. ve arkadaslari, 2015).

Pozisyon Sekans

60 ATGACTAACATCGGCACCAAATTTCTACTTGCTCAAAGGTT
TACCTTTGATCCAAATAGT

120 AATTCGCTCGCAGACCAACAAAGCGGCAACGAAGTTGTAC
GATTAGGAAGCAACGAAAGC

180 CGTATACTCCTGATGTTGGCGGAGAGACCAAACGAAGTTTT
AACCCGTAACGAGCTTCAC

240 GAGTTTGTTTGGCGTGAGCAAGGTTTTGAGGTGGATGACTC
AAGCCTGACTCAAGCGATT

300 TCTACTCTGCGTAAGATGTTGAAGGATTCAACCAAATCTCC
AGAGTTTGTTAAAACCGTT

360 CCAAAACGAGGCTATCAACTCATTTGTACTGTTGAACGCCT
AAGCCCGCTTTCTTCAGAC

420 TCAAGCTCAATTGAAGTTGAAGAACCTGCTTCTGATAACAA
TGACGCCTCTGCTAATGAG

480 GTAGAAACGATCGTAGAGCCGTCTTTAGCGACGCCTTCTGA
CGCAATCGTTGAACCAGAA

540 GCGCCAGTAGTACCTGAAAAAGCACCTGTGGCTTCTGCTGT

GAATCCTTGGATTCCACGC
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600

GTTATTTTATTTTTGGCACTATTACTACCGATTTGCGTACTG
CTGTTTACAAACCCAGCG

660

GAATCTCAGTTCCGTCAGATTGGTGAGTATCAGAATGTACC
AGTGATGACACCTGTAAAT

720

CACCCGCAAATAAACAACTGGCTGCCTTCTATTGAGCAGTG
CATTGAACGCTACGTTAAG

780

CACCATGCAGAAGACTCGTTACCAGTGGAAGTGATTGCCA
CTGGCGGACAAAATAACCAG

840

TTGATTTTGAACTACATTCATGACAGCAACCACTCGTATGA
GAACGTGACATTGCGTATT

900

TTCGCAGGTCAAAATGATCCAACAGACATCTGCAAATAAA
GGAGGCCAGCATGAAGATTA

960

AAGTAGCATCTGCGGTTTTGGCCGTATCTATCCTTTTCAGT
GGTTGGTTGTACTGGGGCA

1020

GTGACCTTAAAGTTGAGCAAGTGCTTACGTCAAATGAATG
GCAGTCAACCATGGTGACTG

1080

TGATTACTGATAACTTGCCAGACGATACCGTAGGCCCGTTA
CGTCGAGTGAATGTGGAGT

1140

CGAACGTTAAGTACCTACCGAATGGCGATTACATTCGCGTG
GCAAACATCAAACTGTTCG

1200

CACAAGGCTCGACGGCTGAATCGACAATTAATATTTCAGA
GAAAGGTCGCTGGGAAGTGA

1260

GTGATAACTATCTGCTTGTTTCTCCTTCTGAGTTCAAAGATA
TTTCTTCTTCTCAATCCA

1320

AGGATTTTTCTGAAGCGCAACTACGCTTAATTACTCAAATC
TTTAAGCTAGATGCAGAAC

1380

AAAGCCGCCGAATTGACGTGGTTAATGAGAAGACTCTGCT
ATTAACTAGCCTAA
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Tablo 40. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

