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(IKINCi DANISMAN: Dog¢. Dr. Esra ACAR SOYKUT)
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Lactococcus garvieae, insan, hayvan ve baliklarda cesitli bulasict
hastaliklara neden olan bir balik patojenidir. Ozellikle su iiriinleri yetistiriciliginde
onemli ekonomik kayiplara neden olan bu bakteri tathi su, deniz suyu, toprak ve
bitki yiizeyleri gibi ortamlarda bulunmaktadir. Gidalarda patojenlerin inhibisyonun
saglanmasi icin ¢esitli yontemler (1s1l islem, kimyasallar gibi) kullanilsa da bu
yontemlerin dezavantajlart mevcuttur. Bu ydntemlerin aksine, son yillarda
patojenlerin ortadan kaldirilmasi i¢in umut verici antimikrobiyal ajanlar olarak
goriilen bakteriyofajlarin bircok avantaji vardir. Bu ¢alismada, L. garvieae'e 6zgi
litik bakteriyofajlardan olusan bir faj kokteylinin su 6rnegi iizerindeki etkinligi
degerlendirilmistir. Bu amagla, Bolu ilinin farkli bolgelerinden toplanan 24 adet ¢ig
inek siitli ve 1 adet kanalizasyon suyu 6rneginden L. garvieae etkili 29 adet faj izole
edilmistir. izole edilen bu fajlar saflastirilip titreleri 108 PFU/mL’ye ulastiktan sonra
DNA’lar1 izole edilmis ve RFLP profilleri belirlenmistir. Restriksiyon profillerine
gore 3 gruba ayrilan fajlardan titresi en yliksek olan 12S4-2, 15S3-2 ve 15S21-2
fajlar secilerek karakterize edilmistir. Bu fajlarin karakterizasyonu i¢in enfeksiyon
cokluklari, adsorpsiyon hizlari, konak¢1 araliklari, latent donemleri ve patlama
boyutlar1 belirlenmistir. Karakterize edilen 1254-2, 15S3-2 ve 15521-2 fajlarindan
bir faj kokteyli hazirlanmis ve su Orneginde L. garvieae lizerindeki etkinligi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, faj kokteylinin MOI (Multiplicity of Infection):
0,1 ve MOI: 10 degerlerinde L. garvieae suslarini tamamen ortadan kaldirdigini
gostermistir. Bu sonug, faj kokteylinin L. garvieae'nin su 6rnegindeki varligini etkin
bir sekilde azalttigini ve potansiyel olarak patojenin kontroliinde kullanilabilecegini
gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Bakteriyofaj, Lactococcus garvieae, Balik Patojeni
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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PHAGES THAT CAN BE
USED IN INHIBITION OF LACTOCOCCUS GARVIEAE BY PHAGE
THERAPY METHOD IN FOODS
MSC THESIS
ASLI YILDIRIM
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF FOOD FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: Prof. Dr. ibrahim CAKIR )
(CO-SUPERVISOR: Assoc. Prof. Esra ACAR SOYKUT)

BOLU, JULY 2023
XV + 63

Lactococcus garvieae is a fish pathogen that can cause various infectious
diseases in humans, animals, and fish. It is particularly problematic in aquaculture,
leading to significant economic losses. This bacterium can be found in
environments such as freshwater, seawater, soil, and plant surfaces. While various
methods, such as heat treatment and chemicals, are used to inhibit pathogens in
food, these methods have their drawbacks. In contrast, bacteriophages, which have
been considered as promising antimicrobial agents for the elimination of pathogens
in recent years, offer several advantages. This study evaluated the effectiveness of
a phage cocktail composed of lytic bacteriophages specific to L. garvieae on a water
sample. For this purpose, 29 phages effective against L. garvieae were isolated from
24 raw milk samples collected from different regions of Bolu province, as well as
1 sewage water sample. After isolating and purifying these phages, their titers
reached 108 PFU/mL, and their DNA was isolated and RFLP profiles were
determined. Based on the restriction profiles, the phages were divided into three
groups, and the phages with the highest titers, namely 12S4-2, 15S3-2, and 15S21-
2, were selected and characterized. The characterization of these phages involved
determining their infection multiplicities, adsorption rates, host ranges, latent
periods, and burst sizes. A phage cocktail was prepared using the characterized
phages 1254-2, 15S3-2, and 15S21-2, and its effectiveness on L. garvieae in the
water sample was observed. The results showed that the phage cocktail completely
eliminated L. garvieae strains at MOI (Multiplicity of Infection) values of 0.1 and
10. This results indicate that the phage cocktail effectively reduced the presence of
L. garvieae in the water sample and could potentially be used for controlling the
pathogen.

KEYWORDS: Bacteriophage, Lactococcus garvieae, Fish Pathogen
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1. GIRIS

Gida, insan yasaminin en temel gereksinimlerinden biridir. Insanin saglikli
ve kaliteli bir yagsam siirmesi i¢in tiikettigi gidanin gilivenilir olmas1 gerekmektedir.
Dolayisiyla gida giivenligi de bir insan hakk1 olarak goriilmektedir. Gida giivenligi,
birey ve toplum saghgim iyilestirmekte, uygulandigi ve gelistirildigi bélgenin
ekonomik biiyiimesini artirmaktadir. Gida, topraktan tabaga kadar olan tedarik
zincirinde mikrobiyal, kimyasal veya g¢evresel bazi kontaminasyonlara maruz
kalabilmektedir (Fung et al., 2018). Diinya ¢apinda, gida kaynakli hastaliklardan en
fazla patojenik bakteri ve viriisler sorumludur (Diinya Saglik Orgiitii (WHO),
2020). Salmonella, Vibrio parahaemolyticus, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli O157:H7 ve Shigella gibi gida kaynakli patojenlerin neden oldugu gida
kaynakli hastaliklar, gida giivenliginde ciddi bir halk saglig1 sorununa yol
acmaktadir (Zhao et al., 2018). Ayrica, ulusal ekonomiler i¢in ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Bu konuda diinya genelinde artan kanunsal diizenlemelere ve
tyilestirilmis hijyen yonetim sistemlerine ragmen, gidalarin mikrobiyal
kontaminasyonu, hala ciddi saglik problemlerine neden olmaktadir. Bu nedenle,
patojenlerin incelenmesi ve izlenmesi, gida tirlinlerinin giivenliginin saglanmasi ve

boylece hastalik olusumunun azaltilmas: bilylik 6nem tagimaktadir (Zhang et al.,
2020).

Su irilinleri yetistiriciligi diinyada en hizli biiyliyen gida iiretim
sektorlerinden biridir ve bakteriyel hastaliklar su iiriinleri yetistiriciliginde yiiksek
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Asilama, su iriinleri yetistiriciliginde
bakteriyel hastaliklarin olusumunun azaltilmasina katkida bulunsa da hala asilama
yoluyla basarili bir sekilde kontrol edilemeyen birgok patojen vardir (Dubey vd.,
2022). Baliklarda patojenik etkiye sahip mikroorganizmalardan biri de Lactococcus
garvieae’dir (Bafos vd., 2019; Kuebutornye vd., 2020). Bu patojen, insanlarda,
hayvanlarda ve baliklarda 6liimciil hemorajik septisemi ve meningoensefalite
neden oldugu bilinen Gram pozitif, a-hemolitik, zincir olusturan bir koktur. L.
garvieae, Akdeniz bolgesi, Japonya, Avrupa, Giineydogu Asya tilkeleri ve Kuzey
Amerika'da su triinleri yetistiriciliginde énemli ekonomik kayiplara neden olan,
tatli sudan denize kadar genis bir yasam alanina sahip bir balik patojenidir (Shahi

ve Mallik, 2020a). Giiniimiizde, L. garvieae gibi bakterilerin neden oldugu



hastaliklarin tedavisi i¢in yaygin olarak antibiyotikler kullanilmaktadir. Fakat bu
durum antibiyotige direngli bakterilerin hizla ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Bu nedenle mikroorganizmalarin sebep oldugu, insan sagligini tehdit eden sorunlari
ortadan kaldirilmak ve daha giivenli gida iiretmek igin yeni antimikrobiyallere
ihtiya¢ duyulmaktadir (Chegini vd., 2020). Antibiyotiklere direngli bakterilerin
tedavisinde, bakteriyofajlar dedigimiz viriisler, potansiyel antimikrobiyaller olarak
goriilmektedir. Bu nedenle, bakteriyofajlar {izerine yapilan arastirmalarin 6nemi

giderek artmaktadir.

Bakteriyofajlar veya fajlar, bakterileri enfekte eden viriislerdir (Kakasis ve
Panitsa, 2019; Ye vd., 2019). Isil islem, yiiksek basing, 1sinlama, antibiyotikler ve
kimyasal koruyucular gibi ¢esitli gida koruma yontemleri goz oniine alindiginda,
bakteriyofaj uygulamasinin birgok avantaji vardir. Bunlarin basinda, kendilerine
Ozgiilliik saglayan bir konakg1 araligina sahip olmalar1 gelmektedir (Duc vd., 2018;
Ramos-Vivas vd., 2021). Bu 6zellikleri sayesinde, gida ve gastrointestinal sistem
gibi karmagik mikrobiyal ortamlarda yararl flora zarar gormemektedir (Coffey vd.,
2010). Ayrica kullanimlar1 gidanin organoleptik &zelliklerini degistirmemekte,
kullanimlari ile antibiyotik ve dezenfektanlarda oldugu gibi ¢evreye olumsuz bir
etkileri olmamaktadir. Segici aktivitelerinin yani sira, gida endiistrisinde hem Gram
negatif hem de Gram pozitif patojenlerin olusturdugu biyofilmleri ortadan
kaldirmak veya zayiflatmak icin kullanimlar1 basarili bir sekilde sonu¢lanmaktadir
(Ramos-Vivas vd., 2021). Ayrica fajlarin, antibiyotiklere gore, bakteriyel
konakgilarina karsit direng gelistirme riski disiiktir (Huang vd., 2022). Bu
ozelliklerinin yani sira, gida kaynakli patojenleri kontrol etmek i¢in gida koruyucu
maddeleri olarak kullanimlari nedeniyle Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan Genel Olarak Giivenli Olarak Kabul Edilir (GRAS)
statilisiine sahiptirler. Bu avantajlarindan dolayi, giiniimiizde gidalardan patojenleri
uzaklastirmak igin bakteriyofajlarin kullanimi giderek yayginlasmaktadir. Ornegin
birgok iilke Listeria monocytogenes’i inhibe etmek i¢in ListShieldTM ve ListexTM
P100 gibi ticari fajlar1 kullanmaktadir (Pietracha ve Misiewicz, 2016).

Bu tez caligmasinda, bir balik patojeni olan L. garvieae'ye ozgii litik
bakteriyofajlardan olusan bir faj kokteylinin su 6rnegi ortaminda L. garvieae'yi
inaktive etme etkinligi degerlendirilmistir. Bu amagla, ¢esitli siit 6rneklerinden L.

garvieae'yi inhibe eden litik fajlar izole edilmis ve Kkarakterizasyonu



gerceklestirilmistir. izole edilen fajlar RFLP profillerine gore gruplandirildiktan
sonra, birbirinden farklilik gésteren fajlardan olusan bir karigim hazirlanmis ve bu
karisimin su 6rneginde Lactococcus garvieae'nin biyokontrolii i¢in etkinligi tespit

edilmistir.



2. GENEL BILGILER

Gilivenli gida kaynaklari, saglikli ve kaliteli beslenmeyi beraberinde
getirmekte, ulusal ekonomileri, ticareti ve turizmi desteklemekte ve siirdiiriilebilir
kalkinmani temelini olusturmaktadir (WHO, 2022). Diinya Saglik Orgiitii, kiiresel
olarak yaklasik 600 milyon insanin yilda 420.000'e kadar 6liimle sonuglanan, gida
kaynakli ciddi hastaliklar yasadigini tahmin etmektedir. Bunun dogrudan saglik
hizmetleri maliyetleri ve dolayli iiretkenlik maliyetleri kayb1 nedeniyle finansal
etkisinin 110 milyar dolar1 astig1 tahmin edilmektedir (WHO, 2020). Dolayisiyla,
gida siirdiiriilebilirligi ve giivenligi, diinya capinda gida iireticilerinin dikkatli
olmasimi gerektiren iki 6nemli konudur. Gelismis iilkelerde tiiketiciler, dogal
yollarla iiretilen gidalar1 tiiketmeye dogru kayma, giivenli, dogal, kimyasal
koruyucu icermeyen ve tiiketici taleplerini karsilamak icin kabul edilebilir kalitede
gidalarin tretilmesi konusunda 6nemli bir baski olusturmaktadir (Endersen ve

Coffey, 2020).

Gida kaynakli patojenler ile kontamine olan yiyecek veya igecekler,
genellikle gida kaynakli enfeksiyon ve gida kaynakli zehirlenme olarak
siniflandirilan gida kaynakli hastaliklara neden olmaktadir (Anvar vd., 2021).
Cevrede bulunan bakteri, viriis, parazit ve kiifler, gida maddelerine kolaylikla
bulagmakta ve tiiketicilerde hastaliklara neden olmaktadir (Saravanan vd., 2021).
Son otuz yilda, kontamine taze iiriinlerden kaynaklanan gida kaynakli hastaliklarin
ortaya ¢ikiginda, marul ve lahana gibi diisiik yaprakli sebzeler, sarimsak ve sogan
gibi kok {irlinleri, domates, biber, karpuz ve kavun gibi toprakta yetisen sebze ve
meyveler sorumlu olmaktadir (Banach ve Van Der Fels-Klerx, 2020). Taze
tirlinlerin yan1 sira, balik ve deniz iiriinleri, ciger ezmesi, tavuk iirlinleri, et ve et
tiriinleri, dondurma, ¢ig siit, piring yemekleri, makarna, fistik, un, soguk sandvigler

ve meyve sulart da gida kaynakli salginlara neden olmaktadir (Bintsis, 2017)

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) gibi, gida giivenliginden sorumlu
kuruluslar tarafindan gida kaynakli salgilarindan baslica Escherichia coli,
Salmonella sp., Listeria sp., Cyclospora sp., Clostridium sp., Campylobacter sp.,
Vibrio sp., Shigella sp., Pseudomonas sp., ve Acinetobacter sp. ‘in sorumlu

oldugunu bildirilmistir (Saravanan vd., 2021). Giinimiizde bu patojenlerin



inhibasyonunun saglanmasi icin 1s1l islem, yiiksek basing, kimyasal koruyucular,
antibiyotikler, ultraviyole (UV) 1sinlar gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Fakat bu yontemlerin baz1 dezavantajlart mevcuttur (Duc vd., 2018; Ramos-Vivas
vd., 2021). Ornegin 1s1l islem, yiiksek basing ve 151 uygulamalar gidalarin tadini
ve besin degerlerini azaltabilmektedir. Ayrica bazi patojenler, yiiksek sicaklik, tuz
ve seker konsantrasyonlarina dayanikli olabilmektedir. Kimyasal koruyucularin
kullanimi ise, baz1 insanlarda alerjik reaksiyonlara neden olmakta ve insan sagligina
zarar vermektedir. Tiim bunlarin yan1 sira bu uygulamalar donanimli ekipmanlar
gerektirdigi igin yiiksek maliyetli uygulamalardir (Amit vd., 2017; Naveena ve
Nagaraju, 2020).

