T.C.
RECEP TAYYIP ERDOGAN UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Paenibacillus dendritiformis IZOLATLARINDA
BAKTERIYOFAJ/BAKTERIYOSIN VARLIGININ VE KONAK
GENIiSLiGININ ARASTIRILMASI

MERVE KARALI

TEZ DANISMANI
PROF. DR. SENGUL ALPAY KARAOGLU
TEZ JURILERI

PROF. DR. ILKNUR TOSUN
DR. OGR. UYESI YESIM AKTURK DiZMAN

YUKSEK LiSANS TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

RiZE-2019
Her Hakki Sakhdir



T,
RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Paenibacillus dendritiformis IZOLATLARINDA
BAKTERIYOFAJ/BAKTERIYOSIN VARLIGININ VE KONAK GENISLIGININ
ARASTIRILMASI

Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU damismanliginda Merve KARALI tarafindan
hazirlanan bu ¢alisma, Enstitli Yonetim Kurulu karariyla olusturulan jiiri tarafindan

19/07/2019 tarihinde Biyoloji Anabilim Dali’'nda YUKSEK LISANS tezi olarak kabul

edilmistir.
Jiiri Uyeleri  Unvam Adi Soyadi Imzasi
Baskan : Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU %
Uye . Prof. Dr. Ilknur TOSUN

Uye : Dr. Ogr. Uyesi Yesim AKTURK DIZMAN ~ —Shg——




ONSOZ

Amerikan Yavru Cirikligi etkeni P. larvae suslarinin izolasyon calismasi
sirasinda izole edilen Paenibacillus dendritiformis suslar1 kullanilarak, bakteriyofaj/
bakteriyosin varliginin arastirilmasi ve konak genisliginin belirlenmesinin amaclandigi
bu ¢alisma, Recep Tayip Erdogan Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Ana

Bilim Dali’nda “Yiiksek Lisans Tezi” olarak hazirlanmistir.
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KARAOGLU*na tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Paenibacillus dendritiformis IZOLATLARINDA BAKTERIYOFAJ/BAKTERIYOSIN
VARLIGININ VE KONAK GENIiSLiGININ ARASTIRILMASI

Merve KARALI

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsman: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Paenibacillus dendritiformis sporlu basiller grubunda yer alan, taze kiiltiirleri Gram pozitif
boyanan, vejetatif hiicreleri diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu yuvarlak veya kiint biten,
cogunlukla subterminal siskin spor iceren basillerdir. Kontamine ortamlarla temas eden arilarin
mikrobiyotasindan izole edilen tiirler arasinda yer almaktadir. Calismamizda da Amerikan
Yavru Cirtikligi etkeni P. larvae suslarinin izolasyon ¢alismasit 17 adet P. dendritiformis
izole ve identifiye edildi. P. dendritiformis’in bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite
varhigin ve konak genisliginin belirlenmesi amaglandi. Paenibacillus cinsine ait yaklasik 139
adet tir bilinmekte ve bunlarin ig¢inde biyokontrol, bocek oOldiiriicii (entemopatojen) ve
antimikrobiyal etkinligi olan tiirlerin varligi bilinmekte olup P. dendritiformis’in benzer
Ozelliginin varligi arastirildi. Calismamizda biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle
tanimlanmis toplam 17 P. dendritiformis susunun Mitomisin C ile faj indiiksiyonu yapildi.
Indiiklenen suslardan elde edilen lizatlar ar1 florasindan izole edilen saprofit (P. dendritiformis
ve Bacillus sp.) ve patojen (P. larvae) tiirlerinden olusan toplam 60 farkli izolata kars1 capraz
damlatma metodu ile test edildi. Test edilen P. dendritiformis suslarinin 13’tinde bakteriyofaj
varligi belirlendi. Belirlenen fajlarin en az bir en fazla bes farkli test edilen konagi enfekte
edebildigi gozlendi. Bakteriyofaj PB22f’nin elektron mikroskobu ile yapilan incelemesinde
uzun kuyruklu kasilamayan B tipi faj oldugu belirlendi. P. dendritiformis suslarinin faj varhigi,
konak genisligi ya da bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite i¢eriginin belirlenmesi, 6zellikle ar1
hastaliklarinin tedavisinde potansiyel biyokontrol ajani olarak kullanilabilirliginin ortaya

konmasi agisindan énemli oldugu diisiiniilmektedir.

2019, 49 sayfa
Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, Bakteriyosin, Paenibacillus dendritiformis.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BACTERIOPHAGE / BACTERIOCIN PRESENCE AND HOST
WIDTH IN Paenibacillus dendritiformis ISOLATES

Merve KARALI

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sengiil ALPAY KARAOGLU

Paenibacillus dendritiformis is a bacillus in the spores of the spores, freshly culture Gram
positive stained, vegetative cells are flat, the edges are parallel to each other, the ends are
round or blunt ends, mostly containing subterminal bulging spores. They are among the
species isolated from the microbiota of bees that come into contact with contaminated
environments. In our study, isolation of P. larvae strains caused by American foulbrood was
isolated and identified in 17 P. dendritiformis strains. The aim of this study was to determine
the presence of bacteriophage / bacteriocin / antimicrobial activity and host width of P.
dendritiformis. Approximately 139 species of the genus Paenibacillus are known and the
presence of species with biocontrol, insecticidal (antemicrobial) and antimicrobial activity is
known and the similarity of P. dendritiformis was investigated. In our study, phage induction
was performed with Mitomycin C of 17 P. dendritiformis strains identified by biochemical and
molecular methods. The lysates from the induced strains were tested by cross dropping
method against a total of 60 different isolates of saprophyte (P. dendritiformis and Bacillus sp.)
And pathogen (P. larvae) strains isolated from bee flora. Bacteriophage was detected in 13 of
P. dendritiformis strains tested. It was observed that the identified phages could infect at least
one up to five different tested hosts. Bacteriophage PB22f was examined by electron
microscopy and it was found that B type phage was not long tailed. The presence of phage,
host width or bacteriocin / antimicrobial activity content of P. dendritiformis strains is thought
to be important in terms of demonstrating their usefulness as a potential biocontrol agent in the

treatment of bee diseases.

2019, 49 pages
Keywords: Bacteriophage, Bacteriocin, Paenibacillus dendritiformis.

v



ICINDEKILER

ONSOZ ..ottt I
TEZ ETIK BEYANNAMESI ......cooiiiiiiiiniiseisisstss s Il
OZET ..ottt 1
ABSTRACT ..ttt \%
ICINDEKILER .....oovviiiiiiciseesi s \Y,
SEMBOLLER ve KISALTMALAR DIZINI.......ccocooviiiiiniiiieciieieceessees s IX
1. GENEL BILGILER .....coiiiiiiiiiienesiiisnesesisssssssisssse st sssssssss s 1
O € 1y T PRSPPI 1
1.1.1. Paenibacillus’un Genel OZellIKIEri .........cc.ocvurveveiiviiereieiesieeccee e 2
1.1.2. BaKEeriyOfajlar .........c.ooveiieiiie et 7
O B 1<) 11| SRR UU U RTOTRRUPRUPRUPR 17
2. YAPILAN CALISMALAR ..ottt 20
N R (V- (<] 7 | SRS 20
2.1.1. Kullanilan Arag, Gereg ve Sarf Malzemeler.........ccoocvvviiiiiiiii i 20
2.1.2. Calismada Kullanilan Bakteri TUrler ..........ccvviiveiiiiii i 20
2.1.3. Kullanilan BeSIYETIer .......cccciviiiiiiiiiiici e 21
2.1.4. Kullanilan SoIGSYONIAT.........ccvviiiiiiiic s 22
2.2 MEBEOM ... 23
2.2.1. Paenibacillus dendritiformis’in Canlandirilmast............c.ccooviiiiiiniiicnncn, 23
2.2.2. Bakteriyofaj INAUKSIYONU.........ccccevirieiiereiiiceie e, 23
2.2.3. Litik Faj Enfeksiyonunun Yapilmast.........ccoccvviveriieiiiinieicceeeese e 24
2.2.4. Fajlarin Cogaltilmasi, Saflagtirilmasi ve Stoklanmasi..........ccccvceiiniiiiiiinne, 25
2.2.5. Bakteriyofaj Stoklarinin Hazirlanmasi ve Yogunlastirtlmasi..........ccocvveeeiiinnne. 26
2.2.6. Fajlarin Morfolojik Karakterizasyonu ..........ccccovvveieiiirienieinie e 27
3. BULGULAR. ...ttt 28
4. TARTISMA ve SONUCLAR ....cocooiiiiiiiiiise s 37
5. ONERILER ...ttt 41



KAYNAKLAR

OZGECMIS .....

Vi



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.

Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

SEKILLER DiZiNi

Sporlu basillerin gram boyama gorinimleri..........cccvvvveeiiiiieiiiee e, 2
P. dendritiformis Koloni tipleri..........ccccooiiiiiieiiie e 6
Kuyruklu bakteriyofajin 2 ve 3 boyutlu yapisi......cccoeeiviiiiiiiiniiiciecee 8
Bakteriyofaj familyalart..........ccccoovviiiiiiiiiii 10
Fajin bakterideki litik ve lizojenik donglisii........ccvvvvveriiiieiiiieiiiie e, 11

MYPGP agar besiyerinde P. dendritiformis’in az hareketli, krem (PB22f ve
PB13.2) ve giiglii hareketli, turuncu (PB30a) renkli koloni morfolojisi

GOTUNUIMITL 1t 29
P. dendpritiformis’in (PB22f) Gram boyama goriintiisii (>100X) ................. 29
P. dendritiformis suslarinin filogenetik yakinligi .........ccccovvvviiiiiniininninnnn, 31
P. dentriformis suslarinin Mitomisin C ile indiiklendikten sonra konak
hiicrenin lizisinden gOTUNUMIETL. .......ceiiuieiiiiiieiie e 32
Capraz enfeksiyon sonucunda MYPGP plaklarinda damlatilan lizatlarindaki
faj plaklarin gOrinimil..........ccoeeviviiiiiiiieeiie e 34
P. dendritiformis (PB22f) susundan izole edilen kasilamaz uzun kuyruklu
OPB22f°in TEM @OTUNLUST. ..veeuveeieeeiiesiie et 36

Vil



Tablo 1.
Tablo 2.

Tablo 3.
Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.

TABLOLAR DiZiNi

Paenibacillus un genel tirleri .........ccccovvviiiiiiiiiii e 4

Biyokontrol,antimikrobiyal ve entomopatojen Ozelligine sahip bazi

PaenibaCHIUS thIIETT.......cveiveiiiiiiiiieieee e 5
Bradley’e gore tiplendirme..........covvviiiiieiiiiiiiiie e 9

Kullanilan P. dendritiformis’lerin izole edildigi yerler, 6rnek tiirleri ve
NUMATALATT ¢ 21

Bakteriyofaj/bakteriyosin varligi aragtirilan P. dendritiformis suslar1 ve
NUMATALATT ©viii s 28

Calismada izole edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri 30
Paenibacillus dendritiformis suslarinin mid-log siiresi ve liz saati ............ 32

Bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite gézlenen P.
dendritiformis suslari ve KonakIart .........ccoccevviieiiinnnniesiese e 33

Tablo 9. Bakteriyofaj belirlenen P. dendritiformis suslarina ait bakteriyofajlarin

konak spektrumlari..........cccooiiiiiiiiiiiiiiiie e 35

VI



°C
ng

pum

AYC

RNA
Mit-C
Cm
CO2
dH20
Mot
DNA
EtOH

Kg
Ml
Mm
Rpm
Sn
Vb
vd.
Dk
NaCl
OD
PEG
SM
TE
TEM

uv

SEMBOLLER ve KISALTMALAR DiZiNi

Santigrat Derece
Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre

Amerikan Yavru Ciirtikligi
Paenibacillus
Riboniikleik asit
Mitomisin C

Santimetre
Karbondioksit

Distile Su

Multiplicity of Infection
Deoksiriboniikleik Asit
Etil Alkol

Gram

Kilogram

Mililitre

Milimetre

Dakikadaki Devir Sayisi
Saniye

Ve benzeri

Ve digerleri

Dakika

Sodyum Kloriir

Optik Dansite

Polietilen Glikol
Suspansion Medium
Tris EDTA

Gegirimli Elektron Mikroskobu
Bakteriyofaj

Ultraviyole



MRNA
EM
MYPGP
KOH
NaOH

Mesajct RNA

Elekron Mikroskobu

Mueller-Hinton Broth, Maya Oziitii, Sodyum Piriivat,Glukoz
Potasyum Hidroksit

Sodyum Hidroksit



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Bakteriyofajlar veya fajlar bakterileri enfekte eden viriislerdir, litik
bakteriyofajlar bakteriyel metabolizmaya hasar verir ve bakterinin lizisine neden
olurlar (Abhilash vd., 2008). Yeryiiziinde 10%? kadar faj oldugu ancak bugiine kadar
bunlardan yaklasik 6000 kadarmin karakterize edildigi bildirilmistir (Ackermann,
2011). Bu veriler c¢alismalarin ¢ok yetersiz oldugunu ve milyonlarca fajin izole

edilerek tanimlanmay1 bekledigini gostermektedir.