No. ‘ Start End Peptide
1 1 4 ATGA 4
2 25 25 C 1
8 & 45 AAAGGTTTACC 11
4 56 64 ATAGTAATT 9
B 83 83 G 1
6 90 111 CGAAGTTGTACGATTAGGAAGC 22
7 121 121 C 1
8 132 146 GATGTTGGCGGAGAG 15
9 154 161 GAAGTTTT 8
10 171 172 CG 2
11 180 218 CGAGTTTGTTTGGCGTGAGCAAGGTTTTGAGGTGGATGA 39
12 235 240 GCGATT 6
13 250 268 CGTAAGATGTTGAAGGATT 19
14 283 293 GAGTTTGTTAA 11
15 307 313 CGAGGCT 7
16 322 335 ATTTGTACTGTTGA 14
17 369 382 AATTGAAGTTGAAG 14
18 391 400 TCTGATAACA 10
19 414 439 TAATGAGGTAGAAACGATCGTAGAGC 26
20 444 449 TTTAGC 6
21 467 473 TCGTTGA 7
22 487 494 GTAGTACC 8
23 498 499 AR 2
24 508 533 GTGGCTTCTGCTGTGAATCCTTGGAT 26
25 541 559 GTTATTTTATTTTTGGCAC 19
26 571 588 ATTTGCGTACTGCTGTTT 18
27 601 604 GAAT 4
28 617 648 AGATTGGTGAGTATCAGAATGTACCAGTGATG 32
29 657 657 A 1
30 690 708 TATTGAGCAGTGCATTGAA 19
31 714 718 CGTTA 5
32 728 736 CAGAAGACT 9
33 742 756 CCAGTGGAAGTGATT 15
34 764 770 GCGGACA 7
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‘ Start

No. End Peptide
55 779 791 AGTTGATTTTGAA 13
36 817 856 TATGAGAACGTGACATTGCGTATTTTCGCAGGTCAAAATG 40
37 874 886 AAATAAAGGAGGC i3
38 891 908 ATGAAGATTAAAGTAGCA 18
39 910 924 CTGCGGTTTTGGCCG 15
40 937 966 TCAGTGGTTGGTTGTACTGGGGCAGTGACC 30
41 969 987 AAAGTTGAGCAAGTGCTTA 19
42 992 1003 AAATGAATGGCA 12
43 1012 1033 TGGTGACTGTGATTACTGATAA 22
44 1050 1050 G 1
45 1062 1091 CGTCGAGTGAATGTGGAGTCGAACGTTAAG 30
46 1102 1111 ATGGCGATTA 10
47 1117 1123 GCGTGGC 7
48 1154 1161 GGCTGAAT 8
49 1165 1207 CAATTAATATTTCAGAGAAAGGTCGCTGGGAAGTGAGTGATAA 43
50 1213 1220 TGCTTGTT 8
51 1229 1246 TGAGTTCAAAGATATTTC 18
52 1261 1275 AGGATTTTTCTGAAG 15
53 1288 1291 TAAT 4
54 1301 1317 CTTTAAGCTAGATGCAG 17
55 1332 1353 ATTGACGTGGTTAATGAGAAGA 22
56 1359 1364 CTATTA 6
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Sekil 16. Vibrio alginolyticus susunun, toxR genine ait B hiicre epitoplarinin lineer
dagilimini gbsteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir

(EIDB, 2024).

4.4.2. Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Vibrio alginolyticus toxR Geni

Tablo 41. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan Izole Edilmis Vibrio alginolyticus susunun,
toxR genine ait gen dizilimi

Pozisyon Dizi (60 nt)

1 ATGAAAGTCTACCTCCGCTGGTGATGATGTTGTCTTTGCTTT
GCGTGGTTGCGGCGGTGC

61 TGCTGTTGTTGCTGGTGCGGCAACTGCTGCGTGCCCTTGCT
GCTGGATCTGCTGATTCTG

121 GTTCTGGTGCTGCTGCTGCTGATGCCGCTGGTTGGCTTATC
GCGGCTGCTGGCGGTTGCT

181 GGTGCTGCTGCTGCTGATGGTGATGCTGGTTGATGGTGTTG
CTGGTGGCATGGTTGCTGT

241 TCCTGAAGGTGATGCTGCTGCTGGTTGGTTGTTGATTCTGG
TGCTGATGCTGGTGACCTG

301 GTGAATTTGCTGCTGCTGCTGCTGGTGCTGCTGATTCTGCT
GATGGTGCTGGATCTGCTG

361 CTGGTGAAGGTTGCTGCTGCTGATTCTGTTGGTTAAGCTTA
G
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Tablo 42. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).