Gida patojenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin Oniine ge¢mek icin
kullanilan diger bir yontem ise antibiyotiklerdir. Ulkemizde antibiyotiklerin
kullanimina, hayvan sagligimi korumak ve tedavi etmek amaciyla izin
verilmektedir. Fakat biiylimeyi tesvik edici olarak antibiyotik kullanimi yasaktir.
Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligine gore, antibiyotik kalintilarinin, gidalarda
belirlenen limitlerin iizerinde bulunmamasi gerekmektedir (Kodeks, 2016).
Antibiyotiklerin kullanim1 direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Onemli bir halk sagligi sorunu haline gelen bu durum gida iireticileri iizerinde bir
baski olusturmakta ve yiiksek maliyetli tedavi ile diisiik 1yilesme oranlarina yol

agcmaktadir (Liao vd., 2020; Pérez-Rodriguez ve Mercanoglu Taban, 2019).

Su drilinleri yetistiriciliginde 6nemli bir balik patojeni olan L. garvieae,
ekonomik kayiplara neden olmakta ve insanlar i¢in 6nemli bir gida kaynagi olan
deniz iirlinlerine zarar vermektedir. Bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlarinin
tedavisinde de eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin ve doksosilin gibi
antibiyotikler kullanilmaktadir. Fakat, L. garvieae’nin de, inhibisyonunda
antibiyotik kullanimina bagli olarak, antibiyotiklere kars1 direng gosterdigi tespit
edilmistir (Bafios vd., 2019; Vendrell vd., 2006).

2.1 Lactococcus garvieae
Lactococcus garvieae, dogal olarak pek c¢ok farkli habitat ve materyalde

bulunabilen Gram pozitif bir bakteridir. Bu bakteri ¢ig inek siitii, keci peyniri, balik,
s1g1r eti, kiimes hayvanlari, tatli su, deniz suyu, toprak ve bitki ylizeyleri gibi ¢esitli

ortamlardan izole edilmektedir (Malek vd., 2019). 1k olarak sigir mastitisine neden



olan bir ajan olarak izole edilen L. garvieae (Garvie vd., 1981), daha o6nce
Streptococcus garvieae olarak tanimlanmis ve daha sonra Lactoccoccus cinsi iginde
yer almistir (Collins vd., 1983; Schleifer vd., 1985).

L. garvieae genellikle kanli agarda a-hemoliz aktivitesi gosteren, fakiltatif
anaerobik ve hareketsiz bir koktur. Man, Rogosa ve Sharpe (MRS) Agar, Tryptic
Soy Agar (TSA) veya Brain Heart Infusion (BHI) Agar gibi ¢esitli genel
besiyerlerinde iyi gelismektedir. Optimum gelisme sicakligi 37°C olmasina ragmen
10°C ile 42°C arasinda da gelisebilen ve hatta bazi suslarinin da 45°C'de zayif ve
yavag gelisebildigi gozlemlenmistir (Gibello vd., 2016). Ayrica, %0-6,5 sodyum
kloriir (NaCl) igeren ortamlarda pH 4,5-9,6 araliginda gelisme 6zelligi gosterdigi
saptanmistir (Kurtoglu ve Korun, 2018). Enterokok iiyelerinin ¢ogunda
gbzlemlendigi gibi, sekerleri fermente etme, cesitli sekerlerden asit iiretme
yetenegine sahip olan bu bakteri kazein veya jelatini kullanamamaktadir. VVoges-
Proskauer reaksiyonu pozitif, katalaz ve oksidaz negatif olan bakteri, indol veya
H.S tiretememektedir (Vanamala vd., 2022). L. garvieae'nin bu ozellikleri, farkli
habitatlarda hayatta kalabilmesini ve c¢esitli uygulamalarda kullanilabilmesini
saglamaktadir. Bu kapsamda, L. garvieae, ester gruplari ile ¢cok ¢esitli substratlarin
hidrolizini katalize eden ve gida isleme, tarim, deterjanlar ve optik olarak aktif
ilaglarin sentezi igin biyoteknoloji alaninda faydali olan esterazlar tiretirken (Do
vd., 2023), su iirlinleri igin patojenik etki gdstermekte ve bu nedenle su iriinleri

endiistrisinde sorunlara neden olmaktadir (Vendrell vd., 2006).

L. garvieae hem tath su hem de deniz ortamlarinda kiiltiire alinmig
baliklarda hiperakut hemorajik septisemik enfeksiyonlara ve kitlesel 6liimlere
neden olan Lactococcosis’in ana sebebidir (Rao vd., 2022; Shahi ve Mallik, 2020Db).
Lactococcosis, onemli bir balik hastaligidir. Tlk kez 1950'lerin sonunda gdkkusagi
alabaliginda ilk vakalarin teshis edildigi Japonya'da tanimlanmistir. Su anda,
hastalik diinyanin bir¢ok yerinde mevcut olup, su iriinleri yetistiriciliginde deniz
baliklarini ve tatli su baliklarini etkilemektedir (Radosavljevi¢ vd., 2020). Bu
yiizden, L. garvieae su iiriinleri yetistiriciliginde énemli bir patojendir. Ozellikle
15°C'nin lizerindeki su sicakliklarinda, alabalik baliklarinda yaygin olmasinin yani
sira dev tath su karidesi (Macrobrachium rosenbergii), kirmizi dudakli kefal
(Chelon haematocheilus) ve tilapia (Oreochromis niloticus) gibi farkli balik

tirlerini enfekte ettigi rapor edilmistir (Ortega vd., 2020; Rao vd., 2022). Kiiresel



su Uriinleri yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara neden olan bu bakteri,
farkli tlkelerde ¢ig deniz {irlinlerinin tiiketilmesiyle de insan enfeksiyonlarina
neden olmaktadir (Littman vd., 2022; Malek vd., 2019). Artan sayida insan klinik
enfeksiyonu nedeniyle, L. garvieae’de bir insan patojeni olarak kabul gérmektedir.
Bildirilen vakalarin ¢ogu, yash ve bagisikligi baskilanmis hastalarda enfektif
endokardit ile birlikte bakteriyemi ile iliskilendirilmistir. Ayrica esas olarak idrar

yolu enfeksiyonuna neden oldugu gézlemlenmistir (Colagrossi vd., 2022).

Yukarda da bahsedildigi gibi L. garvieae’nin neden oldugu enfeksiyonlarin
tedavisinde c¢esitli antibiyotikler kullanilmaktadir. Fakat L. garvieae kullanilan
bu mevcut antibiyotiklere karsi direng gostermektedir. Giintimiizde kullanilan
mevcut yontemlerin eksikliklerinden ve bazi dezavantajlarindan dolay1
mikroorganizmalarin sebep oldugu, insan sagligini tehdit eden sorunlar1 ortadan
kaldirilmak ve daha giivenli gida iiretmek i¢in diisiik maliyetli, gidanin yapisina,
cevre ve insan saglhifina zarar vermeyen antimikrobiyal ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir (Chegini vd., 2020). Bakteriyofajlar, gida sektoriinde patojenlerin

ortadan kaldirilmasi i¢in umut verici antimikrobiyal ajanlar olarak goriilmektedir.

2.2 Bakteriyofajlar
Bakterilere 6zgii viriisler (bakteriyofajlar, fajlar veya bakteriyel viriisler),

1915 yilinda Ingiliz bakteriyolog Frederick William Twort (Twort, 1915) ve 1917
yilinda Fransiz-Kanadali bilim adami Felix d'Herelle tarafindan bagimsiz olarak
kesfedilmisdir. Twort, bakterileri enfekte eden ajanlarin varligini gostermis, ancak
bu ajanlarin viriis olup olmadigin1 anlayamamustir. d'Hérelle ise ishal hastaligina
sebep olan Shigella bakterileri lizerine ¢alisirken agar kiiltiirlerinde kiigiik, berrak
alanlar gézlemlemis; bunlara 6nce ‘taches’, sonra ‘taches vierges’ ve daha sonra da
‘plaques’ adin1 vermistir. Sonrasinda bu ajanlarin bakterileri enfekte ederek
cogaldigini ve oldiirdiiglinii gdzlemlemistir. d'Hérelle, bu ajanlara "bakteriyofa;"
adin1 vermis ve viriislerin bakterileri nasil enfekte ettigini ve dldiirdiigiinii ilk kez

tanimlayan kisi olarak kabul edilmistir (Chanishvili, 2012; Summers, 2012).

Viriisler, bilinen tiim hiicre tiirleri lizerinde zorunlu hiicre i¢i parazitler olan
her yerde bulunan mikroorganizmalardir. Boyutlar1 ~ 20 ila 400 nm arasinda
degisen, Diinya iizerindeki en kiiglik yasam formlaridir (Nair vd., 2022).
Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden virtislerdir (Kakasis & Panitsa, 2019; Ye



vd., 2019). Tatli su (Shahin vd., 2021), deniz suyu (Liu vd., 2019), toprak (J. Park
vd., 2022) ve atik su (Tawakol vd., 2019) gibi gesitli ¢cevresel kaynaklardan izole
edilebilen fajlar, bakteri konaklarini iceren nerdeyse her ortamda bulunmaktadir ve
gezegende en bol bulunan organizmalar olduklar1 varsayilmaktadir (Evran vd.,
2022; Nikolich ve Filippov, 2020).

Bakteriyofajlar, boyut, morfoloji ve genomik organizasyon agisindan son
derece cesitlidirler. Bununla birlikte, genel yap1 olarak, ¢cogu cift sarmalli DNA
(dsDNA) genomlarina sahipken, kiigiik bir kismi1 tek sarmalli DNA (ssDNA), cift
sarmalli RNA (dsRNA) veya tek sarmalli RNA (ssRNA) genomlarina sahiptir.
Genetik materyalin ¢evresinde de onu kaplayan protein zar ve kuyruk
bulunmaktadir. Bu kuyruk fajin bakteriye tutunup genetik materyalini aktarmasina
yardimer olmaktadir (Hatfull ve Hendrix, 2008; Ye vd., 2019). Sekil 2.1°de,
Escherichia coli etkili T4 fajinin genel yapis1 verilmistir (Tokarz-Deptuta vd.,
2011).
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Sekil 2.1. T4 bakteriyofajinin yapisi.

Virislerin taksonomik siniflandirmasi ve viriis taksonlarinin adlandirilmasi,
Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV) ve fajlara odaklanan ICTV
icindeki Bakteriyel ve Arkeal Alt Komite (BAVS) tarafindan siirdiiriilmektedir
(Simmonds vd., 2017). Sistem, viriis genomunun molekiiler bilesimi (ss/ds, DNA,

ya da RNA), virlis kapsidinin yapist ve zarfli olup olmadigi, konak¢1 araligi,



patojenite ve sekans benzerligi dahil olmak iizere g¢esitli faj ozelliklerinin

degerlendirilmesine dayanmaktadir (Chibani vd., 2019).

BAVS tarafindan, 2022 yilinda bakteriyel viriislerin taksonomisinde 6nemli
degisiklikler gerceklestirilmistir. Bu degisikliklerle beraber Podoviridae,
Siphoviridae ve Myoviridae aileleri ile Caudovirales takimi taksonomiden
kaldirilmis ve tiirler i¢in binom bir isimlendirme sistemi olusturulmustur. Cekirdek
gen kiimelerine ve filogenetik analizlere dayali olarak dort takima atanan, 14 aile
igeren viriisler Caudoviricetes smifi igerisinde yer almaktadir. Bu dort takimdan
icii, arkeleri enfekte eden viriisleri kapsarken Crassvirales takimi bakterileri
enfekte eden viriisleri kapsamaktadir. Aile veya takim siralamasinda heniiz
siiflandirilmamis olan 37 alt aile ve 631 cinse ek olarak, 33 familya daha kurulmusg

ancak heniiz bir takima atanmamustir (Chrisman vd., 2022).

Crassvirales takimi, genom boyutlart 83 ila 106 kbp arasinda degisen
dsDNA kuyruklu bakteriyofajlar1 igermektedir. Bu takiminin tyeleri ozellikle
memeli bagirsak mikrobiyomlarinda yaygindir ve Bacteroidota filumunun (memeli
bagirsaginda Bacteroidales takimi) bakterilerinden izole edilmis veya bu bakterileri
enfekte ettigi tahmin edilmektedir. Crassvirales takimmin mevcut genom tabanli

taksonomisi 4 aile, 11 alt aile, 42 cins ve 73 tiir igerir (Smith vd., 2023).

Bu smiflandirma sisteminin yani sira, fajlar yasam dongiilerine gore iki

gruba ayrilmaktadir:

2.2.1 Litik Fajlar
Litik yasam dongiisii boyunca ¢ogalan bakteriyofajlara litik bakteriyofajlar

denir. Enfeksiyonda ilk asama, fajlarin lipopolisakarit (LPS), dis zar proteinleri,
flagella veya fimbria gibi konak¢1 hiicre yiizey reseptoriine adsorpsiyonudur. Bu
geri doniistimlii adsorpsiyon islemi, fajlarin kuyruk lifleri veya kuyruk sivri uglari
tarafindan kolaylastirilir. Bu liflerden bazilar1 enzimatik aktiviteye sahiptir ve
bakteri hiicre duvarindaki polisakkaritleri depolimerize edebilir. (Kaiser, 2019). Faj
niikleik asidinin enjeksiyonu, kuyruk tiipliniin konak¢i hiicre periplazmasina
girmesiyle baslar. Penetrasyon sirasinda viriis, gesitli lizinler ve karbonhidrat
depolimerazlari kullanir. Faj DNA iletimi i¢in bir transmembran kanali, kuyruk lifi
konak sitoplazmik membran ile birlestikten sonra olusur. Faj DNA daha sonra bu

kanal yoluyla konakg¢i sitoplazmaya enjekte edilir (Giri, 2021). Bakteriyofaj



genomu tarafindan kodlanan enzimler, bakterinin makromolekiiler (protein, RNA,
DNA) sentezini durdurur. Bakteriyofaj, genomunu kopyalar ve bakteriyofaj
enzimlerini ve bakteriyofaj yapisal bilesenlerini sentezlemek i¢in bakterinin
metabolik mekanizmasini kullanir (Kaiser, 2019). Yeni faj DNA’sinin olusumu,
orta genlerin transkripsiyonu ile gergeklesir ve ge¢ genlerin kodlanmasi ile faja
0zgil sekil olusumunu (morphogenesis) takip eder. Bu asamada faj partikiiliiniin
kapsid, kuyruk, kuyruk fibrilleri gibi pargalarinin tretimi gerg¢eklesmektedir.
Prokapsid protein kilif icerisinde, faj DNA’s1 paketlenmekte ve faj parcalari
genomlarin etrafinda birlestirilmektedir (Acar Soykut, 2007). Son asamada ise,
genellikle bakteriyofaj kodlu bir lizozim bakteriyel peptidoglikan1 parcalayarak
ozmotik lizize neden olur ve bakteriyofajlarin salinmasini saglamaktadir (Kaiser,

2019).