Bakteriyofajlarin antimikrobiyal ajan olarak kullanimi, 1928’de Alexander
Fleming’in bakterilerin ¢cogalmasini engelleyen penisilini bulmasiyla Bat1 diinyasi i¢in
Onemini yitirmis ve patojen bakterilere karsi antibiyotik ¢agi baslamistir (Nobrega vd.,
2015). Patojen bakterilerin antibiyotiklere karsi direng kazanmasi ve bu durum
karsisinda yeni gelistirilen antibiyotiklerin de yetersiz kalmasi, bilim insanlarin
patojen bakterilere karsi yeni yontemler gelistirmeye yonlendirmektedir (Tsonos vd.,
2014). Son zamanlarda faj terapisi olarak bilinen tedavi yontemi yayginlagmaktadir.
Buna paralel olarak da faj calismalart ile ilgili aragtirmalar artmaktadir (Sulakvelidze
vd., 2001).

Bu ¢alismada Amerikan Yavru Ciirtikligi stipheli ar1 ve ari {irlinlerinden izole
edilen toplam 17 Paenibacillus dendritiformis tiiriniin bakteriyofaj tasiyiciligi,
bakteriyosin veya antimikrobiyal aktivite igeriginin arastirilmasi, belirlenen

bakteriyofajlarin da konak genisliginin belirlenmesi hedeflendi.



1.1.1. Paenibacillus’un Genel Ozellikleri

Paenibacillus’ un taksonomideki siniflandirilmasi asagida yer almaktadir;

Alem : Bacteria

Sube . Firmicutes
Simf : Bacilli

Takim : Bacillales

Aile : Paenibacillaceae
Cins : Paenibacillus

Paenibacillaceae ailesi, endospor olusturan bakteriler igerisinde yer almakta
olup, endosporlari silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olabilmektedir. Gram
pozitif, fakiiltatif anaerob, sporlar tiirlere gore gesitli konumda bulunabilir (santral,
terminal veya subterminal) (Sekil 1). Bacillus cinsi iginde yer almasina ragmen daha

sonra bu gruptan ayrilmistir (Ash vd., 1993).

Sekil 1. Sporlu basillerin gram boyama goriiniimleri.
a) Terminal sporlar, b) Subterminal sporlar

Paenibacillus tiirleri (spor ve sporangium) morfoloji tiplerine gore ti¢ gruba
ayrilmigtir. Sporangium sporlar elipsoidal veya silindirik olup diizgiindiir. Merkezde
bazen terminalde bulunup gram pozitif boyanirlar. Sporangium gram boyanma 6zelligi

degisken olup sismistir, sporlar elipsoidal olup merkezi veya terminaldir. Sporangium



sismis olup, sporlar yuvarlak, subterminal veya terminal, gram boyama ise degisken
ozelliktedir (Pinarbas, 2017).

Bacillus ve Paenibacillus’u diger cinslerden ayiran en temel karakteristik

Ozellik ise basit kiiltir ortaminda (Nutrient kati veya sivi besiyeri) gelisim
gosterememesidir. Paenibacillus tiirlerinin kiiltiirii, igeriginde Mueller-Hinton, Maya
Oziitii, K;HPO4, Sodyum Piriivat, Glukoz gibi icerikce zenginlestirilmis olan MYPGP
besiyerlerinde yapilmaktadir (Pinarbas, 2017).

Paenibacillus tiirlerinin MYPGP’de ekilmis olan taze kiiltirleri gram boyama
sonucu pozitif boyanir. Gram boyama sonucu mikroskopta goriinen vejetatif formlar
diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu yuvarlak veya kiint biten 0.5-1.2 um eninde 2-10
um boyunda basiller olup, tek tek veya uzun zincirler seklinde goriilmektedir
(Pinarbas, 2017).

Fizyolojik biiylime karakterlerinin sinirlar1 genis olmakla beraber, mezofilik
olarak biiyiiyebilen cinsleri daha fazladir. Cogunlukla yapilan katalaz testi pozitif
sonug verir (Pinarbas, 2017).

Bu bakterilerden literatiirde simdiye kadar yaklagik 139 tir (Tablo 1)
tamimlanmistir (URL-1; URL-2).

Bu bakterilerin bazilar1 gruplandirildiginda biyokontrol, patojen veya bdcek
oldiriicii  (entomopatojen) ile  antimikrobiyal etkinlige sahip tiirlerine
rastlanabilmektedir (Tablo 2).



Tablo 1. Paenibacillus 'un genel tiirleri (URL-1; URL-2).

Tiir adlar (N:139)

P. aestuarii P. elgii P. macquariensis P. septentrionalis
P. agarexedens P. edaphicus P. macerans P. siamensis

P. alvei P. ehimensis P. massiliensis P. sputi

P. agaridevorans P. favisporus P. mendelii P. soli

P. amylolticus P. filicis P. montaniterrae P. sediminis

P. anaericanus P. frigoriresistens P. mucilaginosus P. sepulcri

P. antarcticus

P. apiarius

P. assamensis

P. azoreducens

P. algorifonticola
P. azotofixans

P. barcinonensis
P. barengoltzii

P. borealis

P. brasilensis

P. castaneae

P. cellulositrophicus
P. chibensis

P. chinjuensis

P. chondroitinus
P. cineris

P. contaminans
P. cookii

P. chartarius

P. chungangensis
P. campinasensis
P. cellulosilyticus
P. catalpae

P. chitinolyticus
P. camelliae

P. curdlanolyticus
P. daejeonensis
P. dendritiformis

P. durus

P. forsythiae

P. fonticol

P. glucanolyticus
P. graminis

P. granivorans
P. ginsengarvi
P. gansuensis

P. glycanilyticus
P. glabratella

P. glacialis

P. ginsengi

P. harenae

P. hodogayensis
P. hunanensis

P. hordei

P. humicus

P. jamilae

P. jilunlii

P. illinoisensis
P. konsidensis
P. koreensis

P. kribbensis

P. koleovorans
P. kobensis

P. lactis

P. larvae

P. larvaesubsp.pulvifaciens
P. lautus

P. lentimorbus

P. motobuensis

P. nanensis

P. naphthalenovorans
P. nematophilus
P. odorifer

P. oceanisediminis
P. pabuli

P. panacisoli

P. pasadenensis
P. pectinilyticus
P. peoriae

P .phyllosphaerae
P. polymyxa

P. popilliae

P. prosopidis

P. provencensis

P. pinihumi

P. pini

P. pueri

P. pocheonensis
P. purispatii

P. phoenicis

P. prosopid

P. puldeungensis
P. residui

P. riograndensis
P. rigui

P. rhizosphaerae

P. sanguinis

P. sacheonensis
P. sabinae

P. sonchi

P. sophorae

P. stellifer

P. terrae

P. timonensis

P. thailandensis
P. thiaminolyticus
P. turicensis

P. tarimensis

P. tianmuensis
P. terrigena

P. taichungensis
P. thermophilus
P. telluris

P. taiwanensis
P. typhae

P. tundrae

P. urinalis

P. uliginis

P. validus

P. vortex

P. zanthoxyli

P. xylanisolvens
P. xinjiangensis
P. xylanexedens

P. wynnii




Tablo 2. Biyokontrol, antimikrobiyal ve entomopatojen 6zelligine sahip bazi
Paenibacillus tiirleri (URL-1; URL-2).

Biyokontrol Antimikrobiyal Entomopatojen
P. alvei P. curdlanolyticus P. lentimorbus
P. macerans P. ehimensis P. popilliae

P. ehimensis P. humicus P. larvae

P. kobensis P. polymyxa P. alvei

P. peoriae P. alvei P. nematophilus
P. polymyxa P. elgii P. polymyxa

P. dendritiformis P. glycanilyticus P. apiarius

P. brasilensis P. kobensis

P. elgii P. thiaminolyticus

P. lentimorbus

P. thiaminolyticus

1.1.1.1. Paenibacillus dendritiformis’in izolasyonu ve Tanimlanmasi

Taksonomide su sekilde yer almaktadir;

Alem : Bakteri

Sube . Firmicutes

Smif : Bacilli

Takim : Bacillales

Aile : Paenibacillaceae

Cins : Paenibacillus

Tiir : Paenibacillus dendritiformis (Tcherpakov vd., 1999)

Toprakta yasayan, spor olusturan bir mikroorganizmadir. Endosporlar

elipsoidal, yuvarlak veya silindirik sporlar seklinde gézlemlenir (Sirota vd., 2012).

Bakterilerin mikroskobideki morfolojik o6zellikleri gram pozitif, hareketli
(peritris  flagella tarafindan), c¢ubuk seklinde basillerdir (URL-3). Fakiiltatif

anaerobiktir. Bu cinse ait bakterilerin klinik 6rneklerden, toprak rizosferinden, bocek



larvalar1 gibi gesitli ortamlardan izole edildigi bildirilmistir (Lal ve Tabacchioni, 2009;
McSpadden, 2004; Ouyang vd.,2008).

1.1.1.2. izole edilen Paenibacillus dendritiformis’in Kiiltiirel Ozellikleri

Kat1 besiyerinde (MYPGP), kiiltiirel karakterizasyonu; kii¢iik, 1-2 mm ¢apinda
krem, agik sar1, R-tipi koloniler olustururlar. Suslarin ¢ogunlugu peritris kirpikli olup
petriye yayilmistir. Bazi suslar1 MYPGP besiyerinde turuncu koloni olusturur
(Pmarbas, 2017). Sivi ortamda (MYPGPB) ise sadece dipte ya da sadece ylizeyde

iireme veya her tarafta homojen tireyebilir.

Pepton igeren agar plaklar1 tizerindekiral (C) morfotipi ve dallanma (T)
morfotipi olustururlar (Sekil 2). Bakteri bu morfotipler arasinda ge¢is yapabilme
kabiliyetiyle kendini gosterir. T morfotipi: Pepton agar plaklari iizerinde dalli, uglari
boliinen, ince koloni morfolojisine (kompleks simetrik u¢ bolme) sahiptirler,
bakterileri 0.5-1.0 x 2.0-3.0 um boyutundadirlar (Sirota vd., 2012). C morfotipi:
Belirgin kivrilma diizenlerine sahip, ince dallar sergileyen kiral morfolojisine
sahiptirler, bakterileri 1.0-1.5 x 4.0-6.0 pum boyutlarindadir (Sirota vd., 2012;
Tcherpakov vd.,1999).

B)
Sekil 2. P. dendritiformis koloni tipleri. A)T-tipi , B)C-tipi

1.1.1.3. Paenibacillus dendritiformis’in Biyokimyasal Ozellikleri

Mikroorganizmalarda  biyokimyasal 0Ozelliklerin  belirlenmesi, tiirlerin
geleneksel tanimlanmasinda yaygin kullanilan bir metoddur. Bakterinin optimum
biiytime kosullari; 37°C sicaklik, pH 5.0 ve % 2-5’lik NaCl ortamidir (URL-3).
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Biyokimyasal testlerde pozitif sonug verenler; katalaz, oksidaz, iire hidrolizi,
nisastanin hidrolizi, kazein hidrolizi, indol iiretimi, asit {iretimi, Selobiyoz, D-glikoz,
manoz, siikkroz ve trehaloz kullanimidir. Negatif sonu¢ veren testler ise; sitrat
kullanimi, nitrat indirgenmesi, dihidroksiaseton iiretimi, tirosinin bozunmasi,
Tween80'in hidrolizi, Voges-Proskauer’da asit tiretimi: L-arabinoz, D-fruktoz, laktoz,
D-mannitol ve D-ksiloz kullanimidir. Patojenite 6zellikleri ise belirsizdir (URL-3).

1.1.2. Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlar, yanlizca konak bakteri hiicresinde iireyebilen, bakteri hiicresi
icinde veya ortamda serbest olarak bulunabilen, 151k mikroskobu ile goriilemeyip
ancak gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile goriintiilenebilen bakteri virtsleridir
(Bradley, 1967). Ilk olarak, 1915 yilinda Ingiltere'de Twort tarafindan yapilan
calismada, bakteri gecemeyen filtrelerden gegebilen, konak disinda otonom olarak
cogalamayan, 60°C sicaklikta bir saat 1sitildiginda inaktive olan mikroorganizmalar1
yok edebilen bir etkenin varligin1 kesfetmistir (Joklik vd., 1992). “Bakteri yiyen”
anlamina gelen bakteriyofaj terimi, ilk olarak Fransa'da, 1917'de D'Herelle tarafindan
kullanilarak kisaca faj veya bakteri viriisii olarak adlandirildi (Akan, 1994). 1930'larda
ise, Burnet ve Shlesinger yaptiklar1 ¢alismalarla bakteriyofajlarla ilgili bilgileri ileri
boyutlara tasimislardir (Joklik vd., 1992). Bakteriyofaj biyolojisi iizerine ilk ¢aligmalar
1940-1950 yillar1 arasinda Delbriick, Luria, Hershey ve diger bilim adamlar1 gruplar
tarafindan yapilmis ve Escherichia coli’de belirlenen benzer 6zellikteki
bakteriyofajlar, T1-T7 seklinde numaralandirilmistir (Conrat vd., 1988).