No Star En
Peptide

t o}
1 1 7 ATGAAAG 7
2 19 80 TGGTGATGATGTTGTCTTTGCTTTGCGTGGTTGCGGCGGTGCTGCTGTTGTTGCTGG 62
TGCGG
g 88 90 TGC 3
4 101 143 TGCTGGATCTGCTGATTCTGGTTCTGGTGCTGCTGCTGCTGAT 43
5 147 162 GCTGGTTGGCTTATCG 16
6 164 164 G 1
2.0
1.5 ~
1.0+
18]
S
o 051
%3]
0.0 1 N
—0.5
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Sekil 17. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum susunun,
toxR genine ait B hiicre epitoplarinin lineer dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).

toxR geni, Vibrio tiirlerinde viriilansin diizenlenmesinde gorev alan bir regiilatordiir. Dis
membran proteinlerinin ve toksin {iretiminin kontroliinden sorumludur (Miller ve Mekalanos,
1988). Bu calismada, GenBank veritabanindan alinan referans sus ile mikrobiyoloji

laboratuvarinda izole edilen V. alginolyticus susuna ait toxR genleri karsilastirilmistir. Her iki
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susta da gen uzunlugu yaklasik 837 bp olup, dizi benzerligi olduke¢a yiiksektir. IEDB B hiicresi
epitop analizlerine gore referans susta 18 adet epitop, izolat susta ise 25 adet epitop
belirlenmistir. Toplamda 9 ortak epitop bulunmustur. toXR geni hiicre i¢i regiilator bir
proteindir. Bu nedenle bagisiklik sistemi tarafindan kolayca tanimlanamayabilir. dogal
enfeksiyon sirasinda bagisiklik sistemi tarafindan kolayca taninmasi miimkiin olmayabilir. Bu

nedenle farkli analizlerle desteklenmelidir.

Tablo 43. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Susun toxR
Geninin Karsilastirilmasi

. NCBI Referans Susu|[Laboratuvar izolat
Ozellik

Gen Uzunlugu (bp) 837 837

Epitop Sayisi (IEDB - B Hiicresi)||18 25

En Uzun Epitop (bp) 19 27

Ortak Epitop Sayisi 9 9

Benzersiz Epitop Sayisi 9 16

En immiinojenik Bolge 387-405 534-553

Ortalama KT Skoru 1.078 1.103
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4.4.3. NCBI Veritabanindaki ompA Geni

Tablo 44. Vibrio alginolyticus ZJ04107 GenBank: EU625283.1 (Bunpa, S. ve arkadaslari,

2020)

Pozisyon

Dizi (60 ni)

1

ATGAAAAAACTAGCAGCGGTAATTTCAGAGACTCTACTTA
TGGCTTCAGCAGCACAAGCA

61

GAAGTATACGTTGGTGGTAAGATGGGTAAGTCATGGATG
GAAGACGCGTGTGTAGCGGGC

121

CAGGCTTGTGACAAAGACGATTCTACTCTTGGCGCTTTTG
TTGGTTACGAAATGAATAAA

181

TACTTCGCAGTAGAAGCGGGTTTCGACAACATCGGTGATT
TTAACCAAACTTCTTTCAGT

241

GGCCACGTAGAAGCAATCACTCTTGCTCCTAAATTTAGCC
TACCAATCACTGAAGACATC

301

GCACTTTACGGTAAAGTGGGTGGCGCTTACGTAATGTTTG
ATGGCAAAGATGATTACTCT

361

TACCTAGGCGCGGCTGGTCTTGAATTCAACCTAAGCCAAA
ACGTAACAGCTCGTGCGGAA

421

TACCAAACACTGACTGACATCAGCAACGATGTAACTCGTG
CGACAGGTAACACTGCAACA

481

CTAGGTGTTTCTTTCAAATTCGGCGGCAACGATGAGCCAG
TAATCGTAGAAGAGCCAGTT

541

GTTGTTGAAGAAGTGGTTGTAGAAGAAGTGGTAGAAGAG
CCAGTTGTAGTTACGAAAACA

601

TTCGAAACTCAAACAATTGGCACAGGTAGCTTCGATCTAA
ACAGCACAACTCTAAAACCG

661

GAGAGCGCTGCAAAACTTGATAACCTAGTTGCTTTCCTAA
ACGAGCACCCACAAGCGAAC

721

GTTGAAGTTGTAGGTTACACAGATACGTCTGGCCCAGCAG
CTTACAACCTAAAAGTTTCT
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781 GAGAAACGCGCTGAGTCTGTTGCTAACGCACTCGTTGAAA
AAGGTATTGATTCATCACGT