2.2.2 Lizojenik Fajlar
Lizojenik bir yasam dongiisii yapabilen bakteriyofajlara temperent

bakteriyofajlar denir. Temperent bir bakteriyofaj bir bakteriyi enfekte ettiginde, ya
litik yasam dongiisii yoluyla ¢ogalabilir ve konakgr bakterinin parcalanmasina
neden olabilir ya da DNA'sin1 bakterinin DNA'sina dahil edebilir ve bulasici
olmayan bir profaj haline gelebilir (Kaiser, 2019). ikinci durumda, dongii
bakteriyofajin konakg1 bakteriye adsorbe olmasi ve litik yasam dongiisiinde oldugu
gibi genomunu enjekte etmesiyle baglar. Ancak bakteriyofaj litik dongiideki gibi
konakg1 hiicreyi susturmaz. Bunun yerine, bakteriyofaj DNA's1 konak¢1 bakterinin
DNA'sina girer ve entegre olur. Bu agamada viriise profaj denir (Giri, 2021; Hyman
ve Abedon, 2010). Bakteriyofaj replikasyonunu kontrol eden bakteriyofaj
genlerinin ekspresyonu, bir represor protein tarafindan bloke edilir ve faj DNA's1,
bakterinin DNA'siin bir parcasi olarak replike olur, boylece her yeni bakteri artik
profaji icerir. Bakteriyi enfekte eden viriislerin sayis1 ve bakterinin fizyolojik
durumu, temperent bakteriyofajin litik dongiiye girip girmedigini veya bir profaj
haline gelip gelmedigini belirlemektedir. Bir profaj iceren her milyonda bir ila her
milyarda bir bakteride, spontan indiiksiyon meydana gelir. Bakteriyofaj genleri
aktive edilir ve litik yasam dongiisii tarafindan yeni bakteriyofajlar iiretilmektedir
(Aydogan ve Hadimli, 2016; Kaiser, 2019). Sekil 2.2°de fajlarin litik ve lizojenik
yasam dongiileri genel haliyle verilmistir (Brady vd., 2021).

10



Enfeksiyon — 1,

l Adsorpsiyon ve

; Enjeksiyon
Enjekte
Faj Genomu i )
Litik Dongii I Lizojenik Déngii
Transkripsiyon
ve Translasyon:
Viryon Olugumu

Liziz

Kromozom Replikasyonu

Sekil 2.2. Fajlarin litik ve lizojenik yasam dongiileri.

Son yillarda, antibiyotik direncinin artmasiyla, bakteriyofajlarin kullanimi
gida muhafazas1 ve giivenligi i¢in umut verici bir ara¢ olarak goriilmektedir.
Dogada yaygin olarak bulunabilmeleri ve insan ve hayvanlara zararsiz olmalarina
ek olarak, hedef bakterilerini enfekte etme ve Oldiirme konusundaki dogal
ozgiilliikleri, bakteriyofajlar1 ¢iftlikten sofraya gida diretim siirecinin her
asamasinda 6nemli adaylar yapmaktadir (Endersen ve Coffey, 2020). 2006 yilinda
Listex™P100 faj preparatt FDA tarafindan GRAS statiisiine alinmis ve bdylece
fajlarin kullanim1 birgok iilkede yayginlagsmistir. Giinlimiizde kullanilan GRAS
dereceli baz1 bakteriyofaj preparatlar1 Tablo 2.1'de gosterilmistir (Wang ve Zhao,
2022).

Tablo 2.1. Baz1 FDA onayli GRAS dereceli faj preparatlari.

Onay Yih Firma Ad1 Faj Preparati Konak Bakteri
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2006 EBI Food Safety Listex™ P100 Listeria
2013 Intralytix Inc. SalmoFresh™ Salmonella
2013 Micreos B.V. Salmonelex™ Salmonella
2014 Intralytix Inc. ListShield™ Listeria
2017 Intralytix Inc. ShigaShield™ Shigella

Buna ilave olarak ¢ok sayida ¢aligma, gidadaki patojenik bakterileri kontrol

etmek igin bakteriyofaj kullaniminin uygulanabilir ve verimli

gostermistir (Tablo 2.2).

oldugunu

Tablo 2.2. Baz1 gida kaynakli patojenlere etkili bakteriyofaj ¢alismalari.

Gida Kaynakh Patojen | Bakteriyofaj Kaynak
Salmonella vB SalP_ LDW16 (Cao vd., 2022)
vB SalP TR2 (Shang vd., 2021)

vB_SalS-LPSTLL

(Guo vd., 2021)

Escherichia coli

O157:H7

PS5

(Duc vd., 2020)

T1, T4, TS verV5

(Niu vd., 2021)

EP75 ve EP335

(Witte vd., 2022)

Listeria monocytogenes

LMPCO1, LMPCO02 ve
LMPCO03

(Byun vd., 2022)

vB _LmoH P61 (Stone vd., 2020)
P100 (Zhou and Ramasamy,
2019)
Lactococcus garvieae WWP-1 (Ghasemi, Bouzari, and
Emtiazi, 2014a)
WP-2 (Ghasemi vd., 2014b)

WP-1, WWP-2 ve SP-2

(Ghasemi vd., 2014c)

PLgT-1

(Hoai ve Yoshida, 2016)
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Pseudomonas UFJF_P{DIW6 ve (Nascimento vd., 2022)
fluorescens UFJF_PfSW6

Cao vd. (2022) yaptiklart g¢alismada, hayvancilikta alternatif veya
tamamlayic1 bir antibiyotik tedavisi olarak kullanilabilecek, tavuk salmonellozunu
onlemek ve tedavi etmek i¢in potansiyel olarak kullanilabilen, genis bir konakg1
araligina sahip litik bir faj izole etmislerdir. Faji izolasyonunu bir tavuk ¢iftliginden
alinan lagim suyu ve tavuk diskilarindan gergeklestirilmistir. Izole edilen
vB SalP LDW16 kodlu fajin, 25 Salmonella susundan 22’sini lize ettigi ve
salmonelloz  tedavisinde  potonsiyel bir antimikrobiyal olabilecegini
gozlemlemislerdir (Cao vd., 2022). Byun vd. (2022), sirasiyla kanalizasyon, nehir
ve topraktan izole ettikleri 3 litik fajdan bir karisim hazirlayarak kereviz ve enoki
mantarinda Listeria monocytogenes'e karsi biyokontrol ajani olarak etkinligini
degerlendirmislerdir. LMPCO1, LMPC02 ve LMPCO03 olarak adlandirilan bu ii¢
fajin (MOI:10), 7 giin boyunca 4°C'de saklanan L. monocytogenes kontamine (5,0
log CFU/g) kereviz ve enoki mantarmi 2,2 ve 1,8 log CFU/g azalttigi
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar 1s1ginda, Cao vd., faj kokteylinin, taze kesilmis
kereviz ve enoki mantarinda L. monocytogenes'i azaltmak ve inhibe etmek i¢in
potansiyel olarak umut verici bir biyokontrol adayi oldugunu vurgulamiglardir
(Byun vd., 2022). Diger bir ¢alismada ise ¢ig siitlerde sorun yaratan psikrotrof bir
bakteri olan Pseudomonas fluorescens’a etkili fajlar izole edilmistir. Calismada
izolasyon kaynagi olarak siit endiistrisi atik suyu, evsel atik su, dere, nehir ve gol
suyu kullanilmistir. Hazirlanan faj karisiminin, 4°C'de saklanan ¢ig siitte P.
fluorescens1 3 log CFU/mML azalttig1 gézlemlenmistir. Calisma sonucunda, izole
edilen fajlarin P. fluorescens ' gelismesini engelleyerek, sogutulmus depolama
sirasinda ¢ig siitlin proteolitik bozulmasin1 geciktirme konusunda biiylik bir

potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir (Nascimento vd., 2022).

2.2.3 Lactococcus garvieae Bakteriyofajlar:
Literatiirde bugiine kadar Lactococcus garvieae fajlari ile yapilan ¢aligma

sayisinin 13 adet oldugu goriilmektedir. Bu calismalar 6zet olarak asagida

verilmistir.

Park vd. (1997) calismalarinda, hastalikli sarikuyruk baligindan izole

ettikleri PLgY fajininin L. garvieae suslart ve diger balik patojenleri iizerine
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etkilerini incelemislerdir. incelenen 26 L. garvieae susundan 24'niin faja duyarli
oldugunu, ancak 2 L. garvieae susu ve diger balik patojeni olan 22 bakteri susunun

faja duyarl olmadigini gézlemlemislerdir.

Yine Park vd. (1998), L. garvieae’ya etkili 6 bakteriyofaji deniz suyu ve
ciftlik suyu 6rneklerinden izole etmistir. Bu fajlarin morfolojik 6zellikleri elektron
mikroskobu ile analiz edilmistir. Ayrica fajlarin 111 L. garvieae susuna etkileri
kontrol edilmistir. Sonuglara gore 83 susun PLgY16’ya; 89 susun PLgY30’a; 79
susun PLQY886’ya; 101 susun PLgW1’e, 2 susun PLgW?2’ye; 96 susun PLgW3’e
ve 97 susun PLgW4’e duyarl oldugu gozlemlenmistir.

Nakai vd. (1999) calismalarinda, sarikuyruk baligindan izole -ettikleri
PLgY-16 fajinin enfekte sarikuyruk baliklar {izerindeki etkilerini arastirmiglardir.
Bunun i¢in ortalama 50 g olan 20 sarikuyruk baligma, 10’ CFU/mL dozunda L.
garvieae susu enjekte etmisler ve enjeksiyondan 1 saat sonra 10" PFU/mL PLgY-
16 fajin1 enfekte etmislerdir. Kontrol olarak, faj siispansiyonu yerine TSB besiyeri
kullanmiglardir. Faj enjekte edilmis sarikuyrugun 24 saat sonunda hayatta kalma
oraninin (%90), faj enjeksiyonu yapilmamis kontrol baliklarindan (%45) ¢ok daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Nakai vd., 1999).

Ghasemi vd. (2014a), L. garvieae’ya etkili faj WWP-1 atik sudan izole
etmisler ~ve ardindan, biyokimyasal ve molekiller tanimlamalarini
gerceklestirmislerdir. Transmisyon elektron mikroskobu, izole edilmis fajin,
Podoviridae familyasinin iiyelerine benzeyen bir ikosahedral bas ve kasilmayan
kisa bir kuyruga sahip oldugunu ortaya koymustur. Dahasi, WWP-1 fajinin 15 ila
30°C arasindaki sicakliklarda optimal antibakteriyel aktiviteyi temsil ettigini ve
gokkusag alabalig1 yetistirme sicakliginda ¢ok etkili olabilecegini savunmusglardr.
Restriksiyon profili analizi sonucunda ise, Ndel'nin WWP-1 genomunu kesebildigi
fakat EcoRI, ECORV ve BamH/I’in ise kesemedigini gdzlemlenmistir. Son olarak
WWHP-1'in L. garvieae ile dogal olarak enfekte olmus gokkusagi alabaligi
{izerindeki terapotik etkisinin belirlenebilmesi icin faj preparat1 (108 PFU/g) balik
yemlerine emdirilmistir. Calisma sonunda fajla muamele edilmis baliklarin 6liim
oraninin, fajsiz yemle beslenen kontrol baliklarinin 6liim oranindan 6nemli 6lgiide
daha diisiik oldugu saptamistir. Kontrol grubundaki baliklarin tamami 8 giin sonra

oliirken; faj emdirilmis yem alan baliklarin, faj tedavisinden 2 hafta sonra, %30'dan

14



fazlasinin hayatta kaldigi gézlemlenmistir. Ayrica 6li baliklardan farkli olarak
hayatta kalanlarin i¢ organlarinda L. garvieae tespit edilmemistir. Bu sonuglar
1s1ginda Ghasemi vd. (2014a), gokkusagi alabaligi yetistiriciliginde L. garvieae
suslarinin neden oldugu hastalig1 kontrol etmek i¢in fajlarin kullaniminin umut

verici oldugunu savunmuslardir.

Sekil 2.3. WWP-1'in plaklar1 ve elektron mikrografi.

Bagka bir ¢alismada, farkli ortamlardan WP-1, WWP-2 ve SP-2 olarak
adlandirilan Gi¢ L. garvieae faji izole edilerek morfolojik 6zellikleri, restriksiyon
profilleri ve yapisal protein profilleri incelenmistir. Ayrica, gecirimli elektron
mikroskobu (TEM) ile morfolojik siniflandirmalart da yapilmigtir. Farkli fajlarin
niikleik asitlerinin restriksiyon analizinde ise, Hindlll ve Asel enzimlerinin benzer
DNA fragman modelleri iirettigi goézlemlenmistir. Bu ¢aligmada, SDS-PAGE
analizi sonuglari, izole edilmis fajlarin benzer yapisal proteinlere sahip oldugunu
gostermis, ancak kismi dizi analizi yapilan fajlarin, 6nceden tanimlanmig diger

fajlarla 6nemli bir benzerlik gostermedigi rapor edilmistir (Ghasemi vd., 2014b).