1.1.2.1. Fajlarin Yapisi

Kuyruklu fajlar yapisinda bas, kuyruk kismi, kuyruk fibrilleri ve tutunma
levhasi gibi yapisal elemanlar: ihtiva eder. Bas kismi, niikleik asit ve onun etrafini
cevreleyen kapsid olarak isimlendirilen protein bir kilifla ¢evrilir. Kapsid yapisi,
polipeptit tekrarlarindan ve kapsomer adi verilen protein alt birimlerinden olusur.
Kapsomerlerin  sayisi, sekli, biiyikligi ve dizilis diizenlerindeki farklilik
bakteriyofajin tipine baghdir. Kuyruk yapisi bakteriyofaj tiplerine gore farkliliklar
gosterir (Kilig vd., 1996).



Bakteriyofajlarin ebatlar1 ve sekilleri farklidir. 1959 yillindan beri 5100 faj,
elektron mikroskop ile arastirilmis, cogunun biyiikliigii 24-200 nm arasinda oldugu
bildirilmistir. Fajlarin bir¢ogu zarfsiz oldugu halde, zarfli yapidaki fajlara da

rastlanmaktadir (Karasartova, 2009).

Bakteriyofajlarin igerisindeki niikleik asit, ¢ift zincirli DNA, tek zincirli DNA,
c¢ift zincirli RNA veya tek zincirli RNA seklinde goriilmektedir. Kuyruk ile ilgili
olusumlar ise, protein yapidan olusur. Ancak bunlar kapsid proteinlerinden farkli

olarak antijenik yapilarinda farkli 6zelliklere sahiptirler (Akman, 1977).

Fajlar kuyruklu, polihedral, filament6z ve pleomorfik yapida goriilebilmektedir.
Bunlarin %96’sinin kuyruklu yapida oldugu, %4’iiniin ise filamentoz, polihedral ve
pleomorfik yapida oldugu gortlmistiir (Karasartova, 2009). Sekil 3’te kuyruklu bir
bakteriyofajin 2 ve 3 boyutlu goriintiisii verilmistir (URL-4).

Bag
DNA
I:] | Yaka
Protein
Kuyruk
Kuyruk | -
iplikqikleri { Taban Levhas
2D 3D

Sekil 3. Kuyruklu bakteriyofajin 2 ve 3 boyutlu yapist (URL-4).

Bakteriyofajlarin ilk fiziksel ve kimyasal aragtirmalart 19601 yillarinda
baglamistir. Bu aragtirmalarda, T bakteriyofajlarindan fayda saglanmis ve ¢ok yakin
benzerlik gosterenler T2, T4, T6 ve T-Even bakteriyofajlar1 olarak adlandirilmistir.
Ayrica, lizojenik 6zellige sahip lambda bakteriyofajinin bulunmas ile ¢aligmalar daha

da hiz kazanmistir (Conrat vd., 1988).

Faj smiflandirmasimin onciilerinden biri olan Avustralya'li virolog Macfarlane
Burnet 1937 yilinda fajlarin farkli biiyiikliikte ve fizikokimyasal ajanlara karsi direng

farkliliklarina sahip olduklarini géstermistir. Faj taksonomi ¢aligmalarinin uluslararasi
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yiiriitiilmesini saglamak i¢in “Provisional Committee on Nomenclature of Viruses”
1965 yilinda kuruldu ve daha sonra ismi “International Committee on Taxonomy of
Viruses” (ICTV) olarak degistirildi. Faj siniflandirmasinda Bradley (1967) tarafindan
yapilan ¢alismalar ICTV komitesi tarafindan kabul edildi. Bradley fajlar1 A’dan F’ye,
alt1 temel morfolojik tip olarak siniflandirdi (Tablo 3) ve her tipin niikleik asit
iceriklerini belirledi (Fauquet vd., 2005). Morfotip A ile B'nin diger morfotiplere gore
daha sik bulundugu belirtilmistir (Joklik vd., 1984).

Bu smiflandirmada, T-even bakteriyofajlari; grup A, T1 ile T5 bakteriyofajlari;
grup B, T3 ile T7 bakteriyofajlari; grup C, kuyruksuz bakteriyofajlar bas biiyiikliigiine
gore grup D ile grup E ve ipliksi bakteriyofajlar ise grup F i¢inde arastirilmistir (Joklik
vd., 1984).

Tablo 3. Bradley’e gore tiplendirme (Bradley,1967).

Tip Fajin morfolojik ozelligi Niikleik asit Ornek

A Polihedral bas, kasilabilen kuyruklu dsDNA, lineer T2, T4, T6

B Polihedral bas, uzun ve kasilamayan kuyruklu dsDNA, lineer T1,T5, A

C Polihedral bas, kisa ve kasilamayan kuyruklu dsDNA, lineer T3,T7, P22

D [kozahedral bas, kuyruksuz, biiyiik kapsomerli ssDNA, sirkiiler X174, S13

E Ikozahedral bas, kuyruksuz, kiiciik kapsomerli sSRNA, lineer F2R17 Fr, MS2
F Basgsiz , ipliksil filamantoz sSRNA, lineer FE, fd, M13

Ackermann (1987)’in  smiflandirmasinda ise  bakteriyofaj biyiiklikleri,
sekilleri, kuyruk yapilari, zarf igerikleri yoniinden ve EM'deki goriintiileri ele alinarak

bir dizi familyalar (Sekil 4) belirlenmistir.



Zarfs1z Zaril
dsIDIN A dsDDINA
Podoviridae Corticoridae Tectiviridae Plasmaviridac
T @PM2) (PRID1) MIV-L2)
Myoviridae Siphoviridae
Isomotric Elongated (2
hea hoad
P,2) {(T2)
ssIDINA ssRINA dsRINA
N
e = o]
Inoviridae Microviridae Leviviride Cystoviridae
MV-L1 type) (dx174) (Ms2) @6)
— e = e ——— Y
Inoviridae
(fd type) . %oo nm'

Sekil 4. Bakteriyofaj familyalar1 (Ackermann, 1987).

Myoviridae ailesinde bulunan fajlarin % 25'inin kasilabilen kuyruklu, kilifli
fajlar oldugu bulunmustur. Podoviridae familyasinda bulunan fajlarin ise % 14'{iniin
kisa kuyruklu, kilifsiz fajlar; Siphoviridae familyasinda yer alan fajlarin % 60'mnin

uzun kuyruklu, kilifsiz fajlar ihtiva ettigi belirlenmistir (Ackermann, 1992).

1.1.2.2. Bakteriyofaj ile Bakteri iliskisi

Bakteri ile bu bakteriyi infekte eden bakteriyofaj arasindaki iligki kendine has
ozellik gostermektedir (Toriimkiiney, 1996). Ancak bazi tiir bakteriyofajlar birbirine
akraba olan bakterilerle de iligki kurabilir veya belirli bir bakteri tiirii birden fazla
bakteriyofaj i¢in konak durumunda olabilir (Dodd ve Gasson, 1994).

Bakteriyofajlar konak bakterilerde litik ve lizojenik olmak iki farkli tip yasam
sekli gosterirler (Sekil 5). Litik dongiide, bakteriyofaj DNA's1 konak hiicre iginde
kendini replike ederek yeni progen viriisler olusturur ve hiicreyi parcalar ve boylece
yeni litik fajlar ortamda serbest kalir. Konak hiicre pargalanmasi durumuna lizis,
hiicrenin pargalanmasina sebep olan bakteriyofaja, litik bakteriyofaj ya da virulant
bakteriyofaj ismi verilir (Klaenhammer ve Fitzgerald, 1994; Davis vd., 1980; Lewin,
1994).
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Lizojenik dongiide, bakteriyofaj DNA's1 konak bakteri DNA'sina entegre olur
Ve progen virion olusmaz. Bakterinin boliinlip cogalmasi ile bakteriyofaj niikleik asidi
bununla birlikte paralel olarak ¢ogalir. Bakteriyofajin konak hiicreye entegre olmasina
lizojeni, bakteri hiicresine lizojenik bakteri, bakteriyofaja ilimli bakteriyofaj yada
profaj ismi verilir. Profaj DNA’ya hasar veren ajanlara (UV, antibiyotik, mitomisin C)
maruz kaldiginda litik dongii yeniden baslar (Klaenhammer ve Fitzgerald, 1994; Davis
vd., 1980).

Profajlar, bulunduklar1 bakteriye gore bazi yeni ozellikler kazandirir. Fajlar
profaj halindeyken, bakterilerde olusturduklari karakter degisikliklerine ise lizojenik
konversiyon adi verilir. Lizojenik konversiyon bazi bakterilere virulans o6zelligi
kazandirir.  Ornegin: Corynebacterium diphterae’ye difteri ekzotoksini; Vibrio
cholerae’ye kolera toksini; Clostridium botulinum’a noérotoksin, Staphylococcus

aureus’a eksfoliatin gibi (Briissow vd., 2004).

Kromozom Igme
Faj DN A sian

Gmgsi
Transknpsiyon ve
Translasyon
W \ 24 Profajpn Oluswroa .
Hocre Bolurmmes: A ) Fumomirman
) &)
/\ /\ l Bakteri Hucresinin
Lizisa
LIZOJENIK DONGIT "% Pat
(TEMPERENT FAJ) LITIK DONGIT
(PROFAJ) (VIRULENT FAJ)

Sekil 5. Fajin bakterideki litik ve lizojenik dongiisti (URL-5).
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Litik ve lizojenik dongii siklusu farkli asamalardan olusur (URL-5).

1.1.2.3. Litik Dongii

Litik yasam dongiisii; adsorbsiyon, bakteriyofaj genetik materyalinin bakteri
hiicresine entegre olmasi, faj genetik materyelinin bakteri hiicresi i¢inde g¢ogalmasi,
yeni fajlarin  bakteri hiicresi i¢inde olgunlasmasi ve bakteriyofajin salinmasi
evrelerinden olusur (Akan, 1994; Joklik vd., 1984; Davis vd., 1980; Lewin 1994;
Ustagelebi, 1992).

Adsorbsiyon: Bakteri yiizeyinin antijenik yapisina ve sozii edilen faja 6zgii
reseptorlerin varligina bagl olarak bakteriyofajlarin, bakteri hiicre duvarina yapigmasi
olayidir (Toriimkiiney, 1996). Tiim bakteriyofajlar adsorbsiyon i¢in 6zel yapilar icerir
ve bakteriyofajin konak bakterilere olan karakteristligini bu kademe belirler. Bir¢ok
bakteri tiiriinde bakteriyofajin tutunmasi igin gerekli reseptorler hiicre duvarinda yer
alir. Kuyruklu bakteriyofajlarda yapisma bolgesi olarak kompleks kuyruk fiberleri
yada dikenleri, ikozahedral kuyruksuz bakteriyofajlarda bircok yapisma proteinleri,
flamentoz bakteriyofajlarda bakteriyofajin ug kisimlari ve RNA bakteriyofajlarinda ise
basit protein molekiilii bulunmaktadir. Konak bakteri hiicreleri tizerindeki bakteriyofaj
reseptorleri, siklikla kompleks yapida polisakkarit, lipid veya F pilileri olup giiglii
antijenik ozelliklere sahip bakteriyofajlardir. Ayrica bakteriyofaj adsorbsiyonu igin
ortamda bazi metal iyonlarinin varligina ihtiya¢ vardir. Bunlar, T4 bakteriyofaj1 i¢in
kalsiyum (Ca) ve lambda bakteriyofaj1 i¢in magnezyum (Mg) iyonlaridir. Yiiksek ve
diisiik pH degerlerinin adsorbsiyona inhibitor etkileri bulunmaktadir (Akan, 1994;
Joklik vd., 1984; Davis vd., 1980; Lewin, 1994; Ustagelebi, 1992).

Bakteriyofaj genetik materyalinin bakteri hiicresi igine girmesi: Bakteriyofaj
kuyruk kisminda yer alan lizozim enzimi yardimi ile hiicre duvarinin delinmesi ve faj
tarafindan genetik materyalin bakteri hiicresi igine enjekte olmasidir (Toriimkiiney,
1996). Bakteriyofaj DNA enjeksiyonu, bazi bakteriyofajlarda ilk olarak DNA'nin kisa
bir kolunun girmesi sonra geri kalan kismimin girmesi seklinde meydana gelir. Bazi
bakteriyofajlarda ise direkt bakteriyofaj DNA'sinin tiimii bir biitiin olarak sitoplazmaya
girmektedir (Akan, 1994; Joklik vd., 1984; Davis vd., 1980; Lewin, 1994; Ustagelebi,
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1992).