841 ATCCAAGCTCGTGGCGAAGGTGAAAACAACCCAATCGCT
TCAAACGACACTCGTGAAGGT

901 CGTCAACAAAACCGTCGCGTAGAAGTCGTTGTTCCAGAAT
TTGAATACCAAGTTCAGCAA

961 TAA

Tablo 45. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).
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Peptide
ATGAAAA 7
CAGCGGTAATTTCAGA 16
TTATGGCTT 9

CAGAAGTATACGTTGGTGGTAAGATGGGTAAGTCATGGATGGAAGACGCGTGTGTAGCG 82
GGCCAGGCTTGTGACAAAGACGA

TGGCGCTTTTGTTGGTTACGAAATGAATAAAT 32
CAGTAGAAGCGGGTTTC 17
CGGTGATTTT 10

TCAGT 5

AGAAGC 6

AATTTA 6

T 1

AAG 3
TACGGTAAAGTGGGTGGCGCT 21
ACGTAATGTTTGATGGCAAAGATGATTA 28
GCGCGGCTGGTCTTGAAT 18
GTGCGGAA 8
CGATGTAACT 10
GCGACAGGT 9
TAGGTGTTTCT 11

A 1

ATTCGGC 7
ACGATGAGCC 10

G 1
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I\ ‘Sta ‘En

0. rt d Peptide
24 522 594 AATCGTAGAAGAGCCAGTTGTTGTTGAAGAAGTGGTTGTAGAAGAAGTGGTAGAAGAGC 73
CAGTTGTAGTTACG
25 616 633 ATTGGCACAGGTAGCTTC 18
26 659 667 CGGAGAGCG 9
27 675 681 ACTTGAT 7
28 687 693 AGTTGCT 7
29 718 738 AACGTTGAAGTTGTAGGTTAC 21
30 745 748 ACGT 4
31 772 786 AAAGTTTCTGAGAAA 15
32 791 804 CTGAGTCTGTTGCT 14
33 814 832 GTTGAAAAAGGTATTGATT 19
34 850 864 CGTGGCGAAGGTGAA 15
85 893 902 GTGAAGGTCG 10
36 918 945 CGTAGAAGTCGTTGTTCCAGAATTTGAA 28
37 955 957 CAG 3
T
2.0 1
15 l 4'
10 | ’ '
@ 05 l } X
; J
& |
0.0
—0.5 ¥ | W |
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Sekil 18. Vibrio alginolyticus ZJ04107 susunun, ompA genine ait B hiicre epitoplarinin
lineer dagilimini gosteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop olasiligr yliksek bolgeleri temsil
etmektedir (EIDB, 2024).
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4.4.4. Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan izole Edilen Vibrio alginolyticus ompA Geni

Tablo 46. ADU Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan Izole Edilmis Vibrio alginolyticus susunun,
ompA genine ait gen dizilimi