Ghasemi vd. (2014c) ise ¢alismalarinda, L. garvieae’ya etkili bir fajin (faj
WP-2) tam dizi analizini ger¢eklestirmislerdir. Biyoinformatik analiz, faj WP-2'nin,
18.899 bg¢'lik kiigiik bir dsDNA'ya sahip olmasi nedeniyle Pikovirinae alt
familyasinda Ahjdlikeviriisiin yeni bir iiyesi olarak siiflandirilabilecegini ortaya
koymustur. Faj niikleotit dizisi ve tahmin edilen protein iriinlerinin, diger fajlarin

tam genomu ve proteomu ile ¢ok sinirli homoloji gosterdigi tespit edilmistir.

Buna benzer bir ¢alisma da Eraclio vd. (2015) tarafindan
gerceklestirilmistir. Siphoviridae familyasina ait olan ve L. garvieae suslarini
enfekte edebilen faj GE1 topraktan izole edilmistir. izole edilen fajin morfolojisi
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elektron mikroskobu ile analiz edilmistir. Fajin gelisme egrisi ¢ikarilarak patlama
boyutu ve latent donemi belirlenmistir. Ayrica, konak aralig, test edilen fajin 73 L.
garvieae susundan 71’ine etkili oldugu ve fajin, 24.847 bg¢'lik bir dsSDNA genomuna
sahip oldugu tespit edilmistir.

Hoai vd. (2016a), Japonya'daki birka¢ deniz baligi tiiriinden izole edilen
PLQT-1 profaji karakterize edilmis ve TEM goriintii analizlerinde ise PLgT-1'in
morfolojisinin Siphoviridae viriis ailesi ile tutarli oldugunu ortaya ¢ikarmislardir.
Hoai vd. (2016b) ise daha 6nceki ¢alismada izole ettikleri faj PLgT-1'in tam genom
analizini gergeklestirmisler ve ayrica bu fajin yalnizca bir indiiksiyon maddesi
(Mitomisin C) tarafindan indiiklenmedigini, ayn1 zamanda besin agisindan zengin
bir ortamda veya dogal deniz suyunda hiicre boliinmesi sirasinda siklikla

salinabilecegini gostermislerdir.

Eraclio vd., 2017 tarafindan yapilan diger bir calismada, L. garvieae'nin bir
siit izolatindan indiiklenmis bir profajiin (PLg-TB25) morfolojik karakterizasyonu
ve genom analizi gergeklestirilmistir. Calisma sonuglari bu fajin, Siphoviridae
familyasina ait oldugunu gdstermis ve morfolojisinin diger laktokok fajlariyla

benzerlik gosterdigi belirtilmistir.

Hoai (2016) tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada, L. garvieae’nin neden
oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek igin potansiyeli olan {i¢ lizogenik fajin (PLgW-
1, PLgY-16 ve PLgY-30) etkinligi ve etkisi arastirilmistir. Fajlarin morfolojisi,
konak¢1 aralign ve etkinligi incelenmistir. Elektron mikroskopisi ile yapilan
morfolojik analiz, bu 3 fajin timiiniin Siphoviridae familyasina ait oldugunu ve
morfolojide hafif farkliliklar oldugunu ortaya koymustur. Bu fajlarin genellikle L.
garvieae'yi etkili bir sekilde lize ettigi gozlemlenmistir. Calisma sonucunda, deniz
baliklarinda hastaliga neden olan farkli L. garvieae genotiplerini kontrol etmek igin

bu fajlarin kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Hoai vd. (2019), bir 6nceki ¢alismalarinda karakterize ettikleri PLgW-1,
PLgY-16 ve PLgY-30 fajlarmin tam genom dizisini ¢ikarmislardir. Calisma
sonucunda L. garvieae’ya etkili lizogenik faj genomlarinin yiiksek bir homoloji
gosterdigini ve neredeyse tiim proteinlerin korundugunu ortaya koymuslardir.

Genom diizeyinde, ne PLgY-30 ne de PLgY-16 i¢in benzerlik tespit edilirken,
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PLgW-1'in yalnizca NCBI veritabanindaki diger dizilerle ¢ok sinirli bir homoloji
(%]1) paylastig1 belirtmislerdir.

Son olarak, Akmal vd. (2022) calismalarinda, Japonya'nin Miyazaki
Eyaletinden toplanan deniz suyu 6rneklerinden L. garvieae serotip Il suslarina 6zgii
yeni bir litik sifofaj olan PLG-II’yi izole etmislerdir. Tam dizi analizi
gercgeklestirilen PLG-II genomunun, ortalama %37,74 GC igerigine sahip oldugunu
ve 32.271 bg¢ uzunluguda dsDNA molekiiliine sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Arastirmacilar, Karsilastirmali genomik analiz sonuglarina dayanarak, faj PLG-

II'nin Uwajimavirus cinsinde yeni bir tiirli temsil edebilecegini 6ne slirmiislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Bakteri Suslar1 ve Faj izolasyonunda Kullanilan Ornekler
Bu tez kapsaminda, fajlarin izolasyonu icin kullanilan bakteri suslar1 (Tablo

3.1), Bolu Abant izzet Baysal Universitesi (BAIBU), Miihendislik Fakiiltesi, Gida
Miihendisligi Boliimii, Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonundan
(GMLKK) temin edilmistir.

Tablo 3.1. Tez asamasinda kullanilan bakteri kiiltiirleri.

Bakteri Kiiltiirleri Kiiltiirlerin Temin Edildigi Yerler ve Kodlar:
Lactococcus garvieae 3 BAIBU GMLKK
Lactococcus garvieae 4 BAIBU GMLKK
Lactococcus garvieae 10 BAIBU GMLKK
Lactococcus garvieae 12 BAIBU GMLKK
Lactococcus garvieae 15 BAIBU GMLKK
Lactococcus garvieae 18 BAIBU GMLKK
Listeria monocytogenes ATCC 7644

Listeria innocua ATCC 33090
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa A NCTC 12924
Pseudomonas aeruginosa C BAIBU GMLKK
Rhodococcus equi ATCC 6939
Bacillus cereus ATCC 10876
Enterococcus faecalis ATCC 51559
Pseudomonas putida DSM 6125
Salmonella Typhimurium ATCC 13076
Escherichia coli O157:H7 KUEN 1461
Micrococcus luteus Ankara Universitesi, Gida Miihendisligi
Boliimii, Gida Mikrobiyolojisi Kiiltiir
Koleksiyonu

Faj izolasyonu igin Bolu Ili merkezine bagl kdylerde bulunan farkli siit
iireticilerinden 24 adet ¢ig siit 6rnegi temin edilmistir. Cig siit 6rneklerine verilen

kodlar ve temin edildigi yerler Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2. Faj izolasyonu i¢in kullanilan ¢ig siit drneklerinin kodlar1 ve temin

edildigi yerler.

Ornek Kodu Temin Edildigi Yer
1,9,10 Karakoy Mahallesi
2,17,18 Agaccilar Mahallesi
3,7,22 Civril Mahallesi

4,58 Kiirkc¢iiler Mahallesi
6 Merkez Mahallesi
11,12, 13 Doganci Mahallesi
14,15, 16 Sultanbey Mahallesi
19, 20 Sandallar Mahallesi
21, 23, 24 Kasaplar Mahallesi

3.1.2 Besiyerleri ve Kimyasallar
Tez kapsaminda calisilan bakterilerin aktiflestirilmesinde; bu bakterilere

0zgiil fajlarin izolasyonu ve zenginlestirilmesinde Brain Heart Infusion Broth (BHI;
Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Almanya); fajlarin litik aktivitelerinin
belirlenmesi, saflastirilmasi, titrelerinin ve konak araliginin belirlenmesinde BHI
Yumusak Agar (%0,5 agar) ve BHI Agar (%]1,5 agar; Merck Millipore Corporation,
Darmstadt, Almanya) kullanilmistir. Yine, bakteriyofaj titrelerinin yiikseltilmesi ve
belirlenmesi sirasinda kalsiyum kloriir (CaClp; Sigma-Aldrich, Almanya) ve
magmezyum kloriir (MgClz; Sigma-Aldrich, Almanya) sivi ve kati ortamlara
eklenmistir. Ayrica bakteri ve faj stoklarmmin muhafazasi i¢in gliserol (Merck

Millipore Corporation, Darmstadt, Almanya) kullanilmistir.

Izole edilen faj DNA’larmin jel elektroforezinde yiiriitiilmesi i¢in agaroz
(Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Almanya) ve tris-acetate-EDTA (TAE;
Thermo Scientific, 50X TAE Buffer) tampon, etidyum bromiir (EtBr; Thermo
Scientific, 0,625 mg/mL) ve DNA-yiikleme tamponu (6X DNA loading dye;

Thermo Scientific) kullanilmistir.

3.2 Yontem
3.2.1 Bakteri Suslarinin Aktiflestirilmesi ve Muhafaza Kosullar
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Lactococcus garvieae suslari, -18°C'de %30 (a/h) gliserol karisimi iginde
muhafaza edilmistir. Her sus, Brain Heart Infusion (BHI) broth i¢inde, 37°C’de 24

saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.

Faj izolasyonu, saflastirilmasi, titrelerinin  ve konak¢i araliginin
belirlenmesi agamalarinda log fazindaki aktif kiiltiirler kullanilmistir. Bunun igin
18-24 saatlik, aktif bakteri kiiltiirii uygun siv1 besiyerine inokiile edilmis ve gelisme
egrisinin logaritmik fazinda (ODeoo: 0,5-0,6; ortalama 3 saatlik inkiibasyondan

sonra) aktif kiiltiir elde edilmistir.

3.2.2 Lactococcus garvieae Etkili Fajlarin izole Edilmesi,
Zenginlestirilmesi ve Titrelerinin Belirlenmesi
3.2.2.1 Fajlarin Izole Edilemesi

Faj izolasyonu i¢in, 100 mL ¢ig siit 6rnegine %10’luk laktik asitten 6 mL
eklenerek kazeinin ¢Okmesi i¢in bir siire beklenmis ve daha sonra kaba filtre
kagidindan siiziilmiistiir (Sekil 3.1). Elde edilen siiziintii, 12.500 rpm (dv/dk)’de,
15 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatanta, % 10 kloroform ilave
edilerek bakterilerden arindirilmistir (Acar Soykut, 2007). Siipernatantlarda faj
olup olmadigini kontrol etmek igin spot testi gergeklestirilmistir. Bunun igin aktif
konak hiicre kiiltiirii, 10’ar mM CaClz ve MgClz; yumusak agar (YA; 3 g BHL, 0,5
g agar, 100 mL saf su) ile karistirilmig ve dnceden Petri kutularina dokiilmiis olan
agar lizerine homojen bir sekilde yayilmistir. Agar katilastiktan sonra, lizerinde
belirli bolgelere, elde edilen siipernatantlardan 10’ar pL damlatilmig ve 37°C'de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda plak olusumunun (liziz) gériildiigii
bolgelerde faj varligi saptanan 6rnekten 5 mL alindiktan sonra steril bir falkon
igerisine alinmis daha sonra igerisine 10’ar mM CaClz ve MgCl, ve 1 mL konakg1
kiiltiirii eklendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 15 dakika
sonunda faj bakteri karisiminin tizerine 5 mL, 2X BHI broth (0,06 g/mL) besiyeri
eklenmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
7500 rpm’de 15 dakika santrifiij sonucu elde edilen siipernatant steril bir falkona
aktarilmig ve iizerine %10 kloroform ilave edilip hafifce vortekslenerek + 4°C’de

muhafaza edilmistir (Byun vd., 2022).
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Sekil 3.1. Siit 6rneklerinin kaba filtre kagitlarindan siiziilmesi.
3.2.2.2 Fajlarin Zenginlestirilmesi

Izolasyonu gergeklestirilen fajlar titrelerinin yiikseltilmesi i¢in daha kiigiik
hacimlerde zenginlestirilmeye devam edilmistir. Faj ve bakteri adsorpsiyonunun
daha iyi saglanabilmesi i¢in 10’ar mM CaCl, ve MgClz, 1,5 mL’lik ependorf tiipiine
eklenmistir. Daha sonra bu tiipe 10 pL log fazindaki Lactococcus garvieae ve 100
pL faj ornegi eklenmis, adsorpsiyonun gergeklesmesi icin oda sicakliginda 10-15
dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda faj bakteri karigiminin {izerine 1 mL BHI
broth besiyeri eklenmis ve 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra, hiicre artiklarmin uzaklastirilmasi amaciyla 12500 rpm’de 15
dakika santrifiij sonucu elde edilen siipernatant steril bir ependorfa aktarilmis ve
tizerine %10 kloroform ilave edilip hafifce vortekslenerek + 4°C’de muhafaza

edilmistir (Acar Soykut, 2007; Lee vd., 2017).

3.2.2.3 Faj Titrelerinin Belirlenmesi

Zenginlestirmeler sonucu titreleri yiikseltilen fajlarin, titrelerinin
belirlenmesi i¢in ¢ift plaka agar yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in logaritmik fazda
olan, 100 pL Lactococcus garvieae konakei kiiltiirii, 10’ar mM CaCl, ve MgCly, 3
mL yumusak agar ile karistirilarak ve dnceden hazirlanmis agarli besiyeri {izerine
yayllmistir. Agar katilastiktan sonra Petri kutusunda isaretlenmis noktalara,
fizyolojik tuzlu su (FTS) ¢ozeltisi ile 10 ya kadar seyreltilmis faj diliisyonlarmdan
10’ar pL damlatilmig ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
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sonunda isaretli noktalardaki faj plaklar1 sayillmis ve faj titresi ilgili bolgedeki
olusan plak sayisina gore hesaplanmigtir (Acar Soykut, 2007; Lee vd., 2017; Shang
vd., 2021).