Faj genetik materyelinin bakteri hiicresi iginde ¢ogalmasi: Bakteriyofaj DNA
replikasyonu baglar ve birgok yeni profaj olusturulur (Akan, 1994; Joklik vd., 1984;
Davis vd., 1980; Lewin, 1994; Ustagelebi, 1992).

Yeni fajlarin bakteri hiicresi i¢inde olgunlasmasi: Genetik materyalde yer alan
bilgiler dogrultusunda, yeni faj partikiillerinin meydana getirilmesidir (Tértimkiiney,
1996). Konak bakteri hiicresi igerisinde yeterli bakteriyofaj DNA's1 olusturulduktan
sonra ge¢ mRNA sentezlenerek bakteriyofajin kilifin1 ve kuyrugunu olusturacak olan
yapisal ve katalitik proteinler sentezlenilir. Yapisal proteinlerin bir alt sinifi olan
olgunlagma proteinleri yardimi ile bakteriyofaj DNA's1, bakteriyofaj; kilifi igine
girmekte olup progen virion olusturulmaktadir (Akan, 1994; Joklik vd., 1984; Davis
vd., 1980; Lewin, 1994; Ustagelebi, 1992).

Yeni sentez edilen bakteriyofajlarin salinimi: Bakteri hiicresinin pargalanmasi
ile ortama progen fajlar salinmaktadir. Hiicre disi ilk bakteriyofaj partikiiliiniin
goriildiigli bu olaya patlama (burst) ve bir hiicreden salinan bakteriyofaj partikiil
sayisina patlama sayis1 yada biiyiikliigii (burst size) ad1 verilir. In vitro ortamda, hiicre
dig1 bakteriyofaj sayisinin arttigi periyoda yiikselme periyodu, bakteriyofajin salindigi
siispansiyona lizat denir. Burst, filamentoz bakteriyofajlarda gbzlenmez ve bu
bakteriyofajlar hiicreyi pargalamaksizin hiicre duvar1 porlarindan disar1 ¢ikar. Burst
sayis1 her bakteriyofaj tiiriinde farklidir (Freifelder, 1987). in vitro olarak yiikselme
periyodu sivi besiyerinde, bulanik bakteri kiiltiirlerinin berraklagmas: ile, kati
besiyerinde ise iist agardaki konak bakteri kiiltiirlerinin enfeksiyon bolgesinde plak adi

verilen liz olmusg alanlarin olusmasiyla belirlenir (Lewin, 1994).

Bakteriyofajlarin yasam evrelerinin liremesinin saptanmasinda onemli klasik
yontemlerden biri iireme egrisinin saptanmasidir. Bakteriyofaj tiremesinin izlenmesi ve
progeni viriis sentezi i¢in bir basamakli iireme (one step growth curve) deneyleri
yapilir ve konak bakterinin enfeksiyonu igin belirli sayilarda bakteriyofaj (10-300)
kullanilir. Pratik olarak kiiltiirde bulunan her hiicrenin ayni anda enfekte olabilmesi

icin enfeksiyon sikligmin (multiplicity of infection: moi) yani hiicre basina diisen
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enfektif bakteriyofaj partikiil sayisinin ayarlanmasi gerekir. Enfeksiyon sikligi (moi)
enfektif bakteriyofaj sayisinin hiicre sayisina boliinmesi ile belirlenmektedir. Lizat
icindeki enfektif bakteriyofaj sayisi (pfu/ml), plak olusturma metodunda sayilarak
tespit edilebilmektedir (Lewin, 1994; Yokokura vd., 1974).

1.1.2.4. Lizojenik Dongii

Lizojenik bakteriyofajlar, niikleik asitlerini bakteri hiicresine enjekte ederek
konak hiicreyi enfekte etmelerine ragmen niikleik asitlerinin replikasyonu
baglamamaktadir. Bakteriyofaj DNA's1 bakteri kromozomuna entegre olmakta ve
yavru bakterilere genetik olarak aktarilmaktadir. Lizojenik yasam, bazi
bakteryofajlarda alternatif yasam siklusu olarak bulunur (Conrat vd., 1988; Pelczar,
1993).

1.1.2.5. Fajlarin Genel Kullanim Alanlari

Insan ve hayvanlarda tedaviye yonelik kullanimlar1 disinda farkli uygulamalari
da bulunmaktadir. Gida ve tarimda biyolojik kontrol maddesi olarak: Bakteriyofajlar,
islenmis tirtinlerdeki ve taze sebze meyvelerdeki dekontaminasyonlar1 azaltmak, ayrica
ekipmanlarda ve temas yiizeylerinde dezenfeksiyonu saglamak, bozulabilir gida
drlinlerinin raf Omrilinii uzatmak amaciyla dogal koruyucu olarak kullanilabilir.
Biyoteknoloji: Caligmalar, modern biyoteknolojide fajlarin kullanilabileceginin
onemini gostermistir. Fajlar, gen terapisinde, as1 ve proteinlerin nakil araci olarak,
patojenik bakterilerin tespitinde, protein, peptit ya da antikor kiitiiphanelerinin
taranmasinda arag olarak kullanilir. Molekiiler biyoloji: Giiniimiizde immun tekniklerle
gen teknolojisinin degerlendirildigi faj gosterim teknolojisi, yeni kusak rekombinant
antikorlarin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Bakterilerin identifikasyonu: Fajlar,
gida kaynakli ve klinik bakteriyel patojenlerin direkt tespit ve identifikasyonunda arag
olarak kullanilmaktadir. Su tirtinleri: Su triinleri hastaliklarina kars: alternatif tedavide
kullanilma potansiyeli tasimaktadir, ancak az sayida ¢alisma yapilmistir (Aydogan ve
Hadimli, 2016).
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1.1.2.6. Fajlarin Molekiiler Biyolojisi ve Tipta Kullanim

Bakteriyofajlarin biyoteknoloji, arastirma ve tedavi amagh kullanim alanlar1
mevcuttur. Son yillarda fajlarin modern biyoteknoloji alaninda daha verimli
caligmalara kaynak sagladigi anlasilmistir. Rekombinant DNA teknolojisi,
biyoteknoloji ile enfeksiyon hastaliklarinda tedavi amacgh kullanilmaktadir. Bunun
yaninda fajlar ¢oklu antibiyotik direncine sahip bakterilere karsi antibiyotikler yerine
alternatif tedavi ajam1 (faj terapi) olarak kullanilmaktadir. Ayrica, fajlar patojen
bakterilerin tiplendirilmesinde (faj tiplendirme), DNA ve protein asilari igin tasiyici
vektor olarak ve birgok protein ve antikor tiretiminde kullanilmaktadir. Bu nedenle

yeni fajlarin izolasyonu ve karakterizasyonu 6nem kazanmistir (Haq vd., 2012).

Yirminci yilizyilin basinda daha antibiyotikler kesfedilmeden oOnce fajlar
bakteriyel enfeksiyonlara karsi kullanilmaktaydi. d'Hérelle (1919), kolera, veba ve
sarbon hastaliklarina sebep olan bakterilerden fajlar1 izole ederek ilk faj terapisini
dizanteri bakterisi lizerine uyguladi (Wittebole vd., 2013). Antibiyotiklerin kesfinden
sonra faj terapisi ile ilgili ¢alismalar azald1 (Hermoso, 2007).

Glinimiizde Giircistan’in Eliava Enstitiisii faj calismalar1 ve faj terapisi
uygulamalarina 6nderlik eden 6nemli bir merkezdir (Haq vd., 2012). Diinya Saglik
Orgiitii ve birgok iilkenin Saglik Bakanlhigma goére antibiyotik direnci son 20 yilda
onemli bir sorun haline gelmistir. Bu yiizden giinlimiizde antibakteriyel ajanlarin

alternatifi olma yolunda faj terapisi tekrar 6nem kazanmistir (Hermoso, 2007).

Faj terapisinde litik dongiiye sahip olan fajlar tercih edilir. Faj bakteriyi enfekte
eder ve bakteriyi parcalayarak hem bakteri 6liimiine neden olur hem de enfeksiyon
bolgesinde ¢ogalarak diger bakterileri enfekte ederek enfeksiyon kaynagi olan konagi
yok eder. Fajlar konaklarina 6zgiidiir ve sadece konak spektrumundaki tiirleri enfekte
ederler. Bu sayede etki spektrumu disindaki bakterilere karsi zararsiz oldugundan
antibiyotiklerde goriilen normal flora iizerine olumsuz etkiler bu tedavi yonteminde
goriilmez. Ayrica, antibiyotik kullanimina baglh gelisen sekonder enfeksiyon gelisimi
de onlenmis olur. Fajlar enfeksiyon bolgesinde yani bakterilerin bulundugu bélgede

cogalir ve enfeksiyona neden olan bakteriler ile es zamanl tireyerek dongiisiine devam
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ederler. Boylece sistemik yan etki goriilme olasiligi ¢ok diistiktiir. Dahasi, konak
bakterileri mevcut oldugunda kendiliginden yayilirlar ve konak bakteri tiirleri i¢in ¢ok

ozeldirler (Nilsson, 2014; Viertel vd., 2014).

Faj terapisi uzunca bir siire unutulmus olmasina ragmen bugiin ozellikle
diren¢li suslarla miicadelede tekrar Onem kazanmistir. Bu yeniden hatirlanma
stirecinde faj terapisinin tarihinden ders alip, konuyla ilgili bilgi birikiminden ve
genom teknolojilerinden faydalanarak, oncelikle terapi potansiyeli olabilecek dogru
litik fajlarin segilmesi, iyi tanimlanmasi ve biyolojisinin iyi anlasilmasi gereklidir.
Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda herhangi bir yan etki bildirilmemis olsa da
terapinin etkinligini kanitlayacak, deney tasarimi iyi yapilmis daha fazla klinik

calismaya ihtiya¢ vardir (Glindogdu ve Ulu Kilig, 2018).

Ayrica faj terapisi asagidaki nedenlerden dolay1 zorlayici bir alternatif olarak
goriilmektedir (Abedon vd., 2011; Johnson vd., 2008). Ilk olarak, bakterisidal ajanlar
olarak kesfedilmis ve 1900'lerin baglarindan beri insan enfeksiyonlarinin tedavisinde
kullanilmustir. Ikincisi, fajlar enfeksiyon bolgesinde otomatik olarak dozlanir ve ihmal
edilebilir dogal toksisite gosterir (Loc Carrillo ve Abedon, 2011). Ugiinciisii, konak
spesifitesi nedeniyle fajlar, normal floranin diger metodlara gore en az rahatsizligina
neden olur. Dordiinciisii, bakterileri antibiyotiklerinkinden farkli mekanizmalarla yok
ettigi i¢in capraz direng veya ¢oklu direng gdzlenmez (Sulakvelidze vd., 2001). Besinci
olarak, fajlar ¢evreden izole edildiginden, siirdiiriilebilir diren¢ yiiklerine neden olan
antibiyotik ilaglara kiyasla sadece ¢evresel etkileri olmayan, dogal {iriinler olarak kabul

edilebilirler (Loc Carrillo ve Abedon, 2011).

Ik bakista, faj tedavisi, otodozan bir biyolojik zararlilarin kontrol ydntemini
temsil ettigi i¢in antibiyotiklere ideal bir alternatif olarak goriinmektedir (Abedon vd.,
2011; Loc Carrillo ve Abedon, 2011). Yaklasik bir asirdir terapdtik fajlarla ilgili
deneyimlere dayanarak ve dogal ekosistemlerdeki bollugundan dolay: giivenilir kabul
edilmektedir (Abedon vd., 2011). Bununla birlikte, ilgili tedavi edici fajlarin etkililigini
belirlemek ve giivenligini dogrulamak igin titiz arastirmalara ihtiya¢ vardir (Pirnay vd.,
2015). Dikkat edilmesi gereken kritik hususlar sunlardir. Fajlar, toksik olmayan

bakterileri, lizojenik doniisiimle toksik suslara veya antibiyotiklere karsi direncgli hale
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doniistiirebilir (Henein, 2013; Briissow vd., 2004). Ayrica, terapotik basart igin ve
direnci 6nlemek i¢in, sec¢ilen fajin hedeflenen bakterilere kars1 yeterince antagonistik

olmas1 da 6nemlidir (Beims vd., 2015).

1.2. Literatir

Yapilan ¢alismalarda P. dendritiformis’in yiiriitiillen genom analizine dayanarak,
potansiyel bir biyokontrol ajan olarak segilmesine olanak saglamistir. Lapidot vd.
(2015) tarafindan P. dendritiformis’in hastaliklarin biyokontroliinde kullanilmasi

arastirilmstr.