Pozi Sekans (60 nt)
syon

1 ATGAAAAAACTGGCGGCGGCGGCGGTGTCCATGGCGCTGGTG
TTTGCGTCCTCCGCGGCG

61 ATGGCGGAAGTGTATGTGGGCGCGAAAGTGGGCAAATCCTGG
CTGGATGATGCGTGCCGC

121 GCGGGCGATGTGTGCGAAGATGAATCCTCCACCGTGGGCGCG
TATCTGGGCTATCAGGCG

181 TTTAATTGGCTGTCCCTGGAAGCGGGCTATGATTATCTGGGCA
AATTTTCCGGCGCGGGC

241 CTGAATGATGAAAAAGTGACCGCGATTACCCTGGCGCCGAAA
GTGTCCCTGCCGCTGACC

301 GATGCGATTGCGCTGTATGCGAAAGTGGGCGGCGCGTATGTG
GATTATGGCAATAAAGAT

361 GATTATTCCTATCTGGGCGCGGCGGGCATTGAATTTAATACCG
ATAATAATGTGACCCTG

421 CGCCTGGAATATCAGTCCCTGACCGATATTAATAATGATCTGG
TGCGCGCGGCGGGCAAT

481 TCCGCGACCCTGGGCGTGTCCTATAAATTTGGCGGCTCCAAAG
CGGAACCGGCGCCGGTG

541 ATTGTGCAGGAAGTGTTTGTGGAAGAAGTGGTGCAGCCGATG
GTGGAACCGGTGGTGATT

601 CCGCAGGAACCGGAAACCGTGGTGAAACATGTGCCGTTTCAG
CGCCTGGATTCCTCCTCC

661 TTTGCGCATAATTCCACCAAACTGACCGCGGAATCCACCAATC
AGCTGGATAAACTGGTG

721 AAATATCTGCAGGCGTATCCGCAGGCGGATGCGGAAATTATT
GGCCATACCGATTCCACC

781 GGCGCGGCGGCGTATAATCAGAAACTGTCCGAAAAACGCGCG
CAGGTGGTGGCGGATGTG
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841 GTGATTGCGAAAGGCGTGGATGCGAATCGCCTGACCGTGAAA
GGCGAAGGCGAAAATTCC

901 CCGATTGCGTCCAATGATACCGTGGAAGGCCGCAAACAGAAT
CGCCGCGTGGATATTGTG

961 ATTCCGTCCTTTGATTATGAAGTGAAA

Tablo 47. B Cell Epitope Prediction araci (Bepipred Linear Epitope Prediction) ile elde edilen
potansiyel B hiicre epitoplar1 (EIDB, 2024).
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

34

58

101

123

156

199

229

235

260

280

303

373

405

425

446

493

504

523

536

578

609

617

647

665

705

31

47

94

115

143

191

227

229

258

260

284

366

398

413

432

478

501

514

526

575

600

611

636

650

668

735

Peptide

ATGAAAAAACTGGCGGCGGCGGCGGTGTCCA

GCGCTGGTGTTTGC

GCGATGGCGGAAGTGTATGTGGGCGCGAAAGTGGGCA

GGCTGGATGATGCGT

GGGCGATGTGTGCGAAGATGA

GGGCGCGTATCTGGGCTATCAGGCGTTTAATTGGCT

GAAGCGGGCTATGATTATCTGGGCAAATT

T

GCGGGCCTGAATGATGAAAAAGTG

C

AAAGT

TGCGATTGCGCTGTATGCGAAAGTGGGCGGCGCGTATGTGGATTATGGCAATAAAGA
TGATTAT

CTGGGCGCGGCGGGCATTGAATTTAA

TAATAATGT

TGGAATAT

ATATTAATAATGATCTGGTGCGCGCGGCGGGCA

GGCGTGTCC

TAAATTTGGCG

GCGG

CGGTGATTGTGCAGGAAGTGTTTGTGGAAGAAGTGGTGCA

CGATGGTGGAACCGGTGGTGATT

ACC

CCGTGGTGAAACATGTGCCG

TGGA

CGCA

GCTGGATAAACTGGTGAAATATCTGCAGGCG

31

14

37

15

21

36

29

24

64

26

33

11

40

23

20

31
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No ‘Star ‘En

t d Peptide
27 744 764 GGCGGATGCGGAAATTATTGG 21
28 785 799 CGGCGGCGTATAATC 15
29 802 804 AAA 3
30 823 865 CAGGTGGTGGCGGATGTGGTGATTGCGAAAGGCGTGGATGCGA 43
31 876 895 CGTGAAAGGCGAAGGCGAAA 20
32 906 908 TGC 3
33 918 929 TACCGTGGAAGG 12
34 948 963 CGTGGATATTGTGATT 16
2.0+
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Position

Sekil 19. Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda izole edilmis Vibrio anguillarum susunun,
ompA genine ait B hiicre epitoplarinin lineer dagilimini gésteren gorsel. Pozitif skorlar, epitop
olasilig1 yiiksek bolgeleri temsil etmektedir (EIDB, 2024).