3.2.2.4 Fajlarin Saflastirilmasi

Titreleri 102 PFU/mL’ye wulasan fajlar tek plak izolasyonu ile
saflagtirtlmistir. Bunun i¢in ¢ift plaka agar yontemi kullanilmistir. Faj 6rnegi
fizyolojik tuzlu su (FTS) ¢ozeltisi ile 10° ya kadar seyreltilmis ve uygun faj
diliisyonlar1 analiz igin kullanilmistir. Logaritmik fazda olan Lactococcus garvieae
konake: kiiltiirii, CaClz, MgClz ve 100 uL faj diliisyonu (10°-10%), 3 mL yumusak
agar ile karistirilmis ve hafif¢e vortekslendikten sonra, 6nceden hazirlanmis agarli
besiyeri lizerine yayilmistir. Bir gece 37°C’de inkiibasyon sonunda birbirinden
morfolojik olarak farkli olan plaklar segilmis ve her biri steril siringa ignesi
yardimiyla 1,5 pL'lik steril mikrosantrifiij tliplerine alinmistir. Tiiplere alinan
plaklarin tizerine 100 uL. BHI besiyeri ilave edilmis ve fajlarin besiyerine ge¢gmesi
icin yaklasik 30 dakika beklenmistir. Daha sonra, tiiplere logaritmik fazdaki
konake¢1 kiiltiirden 10 pL eklenmis ve adsorpsiyonun saglanmasi ig¢in oda
sicakhiginda 10-15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda BHI
besiyeri ile 1 mL’ye tamamlanan karigim 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibayon sonunda hiicre artiklarinin uzaklastirilmas: amaciyla
12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi uygulanmis ve elde edilen siipernatant
yeni bir steril mikrosantriifiij tiipiine alinmig ve tizerine %10 Kloroform ilave edilip
hafifce vortekslenerek +4°C’de muhafaza edilmistir. Saflastirilan fajlar titreleri
yiikselene kadar zenginlestirmeye devam edilmistir (Acar Soykut vd., 2019; Evran
vd., 2022). Titreleri 108 PFU/mL ulasan fajlar, 0,22 pum porlu filtrelerden
gecirilmis, %30 gliserol eklenerek -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.3 Fajlarin Konake¢i Araliklarimin Belirlenmesi
Fajlarin konakg¢i araliginin belirlenmesinde BAIBU Gida Miihendisligi

Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvart Kiiltiir Koleksiyonunda bulunan suslar
kullanilmustir. Titresi 108 PFU/mL’ye ulasan fajlarin, spot testi ile konakg1 araliklar:
belirlenmistir. Daha 6nceden BHI agar dokiilen petri kaplar1 6 esit parcaya
boliinmiis ve tiim boliimler faj ve bakteri kodlar ile etiketlenmistir. Daha sonra,
100 pL konake1 bakteri kiiltiirii, 3 mL yumusak agar ile karistirilarak onceden

hazirlanmig BHI agarlarin {izerine yayilmistir. Agarin katilasmasi ig¢in 15-20 dakika
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beklendikten sonra petri kutusunda isaretlenmis noktalara, 10’ar pul faj 6rnekleri
damlatilmis 30-37°C'de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

isaretli noktalardaki faj plaklarinin olusup olugsmadigi kontrol edilmistir.

3.2.4 Lactococcus garvieae’ya Etkili Fajlarin DNA Ekstraksiyonu
DNA izolasyonu i¢in, yiiksek titreye sahip faj siispansiyonlar1 17.500 rpm

(dv/dk) de 90 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Elde edilen
faj peletlerinden, DNA’larinin izolasyonu igin Viral DNA/RNA izolasyon Kkiti
(Thermo Scientific, GeneJET Viral DNA and RNA Purification Kit) kullanilmistir.
DNA izolasyonu, Viral DNA/RNA izolasyon kitinin protokoliine gore yapilmistir.
Izole edilen genomik DNA'larin safliklar1 260 ve 280 nm’de verdikleri absorbans
degerlerinin birbirine oranlanmasiyla tespit edilmistir. Ayrica DNA’lar, agaroz jele
yiiklenmis kontaminasyon olup olmadigi belirlenmis, kesime girecek DNA
miktarina karar verilmistir. Jel, 1X TAE tamponu i¢inde son konsantrasyonu %0.8
agaroz olacak sekilde hazirlanmistir. Agaroz ¢ozeltisi mikrodalga firinda
kaynatilarak homojen hale getirilmis, jel tankina dokmeye yakin 1 uL./mL etidyum
bromiir eklenmis ve jel katilagsmaya birakilmistir. Polimerlesen jel, elektroforezin
icerisine yerlestirildikten sonra iizerini gececek kadar 1X TAE tampon eklenmistir.
Daha sonra kuyucuklara 5 pL. faj DNA-yiikleme boyasi1 karisimi yiiklenmis ve 60
V/em'lik bir dielektrik kuvvette da yaklagik 45 dakika yiirtitilmistiir (Sumrall vd.,
2019). Yiiriitiilen DNA’larm goriintiilenmesi icin BAIBU, Bilimsel Endiistiriyel ve
Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi (BETUM)’nde bulunan jel

goriintiileme sistemi (Imaging System, Biorad ChemiDoc™ MP) kullanilmustir.

Sekil 3.2. 1254-2 fajina ait DNA molekiilii.

3.2.5 Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi ile izole Edilen
Fajlarin Simiflandirilmasi
Izole edilen faj DNA’lari, aralarindaki farkliliklari belirlemek igin

endoniikleaz enzimleri ile kesilmis, daha sonra biiyiikliiklerine gore

siiflandirlmustir.  Titreleri 102 PFU/mL’ye ulasan ve DNA izolasyonu
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gerceklestirilen 14 faj, restiriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim igin secilmistir.
Analiz, imalatg1 firmanin talimatlarina uyularak EcCORI (Thermo Fisher Scientific,
MA, ABD) enzimi ile Tango Buffer (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)
varliginda gergeklestirilmistir (Thi vd., 2019). Her bir reaksiyon hacmi 20 ul olacak
sekilde ayarlanmistir (Tablo 3.3). Kisaca, daha oOnceden belirlenen DNA
konsantrasyonlarina gore sirasiyla steril ¢ift distile su, tampon, DNA ve enzim,
reaksiyon tiipline eklenmis, daha sonra 37°C’de 3 saatlik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda, karisima yaklasik 1 pL yiikleme boyas1 eklenmis ve karisim
%0.8’lik agaroz jele yliklenmistir. Fragment biiyiikliiklerinin kiyaslanmasi
amaciyla Lambda DNA/ EcoRI+Hindlll marker (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, ABD) kullanilmistir. Agaroz jele yiliklenen DNA
fragmentleri 60 V/cm'lik bir dielektrik kuvvette yaklasik 90 dakika yiiriitiilmiis ve

daha sonra jel goriintiileme sistemi ile gorlintiilenmistir.

Tablo 3.3. Reaksiyon karisimina giren bilesen hacimleri.

DNA Degisken (4-8 pL)
Enzim 1ul
Tampon 2uL

Cift distile su Degisken (9-13 uL)

3.2.6 Konakg¢i Suslarin Gelisme Egrilerinin Cikarilmasi
Fajlarin, tek asamali gelisme egrilerinin ¢ikarilmasi ve konakgilarina

adsorbe olma oranlarinin belirlenmesi amaciyla Lactococcus garvieae suslarinin
gelisme egrileri c¢ikarilmistir. Bunun igin 18-24 saatlik aktif kiiltiirden BHI
besiyerine %1°lik inokiilasyon yapilmstir. Inokiilasyon gergeklestikten sonra 30
dakikalik araliklarla 600 nm dalga boyunda absorbans Ol¢iimii yapilmis diger
yandan da L. garvieae suslarindan, BHI agara yayma kiiltiir yontemi ile ekim
yapilmistir (Hall vd., 2014).

3.2.7 Enfeksiyon Coklugu (Multiplicity of Infection (MOI))
Belirleme
Izole edilen fajlarin konakgilari ile etkilesimlerini, yani konakg1 hiicresine

tutunan ortalama faj sayisini belirlemek icin Enfeksiyon Coklugu (MOI) analizi
gerceklestirilmistir. Bu analiz bir Microplate Reader (AMR-100T, ALLSHENG)
ile farkli MOI degerlerinde gergeklestirilmistir. Bunun i¢in, log fazindaki 12 ve 15
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kodlu bakteri susglarindan hazirlanan karigim ve farkli titrelerdeki faj karigimi
(12S4-2, 15S3-2 ve 15S21-1) kanstirilmistir (Tablo 3.4). Gerekli diliisyonlar
gergeklestirilen 100 puL bakteri karisimi ve 100 pL faj karistmi Microplate Reader
kuyucuklarinda karistirilmis ve 20 dakika araliklarla okuma yapacak sekilde 24 saat
calkalanarak 37°C'de inkiibe edilmistir.

Tablo 3.4. MOI degerleri ve karigim hacimleri.

MOI Degerleri ve Kontroller Karisim Hacimleri
10° 100 uL 107 PFU/mL Faj + 100 pL 10?
CFU/mL Bakteri
10 100 uL 10" PFU/mL Faj + 100 pL103
CFU/mL Bakteri
103 100 uL 10" PFU/mL Faj + 100 pL 10*
CFU/mL Bakteri
102 100 pL 10° PFU/mL Faj + 100 pL 10°
CFU/mL Bakteri
10 100 pL 10* PFU/mL Faj + 100 pL 10®
CFU/mL Bakteri
Besiyeri 200 uL BHI
Bakteri A (10 CFU/mL) 100 uL BHI + 100 uL 10> CFU/mL
Bakteri
Bakteri B (10° CFU/mL) 100 uL BHI + 100 uL 10° CFU/mL
Bakteri
Bakteri C (10* CFU/mL) 100pL BHI + 100 puL 10* CFU/mL
Bakteri

3.2.8 Fajlarin Tek Asamah Gelisme Egrilerinin Cikarilmasi
Latent donem, belirli gelisme kosullar1 altinda, bir bakterinin faj

adsorpsiyonu ile yeni fajlarin salimi arasinda kalan zamandir. Bir fajin latent donem
stiresi, hiicre icindeki fajlarin serbest kalmasinin saptanmasi veya bakteriyel
inhibisyonunun saptanmasi ile gergeklestirilebilir. Minimum latent donem ayni1
zamanda sabit bir donem olarak da tanimlanabilir ¢iinkii plak olusturan birimler
(PFU), bakteri par¢alanmasi baglayana kadar sayica kayda deger bir degisiklik

gostermez. Bu sabit donemi, fajlarin sayilarindaki "artis" takip eder (Hyman &
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Abedon, 2009). Artis doneminin sonunda faj sayist maksimum diizeye ulasir ve
sabit kalir. Serbest fajlarin ulagtig1 en yiiksek sayinin latent donemdeki faj sayisina
boliinmesiyle de patlama biiyiikliigii elde edilmektedir (Esitlik 3.1) (Tunail, 2009).
Bir fajin tek asamali gelisme egrisi o fajin latent donemi, artis donemi ve patlama
boyutu hakkinda bilgi verir. Bdylece faj izolatlarinin enfeksiyon potansiyelleri
belirlenebilir. Sekil 3.3te bir fajin gelisme egrisi gosterilmektedir.

En ylksek faj titresi (%)

Patlama Buyiukligi = PEU (Esitlik 3.1)
Latent donemdeki faj titresi (W)
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Sekil 3.3. Bir Fajin Tek Asamali Gelisme Egrisi

Yiiksek titreye sahip ve enzim kesimde birbirinden farkli ¢ikan fajlarin, tek
asamali gelisme egrisi Song vd. nin (2021) kullandig1 yontemde tarif edildigi gibi
belirlenmistir. Bunun i¢in, log-fazinda (ODeoo = 0,5-0,6) bulunan 500 uL L.
garvieae ve énceden hazirlanan 500 uL faj soliisyonu (10° PFU/mL) MOI:1 olacak
sekilde karistirilmis ve 37°C’de 15 dakika inkiibe edilerek bakterilerin fajlari
adsorbe etmesi saglanmigtir. 15 dakikalik bir adsorpsiyondan sonra, faj-bakteri
karisimi, 15 dakika boyunca 12.000 x g'de santrifiijlenmistir. Siipernatant

uzaklastirildiktan sonra pelet 1 mL BHI ile yeniden siispanse edilmistir ve 37°C’de
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inkiibasyona birakilmistir. Faj enfeksiyonundan 120 dakika sonrasina kadar belirli
araliklarla 6rnek alinmis ve siipernatandaki faj titresi, ¢ift tabaka agar yontemi ile

belirlenmistir.

3.2.9 Fajlarin Adsorpsiyon Hizlarinin Belirlenmesi
Fajlarin adsorpsiyon hizlarinin belirlenmesi i¢in Kropinski (2009)’nin

kullandig1 yontem yontemden yararlanilmistir. Kisaca, log fazindaki L. garvieae,
BHI ile 10° CFU/mL olacak sekilde seyreltilmistir. Seyreltilmis 500 pL konakg1
kiiltire MOI:0,1 olacak sekilde 500 pL faj eklenmis, hafifce karistirilmis ve 10
dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Bu sirada 1 dakikalik araliklarla 50 uL
ornek alinarak hemen buz akiisii icerisinde bekleyen 900 pl BHI igerisine
eklenmistir. Seri diliisyondan sonra slipernatandaki konak¢iya adsorbe olmamis
fajlarin titreleri belirlenmistir. Elde edilen titre degerleri yardimiyla ve Esitlik 3.2
kullanilarak fajlarin adsorpsiyon hiz sabiti degerleri belirlenmistir. Esitlikte verilen
k, adsorpsiyon hiz sabiti; B, bakteri konsantrasyonu; P0, baslangig faj titresini; P,
son faj titresini; t, faj titresi PO’dan P’ye diisiinceye kadar gecen zamani temsil
etmektedir.

k—(2'3> 1 (O) Esitlik 3.2
— " il _
Bt 05 p FH

Ayrica fajlarin yiizde adsorpsiyon oranlari esitlik 3.3’te belirtildigi gibi hesaplanmistir.

PO

Adsorpsiyon Orant: * 100 Esitlik 3.3

3.2.10 L. garvieae’ya Etkili Faj Karisiminin Model Gida
Uygulamasi
Karakterize edilen 12S4-2, 15S3-2 ve 15S21-1 fajlarinin antibakteriyel

etkilerini dogrulamak i¢in, bir faj karigimi hazirlanmis ve su 6rneginde denenmistir
(Sekil 3.4). 11k olarak log-fazinda bulunan 12 ve 15 kodlu L. garvieae suslarindan
(108 CFU/mL) 1’er mL alinarak bakteri karisimi hazirlanmis ve daha sonra da
RFLP sonuglarina gore birbirinden farkl1 ¢ikan ii¢ fajdan (108 PFU/mL) 750’ser uL
alinarak faj karigimi hazirlanmistir. Gerekli diliisyonlar gerceklestirildikten sonra,
steril tiipler icerisinde MOI: 10 ve MOI: 0,1 olacak sekilde faj, bakteri ve su

karisimlar1 hazirlanmistir (Tablo 3.5). Kontrol gruplarina faj karisimi yerine BHI
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broth besiyeri koyulmustur. Daha sonra karigimlar 37°C'de 24 saat inkiibasyona

birakilmig ve inkiibasyon sonunda yayma Kkiiltiir yontemiyle BHI agara ekim

yapildiktan sonra petriler 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonunda bakteri sayilar1 belirlenmis ve fajlarin etkinligi ortaya konulmustur.