Yapilan bir calismada P. dendritiformis’in Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum tarafindan enfekte edilmis olan patates bitkilerinde hastalik etkinligine
olan etkisi incelenmistir. Bakterilerin neden oldugu g¢iiriiklik, mahsul verimini ve
kalitesini biiyiik 0lgiide azaltmaktadir. Bu nedenle bu patojenik bakteriler diinya
capinda biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Czajkowski vd., 2011). P.
dendritiformis’in, Pectobacterium carotovorum icin uygulanan sera deneylerinde
hastalik etkinligini 6nemli dl¢lide azalttigin1 ve alandaki enfekte olan bitkilerin yumru
verimini Onemli Olgiide arttirdigini gostermistir. Ayrica P. dendritiformis’in bitki
koklerindeki diger bakterilerle rekabet ederek ¢ok iyi sekilde kolonize oldugu bildirildi
(Verma vd., 2014; Campos Herrera vd., 2011). Sonu¢ olarak bu ¢alisma P.
dendritiformis’in, genom analizine dayanan etkili, biyolojik kontrol ajan1 olma

potansiyeli tasidigin1 gostermektedir (Lapidot vd., 2015).

Tcherpakov vd. (1999)’un 1999 yilinda yapmis olduklar1 ¢aligmada morfotip
olarak bu tirlin desen olusturucu izolatlarin tanimlanmast ve fenotipik
karakterizasyonlar1 lizerine ¢alisilmistir. Calismada kullanilan desen olusturucu izolat
olarak, T168T (T morfotip) ve C168 (C morfotip) olarak adlandirilmistir. T'den C'ye
morfotip gecis genellikle % 1.2'ye kadar agar iceren ince agar plakalarda gdzlenirken,
C'den T'ye ters gegisler en az % 1.5 agar igeren agar plakalarinda gozlenmistir. Bu tiir
gecisler genellikle 30°C'de yaklasik 48 saatlik bir siire gerektirmektedir (Tcherpakov
vd., 1999).
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Dogal habitatlarda bakterilerin biiylimesi icin mevcut besin maddeleri
degisiklik gosterir, ancak basarili kolonizasyon asir1 kalabaliklagsmaya ve strese yol
acabilir. Avraham vd. (2011)’in yaptiklar1 ¢alismada P. dendritiformis bakterilerinin
rakip kardes kolonilerinin iki farkli vejetatif fenotipi olarak hareketli ¢ubuk ve
hareketsiz  koklar arasinda gegis yaparak asir1  kalabaliklasma  sirasinda

populasyonunun hayatta kalmasini gostermislerdir.

Cubuk sekilli bakteriler yaklasan kardes kolonilerinin hiicrelerini 6ldiiren
toksik bir SIf proteini iretir. Bununla birlikte, slf proteininin o6ldiiriicii dozunun
altindaki konsantrasyonda, hiicre duvar1 antibiyotiklerine diren¢ de dahil olmak {iizere,
farkli metabolik ve direng profillerine sahip olan SIf * ye direngli koklara gecis yapmak
icin hareketli ¢ubuklarin bazilarmi indiikler. Bakterinin sporlarindan farkli olarak,
koklar ¢ogalir. Koklar, kalabalik azaldiginda ve besinler sinirlayici olmadiginda
popiilasyonun yayilmasini saglayan hareketli ¢ubuklara geri donmeyi saglayan bir
sinyal verir. Boylece P. dendritiformis bakterileri, degisen gevresel kosullara adapte
olabilmektedirler (Avraham vd., 2011).

Avraham vd. (2009)’in yaptiklart bir ¢alisma Paenibacillus dendritiformis
kolonisinin biiylimesini, yiizey aktif madde {izerine bagli oldugunu bildirmislerdir.
Agar plaklart tizerinde biiyiime kosullart saglanarak ve cesitli dlglimler yapilarak
koloni biiylimesinin biiyiikk 6l¢iide bagimsiz oldugunu gosterdiler. Ayn1 zamanda
koloninin biiylimesi, yiizey aktif maddenin mevcut olan kuvvetinden de

etkilenmektedir (Avraham vd., 2009).

Yoong vd. (2006) yapilan caligmalarda geleneksel antibiyotiklerle tedavi
edilemeyen direngli Bacillus anthracis tiirlerine karsi, bakteriyofaja ait olan PlyPH
gibi hiicre duvarini parcalayan endolizin enzimlerini, alternatif tedavi sekli olarak
onermistir. PlyPH endolizini, Bacillus anthracis susunu liz ederken diger Bacillus sp.
suslarii (Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus pumilus) ise etkilemeyerek

yiiksek spesifitiye sahip oldugunu gdstermistir.

Endersen vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, ahir ortamlari, kiimes, giibre

ve toprak ortamindan izole ettikleri alti adet Mycobacterium LE1-LE6
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bakteriyofajlarinin  siitte M. smegmatis MC2155 bakterisine karst kullanim
potansiyelini arastirmislardir. M. smegmatis MC2155 bakterisi 1x103 kob/mL olacak
sekilde rekonstitiiye siit igerisine (% 10 kuru maddeli) inokiile edilmistir. Bakteri ile
enfekte edilen rekonstitiiye siit igerisine farkli kaynaklardan izole edilen alti
bakteriyofaj 1x109 pob/mL diizeyinde olacak sekilde ve tek tek veya kokteyl halinde
ilave edilerek 4 giin boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda
rekonstitiiye siit i¢erisindeki bakteri sayisinin kontrol orneklerinde yaklasik 6.0 log
arttig1 belirlenirken, bakteriyofaj karigimi eklenen orneklerde ise 4. giin sonunda M.

smegmatis MC2155 bakterisine rastlanilmamistir (Endersen vd., 2013).

Ugorcakova vd. (2015) Paenibacillus polymyxa CCM 7400’den elde edilen
thman fajin endolizin bir yapiya sahip oldugunu bildirdi. Bu endolizin proteini
paenibacilli, basil, corynebacteria ve Escherichia coli’nin hiicre duvari substratlari
tizerinde test edildiginde, Paenibacillus larvae CCM5680 izolatina kars1 antibakteriyel

ve litik aktiviteye sahip oldugu belirlendi (Ugorcakova vd., 2015).

Ticari piyasada satilmak tizere, gidalarda Escherichia coli O157 ve Salmonella
enterica sayisiin azaltilmasinda kullanilmasi igin Intralytix sirketi tarafindan L.
monocytogenes, sirastyla “ListShield, EcoShield ve SalmFresh” bakteriyofaj tirlinleri;
Micreos sirketi tarafindan “Listex P100” iirlinii ve Streptococcus tiirlerine karsi etkili
New Horizons Diagnostic tarafindan dis ve afiz saghginda kullanilmak {izere
bakteriyofaj karigimini igeren sakiz ve dis macunu {iretilmistir (Cooper, 2016).
Avustralya ve Yeni Zelanda Gida Standartlar1 (FSANZ-Food Standards Australia New
Zealand) ve Isvigre 2012 yilinda ListexTM’in peynir ve diger gidalarda kullanimina
onay verilmistir (Ly-Chatain, 2014).

Yapilan literatiir taramasinda P. dendritiformis ile ilgili faj g¢alismalarina

rastlanilmamistir. Bu ¢alisma bu agidan 6zgiin deger tasimaktadir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamlan Arag, Gereg¢ ve Sarf Malzemeler

Orneklerin incelenmesi icin kullanilan laboratuvar geregleri; sogutmali
santrifiij (Sigma,2-16PK), pH metre (HannaHI3220), ¢alkalayici (GFL-3005), 1sitic1
blok (NoshengMS100), inkiibatér (Memmert600), distile su cihazi (GFL-2108),
giivenlik kabini (Niive-MN-20), 151k mikroskobu (Nikon-E100), koloni mikroskobu,
pastor firm (Niive-FN-500), otoklav (Niive-OT-40L), hassas terazi (Denver-PL-214),
vorteks (Heidolph-Reax top), etiiv, buzdolabi, arastirma mikroskobu (Olympos Bx51
ve BSPROP 200, goriintii isleme ve analiz sistemi ile birlikte), magnetik karigtirici ve
bar, ¢esitli cam malzeme (mavi kapakl siseler, vida kapakli (5, 10 ve 20 mL’lik)
tipler, erlenmayer, beher, lam, lamel, meziir, pastér pipeti, baget) ve plastik
malzemeler (5-10’luk plastik pipetler, pipet (beyaz, sart ve mavi) uglari, pipet
kutulari, petri (6, 12 mm ¢apl) kaplari, falkom (15 ve 50 mL’lik) tiipleri, ependorf
(0,5, 1,5 ve 2,0 mLlik) tiipleri, piset), bek alevi, mikropipet seti, pens, 6ze, ekiivyon
cubuklar, filtre kagidi, sporlar, raglar, 0.22 um steril siringa filtreleri ve Formwar
Karbon/bakir kapli grid 200 Mesh (FCF200-Cu) kullanilmustir.

Calismada kullanilan besiyerleri ve kimyasal maddeler; yeast ekstrakt
powder, meat ekstrat, malt ekstrat agar, NaOH, glukoz (Merck), agar, pepton
(FLUKA), sodyum asetat, % 96°lik etil alkol (Kimetsan), KoHPOg, iiranil asetat (ACS
reagent Cat.21447), Polietilen glikol (PEG8000) (83271Sigma), Jelatin (Sigma
G1393), Mitomisin C ve gliserol kullanildi.

2.1.2. Cahismada Kullanilan Bakteri Tiirleri

Bu ¢aligma 2017-2019 yillar1 arasinda Recep Tayyip Erdogan Universitesi,
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde gergeklestirildi.
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Calismada 2013-2016 yillart arasinda yapilan tez ve proje calismalarindan

(Bas, 2015 ve Pmarbas, 2017) hastalik belirtisi tagiyan bal, larva ve Olii ar1

orneklerinden izole edilen, geleneksel ve molekiiler metodlarla (16S rRNA)

tanimlanan (Tablo 4) Paenibacillus dendritiformis suslar1 kullanildi.

Tablo 4. Kullanilan P. dendritiformis’lerin izole edildigi yerler, ornek tiirleri ve
numaralart (N:17) (Bas, 2015 ve Pinarbas, 2017).

Say1 Alindig1 Bolge Ornek Tiirii izolat No
1 Giineysu TIM Larva PB3.3b
2 Rize Larva PB11
3 Glimiishane Larva PB13.2
4 Rize Larva PB14a
5 Rize Larva PB17
6 Rize Larva PB18a
7 Rize Larva PB19a
8 Rize Larva PB20
9 Rize Bal PB22b1

10 Rize Bal PB22f

11 Rize Bal PB23b

12 Rize Bal PB23c

13 Rize Bal PB26a

14 Samsun Bal PB26¢

15 Rize Larva PB30a

16 Rize Larva PB3la

17 Rize Larva PB32a

Giineysu TIM: Rize Gida Tarim ve Hayvancilik il Miidiirliigii

2.1.3. Kullanilan Besiyerleri

MYPGP Agar ve Sivi Besiyerleri

Mueller-Hinton Broth
Maya Oziitii

K2HPO4

Glukoz

Sodyum piruvat
Agar

dH,0O

109
159
39
29
lg
14 ¢

1000 ml, pH; 6,8-7,2
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Yukarida verilen maddeler belirtilen oranlarda hassas terazi yardimi ile
tartilarak 1000 ml distile suda ¢6ziildi. 1,1 atm basigta, 121°C’de 20 dakika otoklav
edildi. Bakterilerin biiyiitiilmesinde MYPGP sivi besiyeri olarak kullanildi. Kati
besiyeri i¢in %1.4, yumusak agar i¢in ise %0,7 agar ilave edildi. Otoklavlanan
besiyeri 90 mm’lik steril petrilere 25 ml olacak sekilde dokiildi. Besiyerleri
buzdolabinda +4°C’de bekletildi (Dingman ve Stahly, 1983; Vallat vd., 2012; de
Graaf vd., 2013).

Hazirlanan her iki besiyeride genel iiretim ve faj izolasyon besiyeri olarak
kullanildi.

2.1.4. Kullamlan Soliisyonlar

Uranil Asetat Hazirlanisi

Bakteriyofajin morfolojik karakterinin belirlenmesi igin TEM mikroskobu
kullanildi. TEM mikroskobu hizmet alim1 olarak kullanildi. Bakteriyofaj drneklerinin

gozlenebilmesi i¢in iiranil asetat ve grid kullanildi.

Ticari olarak temin edilen iiranil asetatin % 2’lik stok soliisyonu steril distile
suda hazirlandi. Uranil asetat, toksik ve radyoaktif bir maddedir ancak suda ¢dziinen
formu radyoaktif degildir. Coziilmesi yavas ve dikkatli bir sekilde ¢alkalamadan
yapildi. KOH veya NaOH kullanilarak pH 4,0-4,5 civarinda ayarlandi. Aliminyum
folyo ile kapatilmis 151k almayan vida kapakli sisede stoklandi ve +4°C’de

(maksimum 2 y11) sakland.

SM Buffer Hazirlanisi
NaCl 100 mM
MgSO4 7H20 8 mM
Tris-HCI (PH:7,5) 50 mM
Jelatin % 0.002
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Bakteriyofajlarin TEM goriintlisiiniin  alinmast i¢in kullanildi. Yukarida
verilen maddeler belirtilen oranlarda karistirilarak hazirlandi ve otoklavda steril

edildikten sonra oda 1sinda kullanilacag siireye kadar bekletildi.