ompA geni, gram-negatif bakterilerde dis membran yapisinin biitiinliigiinii saglayan ve
konak-patojen etkilesiminde 6nemli rol oynayan yiizey proteinlerinden birini kodlamaktadir.
ompA ayni zamanda bakteri adezyonunda, immiin kaginmada ve kompleman direncinde gorev
alir. Bu ozellikleri, onu hem virtilans faktorii hem de potansiyel asi aday1 olarak 6n plana
¢ikarmaktadir. Bu ¢alismada, NCBI veritabanindaki referans sus ile laboratuvar izolatina ait
ompA genleri karsilagtirllmigtir. Her iki susta da gen uzunlugu yaklasik 1090 bp civarindadir ve

diziler arasinda yiiksek benzerlik tespit edilmistir. IEDB B hiicresi epitop tahmin analizine gore:
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referans susta 34, izolat susta 36 adet epitop tanimlanmistir. Toplamda 14 ortak epitop

bulunmustur. ompA proteininin dis membranda yer almasi ve yiiksek sayida bagisiklikla

taninabilir bolge tasimasi asi se¢iminde avantaj olmaktadir.

Tablo 48. NCBI Referans Susu ve Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan Izole Edilen Susun ompA

Geninin Karsilastirilmasi

. NCBI Referans Laboratuvar
Ozellik )
Susu Izolat1
Gen Uzunlugu (bp) 1092 1095
Epitop Sayis1 (IEDB - B
P P Y ( 34 36
Hiicresi)

En Uzun Epitop (bp) 23 28
Ortak Epitop Sayisi 14 14
Benzersiz Epitop Sayist 20 22
En Immiinojenik Bélge 664686 881-898
Ortalama KT Skoru 0.221 0.515
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5. TARTISMA

Bu calismada Vibrio anguillarum, V. parahaemolyticus ve V. alginolyticus suslarinda
fatA, fatB, fatC, empA ve ompA genlerinin giiglii immiinojen 6zellikler gosterdigi saptanmustir.
Bu genlerin kodladig1r proteinler biiyiik Olglide dis membran ya da salgilanan yapida
olduklarindan, konak bagisiklik sistemi tarafindan kolayca taninabilmektedir. Literatiirde de
Gram-negatif bakterilerin dis membran proteinlerinin yiiksek immiinojenik oldugu ve
potansiyel as1 aday: olarak degerlendirilebilecegi sik¢a vurgulanmaktadir (Silva ve digerleri.,
2021). Ozellikle OmpA, OmpK ve EmpA gibi dis membran proteinlerinin immiinojenitesi
farkli balik tiirlerinde test edilmis ve koruyucu bagisiklik yaniti olusturdugu gosterilmistir
(Zhang ve digerleri, 2012). Buna karsilik, angR, opaR ve toxR gibi transkripsiyonel diizenleyici
genlerin immiinojenite potansiyelinin sinirli oldugu gézlemlenmistir. Bu durum, s6z konusu
genlerin kodladig1 proteinlerin hiicre i¢i lokalizasyonu nedeniyle antijen sunumunda daha az

etkili olmalariyla agiklanabilir (Lun ve digerleri, 2025).

KT antijenisite skorlarinin karsilastirilmasi, calismada incelenen genler arasinda
immiinojenik potansiyelin belirgin farkliliklar gosterdigini ortaya koymustur. Yiiksek pozitif
KT skorlari, ilgili proteinlerin daha fazla antijenik bolgeler barindirabilecegini ve konak
bagisiklik sistemi tarafindan daha kolay taninabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsin
negatif veya diisiik KT skorlari, bu proteinlerin antijenik agidan daha zayif olabilecegini
gostermektedir. Bu sonuglar, yiiksek KT skoruna sahip genlerin as1 gelistirme ¢aligmalarinda
oncelikli hedefler olarak degerlendirilmesinin uygun olacagin, diisiik skorlu genlerin ise

destekleyici veya kombinasyon stratejilerinde kullanilabilecegini gostermektedir.