Tablo 3.5. Gida denemesi igin hazirlanan karisim hacimleri.

MOI: 10 | Kontrol (MOI: 10) | MOI: 0,1 | Kontrol (MOI: 0,1)
(faj/bakteri: (faj/bakterti:

10%/10?) 10%/10%)

500 pL L. garvieae | 500 puL L. garvieae | 500 ul. L. garvieae | 500 ulL L. garvieae
Karigimi (10? | Karisimu (10? | Karisimi (10* | Karisimu (10*
CFU/mL) CFU/mL) CFU/mL) CFU/mL)

500 pL Faj Karisimi | 500 pulL BHI 500 pL Faj Karisimi | 500 pL BHI

(10° PFU/mL) (10° PFU/mL)

4 mL Steril Su 4 mL Steril Su 4 mL Steril Su 4 mL Steril Su

M |

8

\
11
8§

Sekil 3.4. L. garvieae ile enfekte edilmis su drnekleri.
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4. BULGULAR

4.1 TFajlarm izolasyonu, Saflastirilmasi ve Titrelerinin
Belirlenmesi
Bolu ilinin farkli bolgelerden toplanan 24 adet ¢ig siit ve 1 adet kanalizasyon

suyu Orneginden Lactococcus garvieae’ya etkili 29 adet faj izole edilmistir. Bu
fajlardan 28 adedi ¢ig siit orneklerinden ve 1 adedi kanalizasyon suyundan izole
edilmistir. Izole edilen fajlar Tablo 4.1°de verildigi gibi konakg1 bakteri ve konakg1
kaynaklarina gore kodlanmistir. Fajlar, 0,22 um porlu filtrelerden gecirildikten

sonra %15 gliserol eklenerek -18°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 4.1. izole edilen fajlar ve kodlari.

Konakg¢1 Bakteri Susu ve Izolasyon Kaynag Faj Kodu
Kodu

3 (Lactococcus garvieae) 15 3S15
3 (L. garvieae) 17 3S17
3 (L. garvieae) 22 3522
3 (L. garvieae) 23 3S23
4 (L. garvieae) Kanalizasyon Suyu 4SU
4 (L. garvieae) 23 4523
10 (L. garvieae) 16 10S16
10 (L. garvieae) 19 10S19
12 (L. garvieae) 1 1251
12 (L. garvieae) 2 12582
12 (L. garvieae) 3 12S3
12 (L. garvieae) 4 1254
12 (L. garvieae) 5 1285
12 (L. garvieae) 17 12517
12 (L. garvieae) 19 12S19
12 (L. garvieae) 21 12521
12 (L. garvieae) 22 12522
12 (L. garvieae) 23 12523
12 (L. garvieae) 24 12524
15 (L. garvieae) 1 1581
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15 (L. garvieae) 2 15S2
15 (L. garvieae) 3 15S3
15 (L. garvieae) 4 1554
15 (L. garvieae) 5 15S5
15 (L. garvieae) 17 15517
15 (L. garvieae) 21 15521
18 (L. garvieae) 19 18S19
18 (L. garvieae) 20 18S20

Izole edilen fajlar Boliim 3.2.2.2°de tarif edildigi gibi zenginlestirilmistir.
Bu amagla, 18-24 saatlik inkiibasyondan sonra, bakteri {iremesinin bir isareti olan,
bulaniklik gbézlemlenen faj-bakteri karigimlarinin bakteri miktar1 sabit tutularak
zenginlestirmeye devam edilmistir. Fajlarin etkili oldugunun bir gostergesi olan
berraklik gozlemlenen faj-bakteri karigimlarmin bakteri miktarlar1 ise 10 pL
konake1 bakteri eklenerek devam edilmistir. Zenginlestirmeler sirasinda, belirli
araliklarla faj litik aktiviteleri kontrol edilmistir. Buna goére 12 ve 15 kodlu bakteri
suslarina etkili fajlarin plaklarinin diger fajlarin plaklarina gére daha biiyiik ve etkili
oldugu (Sekil 4.1); 3, 4, 10 ve 18 fajlarinin plaklarinin ise daha kiigiik ve zorlukla

goriildigi tespit edilmistir.

Sekil 4.1. izole edilen baz1 fajlarin litik aktivitesi.

Zenginlestirmeleri gergeklestirilen fajlarin  belirli araliklarla Bolim
3.2.2.3’te anlatildig1 sekilde titreleri kontrol edilmistir. Buna gore 12 ve 15 kodlu

suslara etkili fajlarin titreleri hizla artarken 3, 4, 10 ve 18 kodlu suslara etkili fajlarin
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titreleri ¢ok yavas yiikselmistir. Sekil 4.2°de 12S19 fajinin farkl diliisyonlarda litik

aktivitesi gosterilmistir.

Sekil 4.2. Titresi yiikseltilen 12S19 fajinin farkh diliisyonlarda litik aktivitesi (Faj
titresi).

Titresi 107 -10% PFU/mL’ye ulasan fajlar Boliim 3.2.2.4’te anlatildig1 tek
plak izolasyonu ile saflastirilmistir (Sekil 4.3). Tek plak alinirken birbirinden
morfoloji olarak farkli olan plaklar secilmistir. Saflagtirilan fajlar tekrar
zenginlestirmeye alinmis ve faj titreleri ylikselene kadar zenginlestirmeye devam

edilmistir.

Sekil 4.3. 15S3-2 fajinin tek plak izolasyonu (5. Diliisyon).

Tek plak izolasyonu ile saflastirilan fajlar Tablo 4.2°de belirtildigi gibi

isimlendirilmistir.
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Tablo 4.2. Saflastirilan fajlarin kodlari.

Sira Faj Sira Faj Sira Faj

1 12S1-1 10 1285-2 19 1583-1
2 12S1-2 11 12S19-1 20 15S3-2
3 1282-1 12 12S19-2 21 1554-1
4 12S2-2 13 12822-1 22 1554-2
5 12S3-1 14 12S22-2 23 15S17-1
6 12S3-2 15 12S23-1 24 15S17-2
7 1254-1 16 12S23-2 25 15S18-1
8 12S4-2 17 12S24-1 26 15S18-2
9 12S5-1 18 12S24-2

4.2 1izole Edilen Fajlarin Konak¢1 Arahginin Belirlenmesi

Spot testi ile farkli konakgilar lizerinde litik aktivitesi belirlenen fajlarin

sonuglar1 Tablo 4.3’te verilmistir. Konakg¢1 profilleri belirlenen bakteriyofajlar,

olusturduklar litik etkiye gore su sekilde siniflandirilmislandirilmistir:

S - 7 I R P S

Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:
Grup:

3S15

3S17

3522 ve 3523

12S1-2

1254-2

1283-1, 12S5-1, 12S19-1 ve 12519-2
1583-2

15SS4-2 ve 15S18-2

15S21-1
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Tablo 4.3. izole edilen fajlarin farkli konakgilar iizerindeki litik aktivitesi.

Faj

Konake¢1
Bakteri

3815

3S17

3S22

3823

12S81-2

12S3-1

1284-2

12S5-1

12S19-1

12S19-2

15S3-2

15S4-2

1518-2

15S21-1

L. garvieae 3

L. garvieae 4

L. garvieae 10

L. garvieae 12

L. garvieae 15

L. garvieae 18

ol e o I R

L.

monocytogenes

L. innocua

S. aureus

M. luteus

P aeruginosa

NCTC 12924

P aeruginosa

33




Tablo 4.3. Devam.

Faj
Konake¢1 Bakteri | 3S15 | 3S17 | 3S22 | 3S23 | 12S1-2 | 12S3-1 | 12S4-2 | 12S5-1 | 12S19-1 | 12S19-2 | 15S3-2 | 15S4-2 | 1518-2 | 15S21-1
R. equi - - - - - - - - - - - - - -
B. cereus - - - - - - - - - - - - - -
E. faecalis - - - - - - + - - - + - - -
P. putida - - - - - - - - - - - - - -

S. Typhimurium

E. coli O157:H7
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4.3 Lactococcus garvieae’ya Etkili Fajlarin DNA Ekstraksiyonu
Titresi 107-10% PFU/mL’ye ulasan ve saflastirilan fajlar DNA izolasyonu

icin Bolim 3.2.4‘te bahseldigi gibi yiliksek hizda santrifiij edilmistir. DNA
izolasyonu gergeklestirildikten sonra jel elektroforezinde ytirtitiilen faj DNA’larin
konsantrasyonlar1 karsilastirilmis ve yiiksek konsantrasyona sahip fajlarla
calismaya devam edilmistir. Elde edilen sonucglara gére 3, 12 ve 15 konake1
suslarina ait fajlar daha iyi sonug vermistir. Kalan diger konakgilara ait fajlar (4, 10

ve 18) ise zenginlestirilmeye devam edilmistir (Sekil 4.4).

3515/ 3s17 /3522 3s23 === i s . 1553-2 / 1554-2 / 15518-2

e Gl -y

Sekil 4.4. 3, 12 ve 15 konakg¢1 suslarna etkili bazi fajlarin jel goriintiileri.

4.4 Tzole Edilen Bakteriyofaj DNA’larimin Restriksiyon
Profillerinin Belirlenmesi
Konsantrasonlar1 belirlenen 10 faj DNA’s1 restriksiyon profillerinin

belirlenmesi amaciyla EcoRI enzimi ile kesilmis ve jel -elektroforezinde
goriintiilenip kesim profillerine gére tanimlanmislardir (Sekil 4.5). Bu fajlarin

genom biiyiikliikleri Tablo 4.5°te verilmistir.

Restriksiyon  profilleri  belirlenen  bakteriyofajlar,  olusturduklar
fragmentlere gore siniflandirilmis ve GelJv.2.0 programiyla fragment biiyiikliikleri

hesaplanmistir. Bu siiflandirma su sekilde yapilmastir;
1. Grup: Kuyucuk 1,2,3,4,5,6,8 ve 9
2. Grup: Kuyucuk 7

3. Grup: Kuyucuk 10
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Sekil 4.5. Faj DNA’larinin ECORI enzimi ile kesimi jel goriintiisii. M: Marker;
1:12581-2; 2: 12S3-1; 3: 1254-2; 4: 12S5-1; 5: 12519-1; 6: 12519-2; 7: 15S3-2; 8:
1554-2; 9: 15S18-2; 10:15S21-1.

Tablo 4.4. Restriksiyon enzimi kesimi sonucunda elde edilen faj DNA

fragmentlerinin biytikliikleri.

Marker | 12S1- | 12S3- | 12S4- | 12S5- | 12S19-1 | 12S19-2 | 15S3- | 15S4- | 15S18-2 | 15S21-1
2 1 2 1 2 2
1. Bant | 21226 17911 | 20864 | 20547 | 19928 | 19928 19035 20235 | 20864 | 21187 21847
2. Bant | 5148 12134 | 11956 | 11441 | 11441 | 10950 10792 7883 11610 | 11956 12314
3. Bant | 4268 5923 5923 5474 5619 5334 5334 5546 5546 5619 7774
4. Bant | 3530 4640 4640 4362 4471 4310 4258 4416 4416 4416 5693
5. Bant | 2027 3492 3492 3377 3415 3304 3268 3377 3415 3377 4416
6. Bant | 1904 1693 1693 1683 1663 1693 1673 1683 1683 1693 3377
7. Bant | 1584 1528 1528 1513 1492 1499 1499 1528 1520 1520 1683
8. Bant | 1375 1453 1466 1435 1429 1429 1429 1447 1447 1447 1513
9. Bant | 947 1252 1249 1249 1237 1240 1243 1255 1252 1249 1435
10. Bant | 831 1197 1121 1121 1133 1119 1128 1123 1125 1121 1334
11. Bant | 561 1121 1104 1102 1101 1104 1104 1103 1104 1240
12. Bant 1104 1088 1089 1088 1089 1092 1090 1121
13. Bant 1102
14. Bant 1087
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Tablo 4.5. Restriksiyon enzim kesimi sonucunda hesaplanan fajlarin genom

biiytikliikleri.

Kuyucuk Faj Genom Biiyiikliigii (bc)
1 12S81-2 53448
2 1283-1 56124
3 1254-2 54393
4 12S85-1 51828
5 12S19-1 52995
6 12S19-2 50763
7 15S83-2 50686
8 1554-2 55073
9 15S18-2 55779
10 15S821-1 65936

RFLP analizi sonucunda birbirinden farkli ¢ikan 12S4-2, 15S83-2 ve 15S21-

1 kodlu fajlar secilmis ve bu fajlarin diger 6zellikleri de belirlenmistir.

4.5 Konakel Suslarin Gelisme Egrisi Sonuclar
Absorbans degerleri 30 dakikalik araliklarla, 600 nm dalga boyunda takip

edilen ve ayn1 zamanda BHI agarda bakteri sayis1 belirlenen L. garvieae 12 ve 15

suslarmin gelisme egrileri sirasiyla Grafik 4.1 ve Grafik 4.2°de gosterildigi gibidir.
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Lactococcus garvieae (12) Gelisme Egrisi
9,5
9,3
9,1
8,9
8,7
8,5
8,3
8,1

Bakteri Sayisi (log CFU/ mL)

7,9
7,7

7,5
0,015 0,033 0,198 0,238 0,584 1,132 1,507 1,533 1,538 1,539 1,536

Absorbans (abs. unit)

Grafik 4.1. L. garvieae 12 susunun gelisme egrisi

Lactococcus garvieae (15) Gelisme Egrisi
9,9

9,4
8,9

8,4

Bakteri Sayisi (log CFU / mL)

7,9

7,4
0,022 0,028 0,126 0,151 0,221 0,573 1,585 1,634 1,724 1,732 1,614

Absorbans (abs. unit)

Grafik 4.2 L. garvieae 15 susunun gelisme egrisi

Inokiilasyondan hemen sonra, 12 kodlu L. garvieae susu 0,015 absorbans
degeri ile baslarken 15 kodlu L. garvieae susu 0,022 absorbans degeri ile
baslamistir. 12 kodlu sus 120 dakika sonra 0,584 absorbans degerine ve 4,3x108
CFU/mL bakteri sayisina ulasmistir. 15 kodlu sus ise 150 dakika sonra 0,573

absorbans degerine ve 3,01 x108 CFU/mL bakteri sayisina ulagmustir.
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4.6 Enfeksiyon Coklugu
Hazirlanan faj karisimlarinin (12S4-2, 15S3-2 ve 15S21-1) farkli MOI

degerlerinde (10, 10, 10%, 10* ve 10°) Lactococcus garvieae suslarina etkisi
gbzlemlenmistir. Analiz Microplate Reader ile gerceklestirilmistir. MOI denemeleri
bakteri sabit ve faj sabit olacak sekilde 2 farkli sekilde gergeklestirilmistir. Denenen

tiim MOI degerlerinin sonuglar1 Grafik 4.3’te verilmistir.
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Grafik 4.3. Farkli MOI degerlerinde fajlarin etkileri.