PEG Hazirlamisi

TEM igin faj yogunlastirma amaciyla PEG kullanildi. 2M NaCl ve % 20 PEG
olacak sekilde bakteriyofaj lizatina eklendi. Yavasca ¢oziinmesi saglanarak sivi lizat
icerisinde iyice c¢Oziinmesi saglandi. Bir gece +4°C buz igerisinde bekletildi.
Bakteriyofajlar 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij ile ¢oktiirildii. Cokelti (pellet) en
fazla 3-4 ml SM buffer ile ¢oziindiikten sonra grid hazirlamada kullanildi. Stok faj
lizat1 +4°C’de ve -80°C’de stoklandi.

2.2. Metod

2.2.1. Paenibacillus dendritiformis’in Canlandirilmasi

Paenibacillus dendritiformis’in canlandirilmasinda MYPGP agar kullanildi.
Derin dondurucuda % 20 gliserol ve MYPGP s1v1 besiyeri ile stoklanmig kiiltiirden
100 mikrolitre alinarak MYPGP agar besiyerine tek koloni diisiirme teknigiyle
ekimleri yapildi. EKimler 36°C’de mumlu mikroaerofilik (kavanoz iginde) ortamda
48-72 saat inkiibe edildi. Krem veya turuncu, besiyerine yayilan koloniler P.
dendritiformis olarak belirlendi. Taze iireyen kiiltiirden 6ze yardimiyla 3 ml MYPGP
s1v1 besiyerine pasaj yapildi ve 120 rpm’de 36°C’de bir gece ¢alkalamali inkiibatorde
inkiibe edildi.

2.2.2. Bakteriyofaj Indiiksiyonu

Paenibacillus dendritiformis suslarinin  litik bakteriyofaj igeriklerinin
belirlenmesi i¢in mitomisin C ile indiiklenerek test edildi (Bradley, 1967; Kili¢ vd.,
1996). MYPGP sivi besiyerinde 18-20 saatlik taze kiiltiirinden sub-kiiltiirler
yapilarak bir gecelik taze kiiltiirleri elde edildi. Yaklasik 2-6 saat (ODeoonm=0,2)

inkiibasyondan sonra son konsantrasyon 0,2 pg/ml olacak sekilde Mit-C ilave edildi
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ve yaklasik 24-48 saat 120 rpm’de calkalamali inkiibatorde inkiibasyona tabi tutuldu
(Alpay, 1999).

Mit-C ile indiiklenmis kiiltiirler inkiibasyon siiresince gozlemlenerek bulanik
kiiltlirlerin profaj indiiksiyonu ve P. dendritiformis’in tiip dibinde liz olmasi sonucu
berraklagmas1 veya toz bulutu gibi ¢okmesiyle faj indiiksiyonu gozlendi. Liz
gbzlenen tiim kiltiirlerden 1 ml ependorf tiiplerine alinarak 13000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. 0.45 pm steril tek kullammmlik filtreler vasitasiyla stiziildii.
Stipernatant bagka bir ependorf tiiplerine aktarilarak bir damla kloroform ilave edildi.
Bu sekilde elde edilen siipernatant (lizat) kullanilacag siireye kadar 4°C’de sakland1

(Kilig vd., 1996; Trevors vd., 1983).

Bakteriyofajin otoindiiksiyonunun varligi (kendi kendine indiiklenebilirlik)
Mit-C’siz kiiltiir ile test edildi. P. dendritiformis’in 24-48 saatlik sivi kiiltiirlerinin
kendiliginden faj indiiksiyonu (otoindiiksiyon) olup olmadigiin belirlenmesi i¢in 1
ml ependorf tiiplerine alinarak 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 0.45 pm

steril tek kullanimlik filtreler vasitasiyla siiziilerek drop yapmak icin stoklandi.

2.2.3. Litik Faj Enfeksiyonunun Yapilmasi

Lizatlarda bakteriyofaj belirlenmesi i¢in damla (drop assay) yontemi
kullanildi. Bu amagla MYPGP kat1 ve yumusak (% 0.7) agar kullanildi. Konak kiiltiir
hazirlanmasi i¢in bir gecelik taze kiiltiir hazirlandi. Taze kiiltiirden 100 pL alinarak 3
ml sivi besiyerine pasaj yapildi ve erken logaritmik faza ulagana kadar 120 rpm’de
36°C’de iiremeye birakildi. Konak bakteri i¢in (ODgoonm= 0.4) olana kadar yada
McFarland 0,5 bulaniklihia geldiginde kiiltirden 100-200 pL alindi. Onceden
hazirlanmis ve 50°C'ye sogutulmus yari-kat1 (% 0.7) MYPGP agar besiyerinden 4 ml
steril vida kapakli tiiplere alinarak 50°C'ye ayarlanmis su banyosunda bekletildi.
Kiiltiir yogunluguna gore alian 100-200 pL konak P. dendritiformis suslar1 ayri ayri
her biri 4 ml 48-50°C'ye ayarli su banyosundaki yumusak agar tiiplerine ilave edildi
ve hizlica vorteksle homojen karigimlart saglandi. Karistirildiktan sonra onceden
hazirlanmis ve sus numarasi yazilmis MYPGP agar plaklarimin yiizeyine yayildi ve

donmas1 beklendi (Dingman ve Stahly, 1983). Agarin donmasini takiben ylizeyine
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onceden hazirlanan indiiklenmis lizatlarin her birinden 5 pL agar ylizeyine
damlatilarak kurumasi beklendi. Kiiltiirler 36°C'de 24-48 saat % 5 COz2’li ortamda
inkiibasyona birakildi. Lizat damlatilan alanlarda konak bakterinin tiremedigi bir
inhibisyon zonunun olusmasi1 bakteriyofaj/ bakteriyosin/ antimikrobiyal aktivite
varlig1 olarak belirlendi (Trevors vd., 1983). Tek plak olusturan lizatlar bakteriyofaj
pozitif olarak degerlendirildi. Damlatma yapilan bolgede bulanik, berrak, diffiiz,
halka, yiizilk veya nokta nokta seklinde inhibisyon zonlarini olusturan lizatlar
kaydedilerek bakteriyofaj/ bakteriyosin/ antimikrobiyal aktivite igerigi yoniinden

arastirma amaciyla diger testlere tabi tutuldu (Alpay, 1999).

2.2.4. Fajlarin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Stoklanmasi

Bakteriyofaj zenginlestirilmesi, Hurst ve Reynolds (2002) tarafindan tarif
edildigi gibi standart teknikler kullanilarak gerceklestirildi. Saf faj elde edilmesi igin,
gozlenen litik plaklar 6ze ile petriden ayristirildi ve faj tampon soliisyonu [SM buffer;
100 Mm NacCl, 8 mM MgS04.7H20, 50 mM Tris-Cl (1M, pH 7.5), % 0.002 jelatin]
icine aktarildi. Bu amagcla tam plak enfeksiyonu yapildi. Boylece sivi kiiltiirde
iiretilen konak bakteriler, logaritmik fazin basinda iken (ODgoonm= 0.4) 100 pL
aliarak ve 50°C'ye sogutulmus yumusak agara (% 0.7) ilave edilerek petri ylizeyine
dokiildii. Agar katilastiktan sonra 200 pL faj lizatindan alinarak yumusak agar
yiizeyine belirli araliklarla damlatildi. Ardindan 36 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakildi. Bu sekilde konaklar enfekte edilerek faj plaklarinin daha yogun olusmasi
saglandi. Agar yiizeyinde faj plaklar1 gbzlenen agar plaklara 3 mL SM buffer ilave
edilerek orbital calkalayicida 120 rpm’de 2 saat calkalanarak fajlarin yumusak
agardan ayrilmalar1 saglandi. Agar ylizeyindeki sivi ve yumusak agar steril bir
drigalski spatiilii ile kazinarak 50 mL'lik falkon tiiplere aktarildi. Tiipler 10000
rpm'de 10 dakika santrifiij edildikten sonra supernatant kismi 6nce 0.45 pm'lik sonra
0.22 pm'lik filtreden gecirildi. Zenginlestirilen faj lizatlarinin bir kismi 4°C'de
saklandi. Saflastirilan faj lizatlar1 % 50 gliserol ile karistirilarak ve her birinden ikiser

tiip alinarak -80°C’de stokland1 (Kili¢ vd., 1996; Alpay, 1999).
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2.2.5. Bakteriyofaj Stoklarinin Hazirlanmasi ve Yogunlastirilmasi

Bakteriyofaj varligi belirlenen konaklar, Mit-C ile indiiklenerek yiiksek
hacimde (150-200 ml) lizat1 hazirlandi (Kili¢ vd., 1996; Alpay, 1999). Bakteriyofaj
belirlenen Paenibacillus sp. suslarinin bir gecelik kiiltiirinden 1 ml alinarak 100 ml
MYPGP s1v1 besiyerine (pH 6,8-7,4) inokule edilerek sub-kiiltiirleri yapildi. Kiiltiirler
erken mid log safthasina ulastiginda Mit-C ile indiiklenerck 8-10 saat takip edildi.
Kiiltiirlerin inkiibasyon siiresince hiicrelerin bakteriyofaj indiiksiyonu sonucu liz
olmalart izlendi. Bol miktarda bakteriyofaj iiretmek amaciyla indiikleme yontemine
ilave olarak bazi bakteriyofajlar i¢in damlatma yontemi kullanildi. Bu amagla duyarl
konagin 100 ml MYPGP siv1 besiyerindeki erken mid log fazdaki kiiltiirii bir
bakteriyofaj/10 duyarli bakteri hiicresi (moi: multiblicity of infection= 0.1) olacak
sekilde bakteriyofaj ile enfekte edildi ve 8-10 saat inkiibasyona tabi tutuldu.

Mit-C indiiksiyonu ile elde edilen bakteriyofaj lizatlarina 2 damla kloroform
ilave edilerek indiiklenmeleri durduruldu. Kiiltiirler 50 ml kapasiteli santrifiij
tiiplerine aktarilarak 4 °C’de 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek, slipernatant
kisim temiz bir siseye aktarildi. 10 mM MgSOs ve 0.1 pg/ml DNase ve RNase ilave
edilerek bakteri DNA ve RNA’sinin parcalanmasi i¢in 37°C’de 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Siipernatant i¢indeki protein ve hiicre DNA’sin1 ¢oktiirmek
amaciyla son konsantrasyonu 2M olacak sekilde NaCl ilave edilerek ve yavasca alt
uist edilerek karistirildi. Buz iizerinde 1 saat bekletildikten sonra tekrar (10000 rpm,
10 dakika) santrifiij edildi. Siipernatant temiz bir siseye aktarilarak ve bakteriyofaj
partikiillerinin ¢dkmesi igin son konsantrasyon % 20 olacak sekilde polietilen glikol
(PEG 8000) ilave edildi. Yavasca alt iist edilerek karistirildiktan sonra buz {izerinde
en az 1 saat bekletildi. Bakteriyofaj partikiilleri 15000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek coktiiriildii. Pellet korunarak siipernatant kisim uzaklastirildi ve santrifii
tipleri ters tutularak sivimin iyice akmasi saglandi. Santrifiij ile ¢oktiiriilen
bakteriyofaj partikiilleri 2 ml siispansiyon tamponu (SM buffer; 100 Mm NaCl, 8
mM MgS04.7H20, 50 mM Tris-Cl (1M, pH 7.5), % 0.002 jelatin) i¢inde bir gece
4°C’de bekletilerek ¢ozlinmesi saglandi. Yogunlastirilan faj (PEG) solusyonundan
grid (SM Buffer ve Uranil Asetat kullanilarak) hazirlanarak TEM gériintiileri alind1.
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2.2.6. Fajlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Damlatma yontemi ile olusturulan faj plagr 30 uL SM tamponda ¢o6zildii.
Hazirlanan siispansiyondan 5 pL almarak karbon kapli formvar film gridine
damlatildi, iki dakika bekletildikten sonra filtre kagidi ile toplandi. Sonra iki defa 5
puL enjeksiyon suyu ile 1 dakika yikandi ve ekstra su filtre kagidi ile toplandi. Son
olarak 10 pL, % 2'lik {iranil asetat (pH 4-4.5) ile 10 dakika boyanip kurutuldu. Fazla
suyu kenarindan alindi ve ters donmeden filtre kagidi istiinde kurumaya birakildi.

Hazirlanan gridler TEM goriintii alinana kadar karanlik ortamda oda 1sisinda
bekletildi.

Hazirlanan preparat 60000-80000 biiyiitmede, Bayburt Universitesi, Merkez
Arastirma Laboratuvarinda bulunan Taramali Elektron Mikroskobunda (TEM)
gortintiilendi ve fotograflandi (Clokie vd., 2009). Fajlarin yapisal olgiileri bas sekli,
uzunlugu ve genisligi, kuyruk uzunlugu ve genisligi ve muhtemel familyalari

belirlendi.
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3. BULGULAR

Bu calisma, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari’nda yapilmistir. Amerikan
Yavru Ciiriikliigli stipheli ar1 ve trlinleri Samsun Veteriner Kontrol Enstitiisii Ar1
Hastaliklar1 Laboratuvari’ndan temin edilmis olup, ornekler izole ve identifiye
edilerek -20°C ve -80°C’de stoklanmis P. dendritiformis izolatlar1 materyal olarak
kullanilmustir (Tablo 4).