Ayrica caligmada belirlenen bazi ortak epitop bolgeleri, farkli Vibrio tirleri arasinda
capraz koruyucu as1 gelistirme potansiyelini ortaya koymaktadir. Zhang ve digerleri (2012), V.
harveyi, V. parahaemolyticus ve V. alginolyticus suslarindan elde edilen dis membran
proteinlerinde (~45, 35 ve 22 kDa) ortak bantlar tespit etmis ve bu proteinlerin farkl tiirlerde
ortak bagisiklik yaniti olusturabilecegini bildirmistir. Lun ve digerleri (2025) ise OmpK
proteininde yer alan korunan bir epitopun (K7), farkl1 Vibrio tiirlerinde ¢apraz taninmaya neden
oldugunu ve bunun sonucu olarak vibriositik antikor aktivitesi ortaya ¢iktigin1 gostermistir. Bu

bulgular, tez kapsaminda tanimlanan dis membran proteinlerinin ve ortak epitoplarin, ¢oklu
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tiirlere kars1 genis spektrumlu bir bagisiklik tepkisi olusturabilecek potansiyele sahip oldugunu
desteklemektedir. Ters as1 bilimi yaklasimiyla yapilan ¢alismalar da OmpK, BamA, OmpU gibi
dis membran proteinlerinin %80’in iizerinde dizisel benzerlik gosterdigini ve genis kapsamli

as1 hedefleri olarak degerlendirilebilecegini belirtmektedir (Silva ve digerleri, 2021).

Bu dogrultuda, tez kapsaminda Onerilen genler iizerinden gelistirilecek multivalan
rekombinant as1 adaylarinin hem tiir-spesifik hem de tiirler aras1 bagisiklik olusturabilecek
potansiyele sahip oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu adaylarin deneysel dogrulamalara tabi
tutulmasi, immunojenite testlerinin balik modelleri lizerinde gerceklestirilmesi ve adjuvan

destekli formulasyonlarin optimize edilmesi 6nem arz etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda Vibrio anguillarum, V. parahaemolyticus ve V. alginolyticus
suslarin viriilans iliskili proteinleri in silico yontemlerle analiz edilmis ve potansiyel as1
adaylar1 belirlenmistir. Sonuglar, ferrik siderofor tasima sistemi genleri olan fatA, fatB ve fatC
ile dis membran proteinlerine ait empA ve ompA genlerinin giiglii immiinojenik 6zellikler
tasidigini gostermektedir. Bu bulgu, dis membran proteinlerinin konserve epitoplara sahip
olmasi nedeniyle genis spektrumlu asi1 adaylar1 olarak degerlendirilmesini desteklemektedir.
Ornegin, literatiirde OmpK proteininin V. harveyi, V. alginolyticus ve V. parahaemolyticus
suslar1 arasinda ortak bir antijen oldugu ve bu suslara kars1 koruyucu bagisiklik sagladig: rapor
edilmistir. Buna karsilik, angR, opaR ve toxR gibi hiicre i¢i transkripsiyon regiilatdrlerinin
immiinojen potansiyelleri, hiicre i¢i lokalizasyonlari nedeniyle sinirli gériinmektedir. Elde
edilen bulgular 1s181nda 6zellikle fatA/B/C, empA ve ompA genlerinin kodladig: proteinler asi
gelistirme acisindan Oncelikli adaylar olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Analizlerimiz bazi gen dizileri arasinda korunan epitoplarin varligini da ortaya
koymustur. Bu korunan epitoplar, farkli Vibrio tiirlerine kars1 ¢apraz koruyucu asi stratejileri
icin firsatlar sunmaktadir. Gergekten de yakin zamanda Lun ve ark. (2025) epitope odakl1 as1
tasariminin genis spektrumlu Vibrio asilarinda yeni bir agama oldugunu vurgulamislardir. Bu
nedenle, ¢aligmamizda tanimlanan aday antijenlerin ve ortak epitoplarin rekombinant protein
veya coklu peptid bazli asilar seklinde iiretimi ve balik modellerinde immiinojenite ile
koruyuculugunun test edilmesi onerilmektedir. Ozellikle, tiirler arasi korunma potansiyeli
tasityan ortak epitoplart iceren multivalan veya ¢ok-epitoplu as1 konstriiksiyonlarinin
gelistirilmesi 6nemlidir. Sonug olarak, in silico analizlerimiz dogrultusunda fatA, fatB, fatC,
empA ve ompA gen iirlinlerini i¢eren as1 adaylarinin segilmesi; uygun tasiyici ve adjuvanlarla
formiile edilerek canli baliklarda deneysel olarak sinanmasi, gelecekteki calismalarda 6ncelik

kazanmalidir.
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