Elde edilen sonuglara gére en etkili MOI degerinin 10° oldugu gériilmiistiir.
Bu degerde bakteri gelisiminin 4 saat 40 dakika geciktigi ve yaklasik 2 log azaldig:
gozlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. MOI:10° te fajin bakteri gelisimine etkisi.

MOI: 10%te ise faj karigimi bakterilerin gelisimini 2 saat 40 dakika
geciktirmistir ve yaklagik 1 log’luk diisiis saglamistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. MOI:10*'te fajin bakteri gelisimine etkisi.
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ABSORBANS
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MOI: 10*te faj karigtmi bakterilerin gelisimini 2 saat 20 dakika

geciktirmistir ve yaklasik 1 log’luk diisiis saglamistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. MOI:10*’te fajin bakteri gelisimine etkisi.

MOI: 10*’te faj karigiminin bakteri gelisimini geciktirmedigi ve bakteri

sayisinda herhangi bir degisiklik olusturmadig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. MOI:10%’de fajin bakteri gelisimine etkisi.

Ayni sekilde MOI: 10°da faj karisiminin bakteri gelisimini geciktirmedigi

ve bakteri sayisinda herhangi bir degisiklik olusturmadig1 gozlemlenmistir (Sekil

4.10).
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Sekil 4.10. MOI:10'da fajin bakteri gelisimine etkisi.

4.7 Fajlarin Tek Asamah Gelisme Egrisi

Boliim 3.2.8’de anlatildigi gibi faj enfeksiyonundan 120 dakika sonrasina
kadar belirli araliklarla siipernatandaki faj titresi belirlenerek tek asamali gelisme
egrileri ¢ikartilan 12S4-2, 15S83-2 ve 15S21-1 fajlarinin latent donemleri, artis
donemleri ve patlama boyutlar1 birbirlerinden farklilik gostermistir. Fajlarin
patlama boyutlar1 Esitlik 3.1°de verilen sekilde hesaplanmistir. Faj 12S4-2, latent
donemi 10 dakika, artis donemi 20 dakika ve patlama boyutu 714 olarak
hesaplanmistir (Grafik 4.4). 15S3-2'nin latent donemi 25 dakika, artis donemi 45
dakika ve patlama boyutu 600 olarak bulunmustur (Grafik 4.5). Son olarak, 15S21-
I’in latent donemi 10 dakika, artis donemi 15 dakika patlama boyutu 363 olarak
bulunmustur (Grafik 4.6) (Suarez vd. 2002).
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Grafik 4.4.12S4-2 fajinin tek agsamali gelisme egrisi.
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Grafik 4.5. 15S3-2 fajinin tek agsamali gelisme egrisi.
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15S21-1 Gelisme Egrisi
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Grafik 4.6. 15S21-1 fajinin tek agamali gelisme egrisi.

4.8 Fajlarin Adsorpsiyon Hizlarinin Belirlenmesi
Faj adsorpsiyon hizi, fajlarin bakteri hiicrelerine baglanma oraninmi ifade

etmektedir. Secilen fajlarin adsorpsiyon egrileri Boliim 3.2.9°da anlatildig1 gibi
belirlenmis ve adsorpsiyon hizlar1 Esitlik 3.2°den yararlanilarak hesaplanmistir
(Tablo 4.6). Tabloda goriildiigii gibi ti¢ fajin da adsorbsiyon orant %98’in {izerinde
cikmistir. Asagidaki grafiklerde enfeksiyondan sonra ortamda bulunan faj
titrelerinin hesaplanmastiyla ¢izilmis faj absorpsiyon egrileri verilmistir (Grafik 4.7,
4.8 ve 4.9).

Tablo 4.6. Fajlarin adsorpsiyon hizlari.

Faj Adsorpsiyon Hiz Sabiti Fajlarin Adsorpsiyon
(mL/dk) Oranlari (%)
1254-2 4,6 x107 99,8
15S3-2 1,05 x 108 98,2
15S21-1 3,5x107 99,5
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Grafik 4.7. 12S4-2 fajimin adsorpsiyon egrisi.
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Grafik 4.8. 15S3-2 fajinin adsorpsiyon egrisi.
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Grafik 4.9. 15S21-1 fajinin adsorpsiyon egrisi.

4.9 L. garvieae’ya Etkili Faj Karisiminin Model Gida Uygulamasi

L. garvieae suslar1 (103 CFU/mL) ile enfekte edilen su 6rnegine farkli MOI
degerlerinde faj karisimlart eklenmis ve 24 saat boyunca 37°C'de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda bakteri miktar1 sayilmis ve fajlarin su &rnegi
tizerinde L. garvieae suslarina etkisi gozlemlenmistir. Grafik 4.10°da da gorildigi
gibi MOI:0,1’e ait kontrol grubunda, yani faj icermeyen su Orneginde bakteri
sayisinda 1,60206 log’luk bir artis gozlemlenmistir. Fakat, MOI: 0,1 de faj karigimi
eklenen su orneginde baslangicta 10* CFU/mL bakteri varken 24 saat sonunda
biitiin bakteriler, fajlar tarafindan inhibe edilmistir. MOI:10’ a ait kontrol grubunda,
bakteri sayisinda 3,748188 log’luk bir artis gézlemlenirken, MOI: 10 olacak sekilde
faj karisimi eklenen su drneginde baslangigta 10> CFU/mL olan bakteri sayisi 24
saat sonunda sifirlanmistir. Genel olarak baktigimizda MOI: 0,1°de 4 log’luk bir
azalis gozlemlenirken, MOI: 10°da 2 log’luk bir azalis gézlemlenmistir. Fakat her
iki MOI degerinde de faj karisimi, L. garvieae suslarimi tamamen ortadan

kaldirmustir.

46



w B

N

Bakteri Sayisi (log CFU / mL)

Zaman (Saat)

B MOI: 10 (Kontrol)
m MOI:10
® MOI: 0,1 (Kontrol)
mMOI: 0,1

Grafik 4.10. MOI: 0,1 ve MOI: 10°da faj karisimlarinin, L. garvieae ile enfekte

edilmis su 6rnegine etkisi.
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5. TARTISMA

5.1 Lactococcus garvieae’ya Etkili Fajlarin izolasyonu
Bakteriyofajlar, yeryliziinde en bol bulunan canlilardir ve her ekosistemde

mikrobiyal dengenin diizenlenmesinde kilit rol oynamaktadirlar (Kutter ve
Sulakvelidze, 2004). Bu mikroorganizmalar konakgilarinin bulundugu; tatli su,
deniz suyu, toprak, hava ve atik su gibi bir cok ¢evresel kaynaktan rahatlikla izole
edilebilmektedirler (Nair vd., 2022). Lactococcus garvieae’nin yaz aylarinda su
sicakligimin 16°C'nin lizerine ¢ikmasiyla hem deniz suyunda hem de tath sularda
arttig1 bilinmektedir (Vendrell vd., 2006). Dolayisiyla L. garvieae’ya etkili fajlar
da tatli sulardan, deniz sularindan ve baliklardan izole edilebilmektedir. Nitekim L.
garvieae fajlarinin baliklar (6zellikle Sarikuyruk), deniz suyu, toprak ve atik
sulardan izole edildigi yapilan ¢alismalar ile rapor edilmistir. Park vd. (1998)
yaptiklart ¢aligmada, ¢ift tabaka agar yoOntemi ile sarikuyruk (Seriola
quinqueradiata) baligindan 14 faj izole etmislerdir. Nakai vd. (1999), 6 adet L.
garvieae etkili faji deniz suyu ve balik ¢iftligi sularindan izole etmistir. Eraclio vd.
(2015) ise topraktan L. garvieae etkili faj izole ettiklerini bildirmislerdir. Hoai ve
Yoshida (2016), Japonya’da bulunan deniz baliklarindan L. garvieae’ya etkili 10
faj izole etmigler ve bunlarin lizojenik olma durumlarint incelemislerdir. Fakat
literatiire bakildiginda ¢ig siitten izole edilen bir L. garvieae fajina
rastlanilmamistir. Bu tez kapsaminda, Bolu ilinin farkli bolgelerinden temin edilen
24 adet ¢ig inek siitii ve 1 adet kanalizasyon suyu 6rneginden L. garvieae’ya etkili
29 adet faj izole edilmistir.

5.2 1lzole Edilen Fajlarin Konak¢i Arahginin Belirlenmesi

Bolim 4.2°de de goriildiigii tizere 3S15 faji kendi konakgist disinda 4 ve 10
kodlu L. garvieae suslarini da etklemistir. 3S17 ise kendi konakgisini ve 4 kodlu L.
garvieae susunu etkiledigi goriiliirken; 3S22 ve 3S23 fajlarmmin sadece kendi

konakgisini inhibe ettigi belirlenmistir.

1251-2 kodlu faj sadece kendi konakg¢isini etkilerken; 12S3-1, 12S5-1,
12S19-1 ve 12S19-2 fajlar1 kendi konakgis1 haricinde 4 kodlu L. garvieae susunada
etki gostermistir. 1254-2 kodlu fajin ise 3, 4,10 ,12 ,15 ve 18 kodlu L. garvieae

suglarini, ayrica M. luteus ve E. faecalis suslarini inhibe ettigi gézlemlenmistir.
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15S3-2 fajimnin 3, 4, 10 ve 15 kodlu L. garvieae suslarin1 ve E. faecalis
susunu; 1554-2 fajinin 4, 12 ve 15 kodlu L. garvieae suslarini; 15S18-2 fajinin ise
12 ve 15 kodlu L. garvieae suslar iizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. 1521-1
fajinin ise 3, 12, 15 ve 18 kodlu L. garvieae suslarini inhibe ettigi gozlemlenmistir.
Genel olarak bakildiginda izole edilen 12S4-2, 15S3-2 ve 15S21-1 fajlarinin L.
garvieae suslar tizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Bilindigi tlizere L. garvieae
Gram pozitif bir bakteridir. 1254-2 faji1 konak¢1 araliginin belirlenmesi analizinde
kullanilan bir baska Gram pozitif bakteri olan Micrococcus luteus ve Enterococcus

faecalis suslarina kars1 da litik etki gostermistir.

Benzer olarak Eraclio vd. (2015) ¢alismalarinda topraktan izole ettikleri L.
garvieae fajinin konakg1 araliginin test edilen 73 L. garvieae susundan yalniz 2
tanesi ile simirl oldugunu ancak fajlarin Gram pozitif L. lactis’e de etkili oldugu
belirtilmistir. Bizim yagtigimiz bu tez ¢alismasinda ise izole edilen 12S4-2 ve
15S3-2 fajlarinin, L. garvieae suslar1 haricinde Gram pozitif E. faecalis e de etkili

oldugu gozlemlemlenmistir.

Ghasemi vd. (2014a), ¢calismamizda da kullandigimiz spot testi yontemi ile
konakg¢1 araligimi belirlemislerdir. Arastirmacilar bu calismada atik sudan izole
edilen WWP-1 fajinin, ¢alismada kullanilan 3 farkli L. garvieae susu tizerine etkili
oldugunu ancak, Lactococcus lactis, Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Enterococcus fecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa {iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini rapor
etmislerdir. Bu ¢aligmada izole edilen fajlarin gogu mevcut L. garvieae suslarinin

bir¢ogunu inhibe edebilmistir.

Baska bir ¢aligmada ise Sarikuyruk baligindan izole edilen PLgY fajinin, 24
farkli L. garvieae susunu inhibe ettigi rapor edilmistir (Park vd., 1997). Bu tez
kapsaminda izole edilen 12S4-2 fajinin test edilen tiim L. garvieae suslar1 iizerinde

etkili oldugu goriilmiistiir.

Park vd. (1998), yaptiklar1 ¢alismada deniz suyu ve ¢iftlik sularindan
PLgY16, PLgY30, PLgY886, PLgW1, PLgW2, PLgW3 ve PLgW4 fajlarimi izole
etmigler. 111 L. garvieae susunun bu fajlara duyarliliklarini test etmislerdir. Analiz
sonucunda, 83 susun PLgY16’ya; 89 susun PLgY30’a; 79 susun PLgY886’ya; 101
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susun PLgW1’e, 2 susun PLgW2’ye; 96 susun PLgW3’e ve 97 susun PLgW4’e

duyarli oldugu gézlemlenmistir.

5.3 Faj DNA’larinin Restriksiyon Profilleri

Tez kapsaminda, izole edilen faj DNA’larmin izolasyonu Viral DNA/RNA

izolasyon kiti ile gerceklestirilmistir.