Toplam 17 adet P. dendritiformis izolatlarinin koloni morfolojileri
makroskobik olarak incelendiginde birbirlerine benzer oldugu bazi suslarin biraz

daha turuncu renkte oldugu gézlenmistir (Tablo 5/Sekil 6, Sekil 7).

Kiiltiirlerin koloni rengi, tipi, biiyiikliigii ve mikroskobik morfolojisi, gram
ozelligi, bakteri morfolojisi, spor igerigi ve de konumu incelendi. Hareketli, peritris
Kirpikli bakteri oldugundan dolay1 petri kaplarinda 24 saat iginde tiim yiizeye yayilan
bir koloni olusturmaktadirlar. Nutrient agarda hareket daha kisithh oldugu
gozlenmektedir. Mikroskobik morfolojisi incelendiginde hepsinde bol sporlu, spor
siskin ve hiicre yapisini bozan genelde subterminal konumlu ve gram pozitif bakteri
olmasina ragmen hiicre biitlinliigli spor olusumundan dolayr ¢abuk bozulmasi

nedeniyle gram negatif boyanan tekli basiller seklinde gozlenmektedir.

Tablo 5. Bakteriyofaj/bakteriyosin varligi arastirilan P. dendritiformis sugslari ve
numaralar1 (N=17).

Sayr  Izolat No  Tiir ismi Say1 Izolat No  Tiir ismi

1 PB3.3b P. dendritiformis 10 PB22f P. dendritiformis
2 PB11 P. dendritiformis 11 PB23b P. dendritiformis
3 PB13.2 P. dendritiformis 12 PB23c P. dendritiformis
4 PBl4a P. dendritiformis 13 PB26a P. dendritiformis
5 PB17 P. dendritiformis 14 PB26¢ P. dendritiformis
6 PB18a P. dendritiformis 15 PB30a P. dendritiformis
7 PB19a P. dendritiformis 16 PB3la P. dendritiformis
8 PB20 P. dendritiformis 17 PB32a P. dendritiformis
9 PB22b1 P. dendritiformis
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PB 22F 13.2 : -y /A

Sekil 6. MYPGP agar besiyerinde P. dendritiformis’in az hareketli, krem (PB22f ve
PB13.2) ve giiclii hareketli, turuncu (PB30a) renkli koloni morfolojisi
gorinimu.

Sekil 7. P. dendritiformis’in (PB22f) Gram boyama goriintiisii(>100X)

Amerikan Yavru Curtkligi siiphesi 6rneklerden izole edilen toplam 17 adet
P. dendritiformis izolatinin hem biyokimyasal hem de filogenetik incelemesi
yapilmis, ne biyokimyasal 6zellik agisindan ne de filogenetik benzerlik agisindan

incelendiginde birbirine birebir benzer olmadiklar1 gézlenmistir (Tablo 6/Sekil 8).
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Tablo 6. Calismada izole edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri (N:17).

Morfolojik Ozellikler Biyokimyasal Ozellikler
. Gram Hiicre Koloni  Koloni . .
Izolat No . . . SporKonumu O Ka St L U | J vV D N GI Ma La Tr Ks
Ozelligi  Sekli Tipi Rengi

PB 3.3b + Basil R K Subterminal + + - NT NT NT NT + NT + + + + + -
PB11 + Basil S K Terminal + - - + - - + - + - + + - + -
PB 13.2 + Basil R S Subterminal + NT - - + + NT + - - - + -
PBl4a + Basil S S Terminal + - - - - + + + - + + + + + -
PB17 + Basil R K Subterminal  + + + - - - - + O+ + + + + + -
PB18a + Basil M S Subterminal + - - - - + + + + + + + + + -
PB19a + Basil M S Subterminal + + - - - - - + + + + + - + -
PB 20 + Basil R K Subterminal  + + +* NT - - + - NT - + - - + -
PB22b1 + Basil R S Subterminal + + - + - - - - - - + + - + -
pPB22f + Basil M K - - - - + - - - + - - + + + + -
PB23b + Basil R T Subterminal  + + - + - - - - - - + + + + -
PB23c + Basil S S Subterminal + + + - + + - - - - + + - + -
PB26a + Basil S T Subterminal  + + - + - + + - - - + + + + +
PB26¢ + Basil R S Santral + + - + - - - - + + + + + + -
PB30a + Basil R T Subterminal + + - + - - + - - - + + + + +
PB31la + Basil S T - + + - + - + + - - + + + + + +
PB32a + Basil S T Terminal + + - + - - + - - + + + + + -

S: S-tipi, M: M-tipi, R: R-tipi, K: Krem, T: Turuncu, S: Seffaf, B: Beyaz, O: Oksidaz, Ka: Katalaz, St: Sitrat, L: Lesitinaz, U: Ureaz, I: Indol, J: Jelatinaz, V:
Proskauer, D: Dihidroksiaseton, N: Nitrat, Gl: Glukoz, Ma: Maltoz, La:Laktoz, Tr: Trehaloz, Ks: Ksiloz, +:Pozitif, -: Negatif., *:zayif pozitiflik, NT: Test edilmedi

Voges-
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M Fp 227
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FP. dentriformis GGJ7
Paenibacillus sp. BAB-3420
Paenibacillus sp. BAB-3420¢2)

P. dentriformis ANSE Q0S5

g5 | Paenibacillus sp. IARI-JR-73
Paenibacillus sp. AT2
Paenibacillus sp. TBI12
Paenibacillus sp. BAB-3421
Paenibacillus sp. BAB-3421¢2)
P. dendritiformis KP

P. dendritiformis PP
Paenibacillus sp. BAB-3408

P. dendritiformis TI1068
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Sekil 8. P. dendritiformis suslarinin filogenetik yakinligi (Pinarbas, 2017).

Geleneksel ve molekiiler tanist yapilmig P. dendritiformis suslarmin
bakteriyofaj igeriklerinin incelenmesi Mit-C ile indiiklenerek yapildi. Suglarin MYPGP
stv1 besiyerinde ve 120 rpm calkalamali inkiibatdrde iireme hizlar1 belirlendi. Yapilan
kiiltir takiplerinde PB13.2, PB22f, PB14a ve PB20 izolatlarinin hizli biiyiime fazina
ulastigi ve 3-6 saat icinde faj indiiksiyonlari tamamlanarak kiiltiiriin tamamen liz

olduklar1 gézlendi (Tablo 7).

Suslarin bazilarmin (PB11, PB22bl, PB30a, PB31a) ise iireme hizlar1 iyi
olmasina ragmen faj indiiksiyonunun ancak 12-15 saatte tam liz oldugu belirlendi. Geri

kalan suslarda ise faj/bakteriyosin varligi belirlendi ancak tam olarak lizis gozlenmedi
(Tablo 7).
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Tablo 7. Paenibacillus dendritiformis suglarinin mid-log siiresi ve liz saati (N:17).
Say1 lIzolat No Midlog siiresi (dk) Lizsaati Sayr Izolat No Midlog siiresi (dk) Liz saati

1 PB3.3b 385 18 10 pB22f 150 3*
2 PB11 135 15 11 PB23b 385 18
3 PB13.2 135 3* 12 PB23c 385 18
4 PBl4a 100 45% 13 PB26a 385 18
5 PB17 385 18 14  PB26¢ 385 18
6 PB18a 385 18 15 PB30a 135 12
7 PB19a 385 18 16 PB3la 135 12
8 PB20 250 6* 17 PB32a 385 18
9 PB22bl 135 12

*Hizl1 liz olanlar

Sekil 9. P. dentriformis suslarmin Mitomisin C ile indiiklendikten sonra konak
hiicrenin lizisinden goriiniimleri.

Indiiklenen suslar liz olsa da olmasa da en gec¢ 18 saat sonra inkiibasyonu
durduruldu ve lizat eldesi igin tiim suslar ¢oktiiriildii. Stipernatant faj stok kiiltiir olarak
kullanildi. Lizatlarin timiinin (17) hem kendi P. dendritiformis suslarina, hem de
farkli Paenibacillus suslarina (P. larvae ve Paenibacillus sp.) karsi ¢apraz enfeksiyonu
yapildi. Toplam 60 konak kullanildi ve 22 farkli konaga karsi inhibisyon zonu
(antimikrobiyal etkili / bakteriyosin) olusturdugu belirlendi ve olusan inhibisyon
zonlart cetvel yardimiyla Olglldii. Lizatlarin bir kisminda sadece faj varligi
belirlenirken bazilarinda hem bakteriyofaj hem de antimikrobiyal etkinlik gozlendi
(Tablo 8).
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Tablo 8. Bakteriyofaj/bakteriyosin/antimikrobiyal aktivite gozlenen P. dendritiformis suslari ve konaklari.

Faj plag:
veyainhibisyon

gozlenen konak

PB 3.3b

PB 13.2

PB l4a

PB 17

Bakteriyofaj, bakteriyosin ya da antimikrobiayal aktivite var olan lizatlar (N=17)

PB 18a

PB 19a

PB 20

PB 22f
PB 23b
PB 23c
PB 26a
PB 26¢
PB 30a
PB 31a
PB 32a

PB3.1A (PI)
PB5A (PI)
PB 5B (PI)
PB 6B (PI)
SV 27B (Pl)
PB 32A(Pd)
SV 21 (PI)
SV 28 (PI)
SV 30B (PI)
PB 3.2A(Pl)
PB 19B (PI)
PB 3.2B (PI)
PB 13.2(Pd)
PB 11(Pd)
LMG 16252
*PB 17(Pd)

PB 18B (Bacillus sp.)

PB31B (PI)
PB13.1B (PI)
PB27B (PI)
PB16.2B (PI)
PB14D (PI)

3+

3+

3+¢

3+

t +
=2l

- ++1 - -

*3.giin Kendiliginden indiiklendi, -; Faj plagi /bakteriyosin yok, +; <5 mm

faj plagi/bakteriyosin, ++; 6-10 mm faj plak/bakteriyosin,

+++; >11mm faj plak/bakteriyosin, ¢; bakteriyofaj, b; bulanik zon, t; tam ac¢ilma zonu, LMG16252; P. larvae Eric 11 tipi



Suslarin bazilarinda olusan inhibisyon zonunun kesin hatli ve tam agilma
seklinde olmasi, bekleme esnasinda genislememesi ve faj plagt goézlenmemesi
nedeniyle bakteriyosin ya da antimikrobiyal aktivite icerdigi seklinde yorumlandi
(Tablo 8). Faj igermeyen PB23b ve PB26a’nin bir susa ve PB32a’nin iki ayri susa
kars1 antimikrobiyal yada bakteriyosinojenik aktivite igerdigi belirlendi. Suslarin
7’sinde faj ile birlikte en az bir susa karsi antimikrobiyal yada bakteriyosinojenik
aktivite icerdigi belirlendi. Suslardan yanlizca PB19a’da ise ne herhangi bir faj
icerigine konak oldugu ne de antimikrobiyal etkinlik/ faj igerigi belirlendi. Capraz

damlatma sonucu elde edilen faj plaklarinin goériiniimleri sekil 10°da verilmistir.

P. dendritiformis konak olarak kullanildiginda yayilan koloni olusturdugundan
genis acilma zonlari gozlenmedi Sekil 10(A-B-C). Dolayisiyla iyi bir konak
olmadiklar1 disiiniilmektedir. Paenibacillus larvae ve diger hareketsiz suslarin ise P.

dendritiformis bakteriyofajlarina kars1 iyi bir konak olabilecekleri belirlendi Sekil 10

(D).

Sekil 10. Capraz enfeksiyon sonucunda MYPGP plaklarinda damlatilan lizatlarindaki
faj plaklarinin goriiniimii. A,B,C: Konak suslarin timi P. dendritiformis,
D; Konak sus P. larvae, Lizat P. dendritiformis susuna ait.
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Bakteriyofaj igeren lizatlarin konak spektrumlart incelendi (Tablo 9).

Tablo 9. Bakteriyofaj belirlenen P. dendritiformis suslarina ait bakteriyofajlarin konak

spektrumlari.

P. dendritiformis Lizatlar:

P. dendritiformis ve diger konaklari

10
11
12
13
14
15
16
17

PB3.3b
PB11
PB13.2

PBl4a

PB 17
PB18a

PB19a
PB20

pPB22f

PB22bl
PB23b
PB23c
PB26a
PB26¢
PB30a

PB3la
PB32a

PB31B (P. larvae), SV28 (P. larvae)

PB5A (P. larvae), PB5B (P. larvae), SV 27B (P. larvae)
PB 6B (P. larvae), PB18B (Bacillus sp.)