Izole edilen 10 faj DNA’s1 restriksiyon profillerinin belirlenmesi amaciyla
EcoRI enzimi ile kesilmis ve jel elektroforezinde goriintiilenip kesim profillerine
gore smiflandirilmiglardir. RFLP spesifik restriksiyon fragmanlarinin boyut
degiskenligini DNA oOrneklerinin karsilastirilmasini
saglamaktadir (Di Felice vd., 2019).

degerlendirerek farkl

Literatiire bakildiginda L. garvieae suslarina etkili fajlarin genom
biiyiikliiklerinin belirlendigi ve dizi analizlerinin yapildig1 sinirli sayida ¢aligma
goriilmektedir (Tablo 5.1). Bu ¢alismalarda yer alan fajlarin genom biiytikliiklerinin
18,000-40,000-bp arasinda degistigi goriilmektedir. Bu tez kapsaminda izole edilen
fajlarin genom biiyiikliikliklerinin ise 50,000-65,000 bg¢ arasinda degistigi
gozlemlenmistir (Tablo 4.4). Bu sonuca dayanarak izole edilen fajlarin literatiirde
bulunan fajlardan farkli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak Sekil 4.5’te verilen
fragment biiyiikliiklerinden ilk sirada yer alan yaklasik 20.000 bazlik fragment
kesimin tamamlanmamis olabileceg§i ihtimaline dayanarak dikkate alinmayacak
olursa o zaman bulunan DNA biiyiikliiklerinin 30.000-45.000 bg arasinda degistigi
goriilmektedir. RFLP analizinin tez calismasi kapsaminda fajlarin farkliligim
ortaya koymak i¢in yeterli oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte bu ¢alismanin

devaminda ve daha sonra yapilmasi planlanan arastirmalar kapsaminda DNA dizi

analizi ile gergek genom biiyiikliklerinin tam olarak belirlenebilecegi
diistiniilmektedir.
Tablo 5.1. L. garvieae etkili fajlarin genom biiyiiklikleri.
Faj Adi Aile Biiyiikliik Erisim Kaynak
(be) Numarasi
WP-2 Picovirinae 18,899 KJ528544.1 (Ghasemi, 2014c)
GE1 Siphoviridae 24,847 NC 029118.1 | (Eraclio vd., 2015)

50




PLgT-1 Siphoviridae 40,273 KU892558.1 (Hoai vd., 2016)
TB25 Siphoviridae 38,122 KX833905.1 | (Eraclio vd., 2017)
PLgY-16 Siphoviridae 29,342 KY926698 (Hoai vd., 2019)
PLgY-30 Siphoviridae 29,284 KY926699 (Hoai vd., 2019)
PLgW-1 Siphoviridae 30,189 KY888143 (Hoai vd., 2019)
PLG-II - 32,271 MZ368140.1 | (Akmal vd., 2022)
1254-2 - 54,393 - Bu calismada
15S3-2 - 50,686 - Bu calismada
15S21-1 - 65,936 - Bu calismada

5.4 Konakei Suslarin Gelisme Egrisi

Fajlarin bakterilere tutunduktan sonra litik veya lizogenik dongiiyii takip
etmeleri genetik faktorlerin etkili oldugu bir karar siirecidir. Bu karar siirecinde
bakterilerin logaritmik fazda olmalar1 litik dongiiniin sec¢ilmesinde bir etkenolarak
goriilmektedir (Tunail, 2009). Bu nedenle bu caligsmada litik fajlarin etkinliginin
belirlenmesi i¢in konakgi bakterilerin gelisme egrileri ¢ikarilmis ve analizler

logaritmik fazda olan bakteriler ile gergeklestirilmistir.

Bolim 4.5’te anlatildigi tizere 12 kodlu L. garvieae susunun 0,584
absorbans degerinde; 15 kodlu L. garvieae susunun ise 0,573 absorbans degerinde

log fazina ulastig1 gézlemlenmistir.

Xie vd. (2023), Cin'de klinik mastitisli ineklerden izole ettikleri L.
garvieae'nin bazi ézelliklerini analiz etmistir (Xie vd., 2023). izole edilen susun
enfeksiyondan 4 saat sonra, ¢calismamizda kullanilan suslara benzer olarak yaklasik

0,550 absorbans degerinde log fazina ulastig1 rapor edilmistir.

5.5 Fajlarin Tek Asamali Gelisme Egrisi

Tablo 5.2°de de acikca goriildiigii gibi izole edilen bakteriyofajlar latent
donem, artig donemi ve patlama biiytikliigii acisindan farkli 6zellikler sergilemistir.
Literatiire bakildiginda L. garvieae fajlariyla alakali ¢alismanin ¢ok az oldugu

belirlenmistir. Ozellikle bu bakteriye etkili fajlarin patlama biiyiikliikleri ve latent
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donemleriyle ilgili ¢alisma sayisinin sadece bir oldugu gorilmiistiir. Nitekim Hoai
vd. (2018) L. garvieae’ya etkili 3 litik fajla yaptiklar1 c¢alismada fajlarin
morfolojisini, konak araligin1 ve etkinligini ayrintili olarak arastiramadiklarini
calismalarinin 6zet kisminda 6zellikle belirtmislerdir. Sonug olarak L. garvieae’ya
etkili cok az faj izole edilmis ve bu fajlarinda 6zelliklerinin ayrintili bir sekilde
incelenmedigi goriilmiistiir. Bu tez ile L. garvieae suslarina etkili fajlarin 6zellikleri

ortaya ¢ikarilmistir.

Tablo 5.2. Fajlarin baz1 6zellikleri

Faj 1254-2 15S3-2 15S21-1
Latent Donem (dk) 10 o5 10
Artis Donemi (dk) 20 45 15
Patlama Boyutu 714 600 363

Eraclio vd. (2015), topraktan izole ettikleri GE1 kodlu L. garvieae fajiin
patlama biiyiikliginii 139 ve latent siiresinin ise 31 dakika oldugunu
belirtmislerdir. Faj GE1’in patlama biiyiikliigiiniin ¢aligmamizda izole edilen
fajlardan daha diisiik oldugu, latent siiresinin ise 15S3-2 ile benzerlik gosterdigi

goriilmektedir.

5.6 Faj Adsorpsiyon Oranlan

Analiz sonuglara gore izole edilen 3 fajin L. garvieae ile 10 dakika
inkiibasyonundan sonra %98,2-99,8 oraninda maksimum adsorpsiyon sagladigi
gozlemlenmistir. Ayrica Tablo 4.4’te verilen sonuglara 12S4-2 ve 15S21-1’in
adsorpsiyon hizlar1 birbirine yakinlik gosterirken 15S3-2’nin bu iki fajdan daha

yavas adsorbe oldugu gozlemlenmistir.

Ghasemi vd. (2014a) yaptiklar1 ¢alismada ise izole ettikleri L. garvieae
fajinin 15 dakida %95 adsorpsiyon orani sagladigini gézlemlemlenmistir. Bu tez
calismasi kapsaminda izole ettigimiz 12S4-2, 15S3-2 ve 15S21-1 fajlarinin,
Ghasemi vd. (2014a)’nin izole ettigi WWP-1 fajina gore daha kisa siirede ve daha
Iyi bir adsorpsiyon sagladig tespit edilmistir.
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5.7 L. garvieae’ya Etkili Faj Karistminin Su Ornegine Etkisi

L. garvieae tath ve tuzlu sularda yasayan ve bu sularda yasayan baliklarda
hiperakut hemorajik septisemik enfeksiyonlara ve kitlesel 6liimlere neden olan bir
patojendir. Kitlesel balik 6liimleri hem ekolojik a¢idan hem de endiistriyel olarak

kayiplara ve ekonomik sorunlara neden olmaktadir (Radosavljevi¢ vd., 2020).

Giliniimiizde patojenlerle miicadelede bir ¢ok yontem kullanilmaktadir.
Fakat bu yoOntemlerin gidalarin tadin1 ve besin degerlerini degistirmek, insan
sagligina ve gevreye zarar vermek gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. (Amit vd.,
2017; Naveena ve Nagaraju, 2020). Ayrica antibiyotik kullanimi da patojenlerin

diren¢ kazanmasina neden olmaktadir (Liao vd., 2020).

Bu nedenle calisma kapsaminda izole edilen fajlarin suda litik etki
gostermesi en azindan endiistriyel boyutlarda balik iiretiminde bu patojen ile

miicadele de etkili bir yontem olabilecegini gostermektedir.

Izole edilen 12S4-2, 15S3-2 ve 15S21-1 fajlarindan olusan faj
karistminin MOI:0,1 ve MOI:10 degerlerinde enfekte edilen su orneginde L.
garvieae suslarmi tamamen ortadan kaldirdigi gozlemlenmistir. Bu sonug
baliklarda fajlarin L. garvieae nin neden oldugu hastaliklarla miicadelede umut
vadetmektedir. Fajlarin biyolojik antimikrobiyaller olarak balik {iretiminde
kullanim1 balik hastaliklarinin Oniine gegerek gida kayiplarina ve ekonomik
kayiplara engel olacak, en Onemlisi de insan sagligmin Kkorunmasina katki

saglayacaktir.

Park vd. (1998) yaptiklar1 bir ¢alismada L. garvieae fajlarmin deniz
suyundaki stabilitelerini incelemislerdir. Bu amagla faj PLgY 16 hem otoklavlanmis
hem de otoklavlanmamig deniz suyuna inokiile edilmistir. Faj PLgY 16 nin
otoklavlamis deniz suyunda 14 giin boyunca stabilitesini korudugu goriilmiistiir. Bu
deniz suyunun tuz oranindan faj PLgY16’nin etkilenmedigini gdstermektedir.
Ancak otoklanmamis deniz suyunda 7 giin icerisinde ilk basta artis gosteren faj
titresinin giderek azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonug fajlarin kullanilmak istenen asil
ortamda dogal yapi bozulmadan etkinliginin ve stabilitesinin incelenmesi
gerektigini gostermektedir. Ayrica litik etkisi yliksek fajin veya faj kokteylinin

belirli periyotlarla balik yetistirilen ortama inokiile edilmesinin de basit bir ¢oziim
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yontemi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ve benzeri 6nerilerin deneysel bir olarak

incelenmesi ve bu konuda daha kapsamli aragtirmalar yapilmasi gerekmektedir.

Nakai vd. (1999), ortalama 50 g olan yirmi sarikuyruk baligma, 10" CFU
balik dozunda L. garvieae susu enjekte etmisler ve enjeksiyondan 1 saat sonra 10’
PFU/mL PLgY-16 faji enfekte etmislerdir. Kontrol olarak, faj siispansiyonu yerine
Tripto-soya Broth kullanmislardir. 24 saat sonunda faj enjekte edilmis sarikuyrugun
hayatta kalma oraninin (%90), faj enjeksiyonu yapilmamis kontrol baliklarindan

(%45) ¢ok daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

Ghasemi vd. (2014a), calismalarinda izole ettikleri WWP-1 fajinin, L.
garvieae ile dogal olarak enfekte olmus gokkusagi alabaligi lizerindeki terapdtik
etkisini arastirmislar. Bunun i¢in klinik laktokokkoz belirtileri sergileyen
gokkusag alabaliklarini segmislerdir. Bir grup alabaliga faj emdirilmis yem (102
PFU/g) verilmis; ikinci hastalikli balik grubuna fajsiz yem verilmis ve bu grup
kontrol olarak kullanilmistir. Baliklarin 6lim oranlar1 2 hafta boyunca giinliik
olarak kaydedilmistir. Calisma sonucunda, kontrol grubundaki baliklarin tamami 8
giin sonra Oliirken; faj tedavisinden 2 hafta sonra, faj emdirilmis yem alan baliklarin

%30'dan fazlasinin hayatta kaldig: bildirilmistir (Ghasemi, 2014a).

Sonug¢ olarak tiim ¢alismalarin umut vadeden ortak sonuglart oldugu
goriilmektedir. Yapilan diger ¢aligmalara bakildiginda fajlarin enjeksiyonu farkli
yontemler ile saglanmistir. Ancak her calismada sonug olarak fajlar, baliklarin L.
garvieae enfeksiyonu ile miicadelede hayatta kalma oranini yiikseltmistir. Bu
sonuglar L. garvieae’ya etkili fajlarin, alabalik tesisleri vb. endiistriyel tiretimlerde

veya farkli ekosistemlerde kullanilabilirligini ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, ¢ig inek siitii 6rneklerinden, bir balik patojeni olan L.

garvieae'ya 6zgi litik bakteriyofajlar izole edilmis ve bu fajlarin karakterizasyonu

saglanmistir. Caligma sonunda:

1.

Bolu ilinin farkli bdlgelerinden toplanan 24 adet ¢ig siit ve 1 adet
kanalizasyon suyu Orneginden L. garvieae’ya etkili 29 adet faj izole
edilmistir.

Bu fajlardan, zenginlestirmeler sonucunda yiiksek titreye sahip olan 10°u
secilmis ve restriksiyon profillerinin belirlenmesi amaciyla EcoRI enzimi
ile kesilmistir.

Restriksiyon  profilleri ~ belirlenen  bakteriyofajlar,  olusturduklari
fragmentlerin biiyiikliiklerine gore 3 gruba ayrilmis ve bu 3 gruptan titresi
10 PFU/mL olan 3 farkli bakteriyofaj segilerek gelisme egrileri ve
adsorpsiyon hizlari belirlenmistir.

1254-2 kodlu fajin, 6 adet L. garvieae susuna, ayrica Micrococcus luteus ve
Enterococcus faecalis suslarina etkili oldugu gozlemlenmistir. 15S3-2
fajinin ise 4 adet L. garvieae susuna ve Enterococcus faecalis susuna etkili
oldugu gozlemlenmistir. Son olarak 1521-1 fajininda 4 adet L. garvieae
susunda litik aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Gelisme egrileri ¢ikarilan bu 3 fajin latent donemleri, yiikselis donemleri ve
patlama boyutlar1t da RFLP de oldugu gibi birbirinden farklilik gostermistir.
Bu ti¢ fajin adsorpsiyon oranlar1 da belirlemis ve bu oranlar birbirine yakin
sonuglar vermistir.

Bu 3 fajin optimum MOI degeri 10° olarak belirlenmistir.
Son olarak, bu fajlardan olusan karisimin su o6rneginde, MOI: 0,1 ve

MOI:10 degerlerinde L. garvieae suslarini tamamen ortadan kaldirdigi
gozlemlenmistir.

Bolim 2.2.3’te de belirtildigi gibi L. garvieae’ya etkili fajlarla yapilan

calisma sayist sadece 13 adettir. Ayrica bu calismalarin ¢ogunda gelisme egrisi,

adsorpsiyon orani ve enfeksiyon ¢oklugu gibi fajlarin karakterize edilmesinde

Oonemli olan analizler eksiklik gdstermektedir. Bu ¢alisma ile L. garvieae bu

eksiklik giderilerek yeni caligmalarin 6nii agilabilecektir.
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Calismanin sonuglari, 12S4-2, 15S3-2 ve 15S21-1 fajlarinin L. garvieae
suslarina spesifik oldugunu gostermistir. Bu ¢alisma, balik yetistirme sektoriinde
prevalansi yiiksek olan L. garvieae suslarinin belirlenerek, pilot iiretim ile enfekte
baliklarda deneme yapilmasi gerektigi sonucunu gostermistir. Tiim bu c¢aligmalar
sonucunda bakteriyofaj koleksiyonlar1 olusturulabilecektir. Daha sonrasinda izole
edilen bakteriyofajlarin tanimlanmasi i¢in elektron mikroskobunda goriintiisiiniin
alinarak familyasinin belirlenmesi, genom diziliminin ¢ikarilarak siniflandirilmasi
ve olast toksik genlerin varligi acisindan degerlendirilmesi, sicaklik ve pH
faktorlerinden  etkilenme durumlarinin  arastirilmasi  gerekmektedir. Bu
analizlerinden olumlu sonuglar alinmasi durumda L. garvieae suslarina karsi

kullanilabilecek bir iiriin ¢ikarilabilmesi miimkiin olabilecektir.
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