PB13.1B (P. larvae), PB27B (P. larvae)

PB 6B (P. larvae), PB18B (Bacillus sp.),

PB13.1B (P. larvae)

PB17 (P. dendritiformis) (3.glinde otoindiiksiyon)
PB18B (Bacillus sp.), PB27B (P. larvae),

PB16.2B (P. larvae)

PB 6B (P. larvae), PB13.2(P. dendritiformis)

PB18B (Bacillus sp.), PB13.1B (P. larvae)

PB5A (P. larvae), PB5B (P. larvae), PB 6B (P. larvae)
SV 21(P. larvae), SV27B (P. larvae)

PB13.1B (P. larvae)

PB 6B (P. larvae), PB19B (P. larvae)
PB 6B (P. larvae), PB3.2A (P. larvae)
SV 27B (P. larvae), PB 3.2A (P. larvae)
SV 27B (P. larvae)

Toplam 17 P. dendritiformis suslarina ait indiiklenmis lizatlarin 4 tanesi harig

digerlerinin bakteriyofaj icerdigi ya da indiiklenebilir bakteriyofaj tasidigi ve de bu

fajlarin test edilen konaklardan en az birini enfekte edebildigi belirlendi.

Indiiklenme sonunda faj tespit edilemeyen dort adet P. dendritiformis (PB19a,

PB23b, PB26a ve PB32a) suslarinin, bakteriyofaj tasimadigi yada test edilen

konaklardan higbirini enfekte etmedigi icin gozlenmedigi diisiiniilmektedir (Tablo 9).

Lizat indiiksiyonunda da 18 saat gibi bir siire sonunda indiiksiyon sonlandirilmis olup
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tam acilma gozlenmemis suslar arasinda yer almaktadir. Bu durumun konagin faj
tasimamis olabilecegi yada uygun bir konak bulamadigi i¢in fajin enfeksiyon yapip

gbzlenmemis olabilecegi sonucuna varilmstir.

PB17 digerlerinden farkli olarak giiglii bir sekilde kendini enfekte ettigi gibi
baska higbir faj ya da bakteriyosinden etkilenmedigi de gézlenmistir (Tablo 9).

Morfolojik karakterizasyon i¢in yapilan TEM incelemede PB22f nolu konaga
ait ®PB22f”in kasilamaz, uzun kuyruklu, iri kapsomerli ve B tipi faj oldugu gozlendi
(Sekil 11).

Sekil 11. P. dendritiformis (PB22f) susundan izole edilen kasilamaz uzun kuyruklu
®PB22f’in TEM goriintiisii.
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Calismamizda AYC siipheli petek, bal, larva ve temel petek 6rneklerinden bal
arilar1 i¢in hem patojenik, hemde simbiyotikolan birgok gram pozitif bakteri izole
edilmistir. Izole edilen bakterilerden P. dendritiformis arilarda patojen oldugu
bildirilmemis ancak ar1 hastalikli 6rneklerden bolca izole edilen bir tiir olarak
bilinmektedir. Son yillarda patojen bakterilere karsi bakteriyofajlarin kullanildigi ve
“faj terapisi” olarak adlandirilan tedavi yontemi hizla gelismektedir (Beke vd., 2016).
P. dendritiformis’in igerdigi bakteriyofajlarin, AYC etkeni olan P. larvae suslarimi
enfekte eden faj icermesi, AYC tedavisinde “faj terapisi” agisindan potansiyel bir

kaynak olacag diisiiniilmektedir.

Calismamizda izole edilen toplam 17 P. dendritiformis susu hem geleneksel
hem de molekiiler olarak tanimlanmis, her birine P. dendritiformis denmesine, koloni
ve bakteri morfolojileri benzer olmasina ragmen filogenetik analizleri ile biyokimyasal
test sonuglarinin birebir benzer olmadig1 gézlenmistir (Tablo 5, Tablo 6/Sekil 6, Sekil
7, Sekil 8). Ozellikle P. dendritiformis olarak tanimlanan PB11 ve PB22f’in 16S rRNA
gen analizine gore % 98 ortlisme ve % 99 benzerlik tagimasina ragmen morfolojik
karakterleri (sirastyla S ve M tipi) ile biyokimyasal o6zellikleri Karsilastirildiginda
(oksidaz aktivitesi, jelatin hidrolizi, Voges-Proskaver ve dihidrogenaz testleri) farkli
oldugu gozlenmistir (Pmarbas, 2017). Faj ¢alismasinda da her iki konagin faj icerdigi
ancak konak genislikleri birbirinden farkli oldugunun  belirlenmesi Onemli
bulunmustur (Tablo 8). Bu durum ayni tiir olmasina ragmen farkli suslar oldugunu ve
farkli biyotipik 6zellikler igerebileceklerini gostermektedir. Dolayisiyla gegmiste sus
tamimlanmasinda faj karakterizasyonu kullanilmakta olup giliniimiizde de sus
biyotiplendirilmesinde  fajlarin  biliylik  katkis1  gergegini  dogrulamis oldugu

diistiniilmektedir.

Her bir fajin litik 6zelliklerini test etmek icin damlatma testi kullanilir,
calismamizda da suslar Mit-C ile indiiklenip ¢apraz enfeksiyon seklinde damlatma
yontemi kullamildi. Bu her bir fajin konak¢i araligmmin belirlenmesine ve fajlar
arasindaki litik yetenek modellerinin karsilastirilmasina izin verir. Paenibacillus

kaynakli lizojenik bakteriyofaj1 indiiklemek i¢in, Dingman vd. (1984) 6nerdigi yontem
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MYPGP siv1 besiyerinde modifiye edilerek kullanildi (Hurst ve Reynolds, 2002,
Alpay, 1999). Suslarin indiikklenme siireleri ve tam liz olma o6zelligi faj terapi igin
kullanilacak model organizma se¢imi agisindan énemlidir. Calismamizda test edilen 17
P. dendritiformis suslarindan 6zellikle hizli iireyen ve hizli liz olan suslar (sirasiyla
PB13.2, PB22f, PBl4a, PB20, PB22bl, PB30a, PB3la ve PBI1) biiyikk 6nem
tagimaktadir. Bu suslar kitlesel faj iretimi ve faj karakterizasyonu igin ilk tercih

edilecek potansiyel fajlardir (Tablo7/Sekil 9).

Orneklerden PB17 susuna ait lizatin faj igerdigi, ancak bu faj icin uygun bir
konak bulunamadigi gozlendi (Tablo 9). Buna karsin petri plaklarinda kendi kendine
indiiklenebildigi (otoinduksiyon) ve de damlatma yonteminde damlatilan alanda genis
faj plaklar1 olusturmasi ilging olarak bulunmustur. Normal sartlarda bir konak faj
iceriyor ise ikinci bir fajin bu konagi enfekte etmedigi (faj interferns) bilinmektedir
(Bradley, 1967). Ancak PB17 konaginin igerdigi fajin mitomisin C ilavesiyle veya
konagin muhtemel maruz kaldig1 fizyolojik strese bagli olarak hizlica indiiklendigi,
muhtemelen 6zel ve giigli bir mekanizmaya sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu

konagin ve icerdigi fajin daha detayli arastirilmasi gerekmektdir.

Lizat PB13.2, PBl4a, PB18a fajlar1 iki ayr1 genusu enfekte edebildigi
(Paenibacillus ve Bacillus) dolayisiyla benzer morfoloji veya 6zelliklere sahip fajlar
icerdigi diisiiniilmektedir (Tablo 8, Tablo 9). PB20 fajinin ise genis konak araligina
sahip oldugu ii¢ ayn tiir (P. dendritiformis, P. larvae ve Bacillus sp.) bakteriyi enfekte
edebildigi belirlendi. Bakteriyofaj PB22f’in spesifik olarak ¢ok sayida P. larvae
susunu enfekte edebildigi dolayisiyla genis ve spesifik bir konak spektrumu oldugu
gozlendi. Diger bakteriyofajlar ise Sirasiyla PB11, PB23c ve PB3.3b daha dar ancak
spesifik olarak tek bir tiirii (P. larvae) enfekte edebilen fajlar oldugu belirlendi. Bu
fajlarin konak spektrumuna bakildiginda iigiiniin sadece tek bir tiirli enfekte etmesine
ragmen farkli konaklar1 enfekte ettigi farkli biyotipe sahip suslar oldugu, faj i¢eriginin

de farkli oldugu diisiiniilmektedir (Tablo 9).

P. dendritiformis tiirline ait bakteriyofaj olup aymi tiiriin baska bir susunu
enfekte edebilen tek fajin PB17 (kendini) ve PB20 (PB13.2) oldugu, bu fajlarin

hareketli bir sus olan P. dendritiformis kiiltiiriinde plak olusturmalar ilging ve 6nemli
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oldugu, giiglii liz aktivitelerine sahip oldugu disiiniilmektedir. Ancak bu konuda daha
detayli calismalarin yapilmasi, faj morfolojilerinin aydinlatilarak faj tipinin

belirlenmesi ve de molekiiler olarak genom analizlerinin yapilmasi1 gerekmektedir.

Lapidot vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada P. dendritiformis’in
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum tarafindan enfekte edilmis olan
patates bitkilerinde etkinligi incelenmis, potansiyel bir biyokontrol ajan olabilecegi
bildirilmistir. Calismamizda indiiklenen P. dendritiformis suslarma ait lizatlarin
10’unda (PBI11, PB14a, PB18a, PB22.b1, PB22f, PB23b, PB26a, PB26c, PB30a ve
PB32a) antimikrobiyal etkinlik/ bakteriyosin varligi belirlendi (Tablo 8). Bu suslarin
muhtemelen farkli suslara ozellikle bitki patojeni suslara karsi etkinliinin var
olabilecegi, dolayisiyla c¢alisilmasi ve biyokontrol ajan olma potansiyellerinin

arastirtlmasi gerekmektedir.

Literatiirlerde P. dendritiformis tiirii ile yapilan ¢alismalar genellikle bakteri
koloni morfolojisi 6zelliginden kaynaklanan farkliliklar, antimikrobiyal madde
uretimleri ve biyokontrol ajan olma potansiyelleri ile ilgili ¢aligmalardir (Lapidot vd.,
2015; Tcherpakov vd., 1999; Avraham vd., 2011; Avraham vd., 2009).

Tcherpakov vd. (1999)’un yapmis olduklar1 ¢alismada morfotip olarak P.
dendritiformis tiiriniin desen olusturucu izolatlarin tanimlanmasi ve fenotipik
karakterizasyonlari ile ilgili ¢calismalardir. Calismamizda izole edilen suslarin farkli
besiyerinde desen olusturma ya da lireme sekillerinin izlenmesi yapilmamistir. Ancak
ileri c¢aligmalarda biyotip ayriminda kullanilabilecek bu yonteminde kullanilmasi

yararli olacag diigiiniilmektedir.

Bakteriyofajlarin basta su olmak iizere gidalarin ve insan gastrointestinal
sisteminin dogal florasinda yliksek sayida bulunmasi ve tiiketiminin insanda zararl
etkileri olmamasi, bakteriyofajlarin gidalarda antibakteriyel ajanolarak kullanilmasi
fikrini dogurmustur. Bu fikir dogrultusunda yapilan calismalar, bakteriyofajlarin
antibakteriyel ajan olarak gidalarin korunmasinda kullanilabilecegini ortaya koymustur
(Ergin vd., 2017). Ulkemizde ise bakteriyofajlarin gidalarda antibakteriyel ajan olarak

kullanimina yonelik smirlisayida ¢aligma yapilmis olmakla birlikte, konu ile ilgili

39



herhangi bir yasal diizenleme bulunmamaktadir.

Bakteriyofajlar gida sektoriinde hastaligin 6nlenmesi, taze meyve ve sebze gibi
ham maddelerin dekontaminasyonu; ekipman ve temas yiizeylerinin dezenfeksiyonu,
kolay bozulabilir iiriinlerde dogal koruyucu olarak kullanim ile raf dmriiniin uzatilmasi
amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica bakteriyofajlarin diger koruma yontemleri ile
kombine edilerek koruyucu olarak kullanimlari iizerinde de ¢alismalar bulunmaktadir
(Leverent vd., 2003; Abedon, 2009).

Bakteriyofaj tedavisi patojenik bakteriyel infeksiyonlarin tedavisi igin litik
bakteriyofajlarin terapotik kullanimidir. Bakteriyofaj tedavisi Dogu Avrupa ve
Amerika’daki arastirma gruplar1 tarafindan klinik kullanim ig¢in gelistirilmistir ve
antibiyotiklere bir alternatiftir. Bakteriyofaj tedavisi sadece insan hekimliginde degil
ayn1 zamanda dis hekimligi, veteriner hekimligi, gida sektorii ve tarimda potansiyel
uygulama alanina sahiptir. Bakteriyofaj tedavisinin ilaglarin aksine neredeyse yok
denecek kadar az yan etkisi vardir ve karaciger lizerinde strese neden olmaz.
Bakteriyofajlar hedef hiicrede kendini replike ettigi i¢in tek, kiigiik doz uygulama
teorik olarak etkilidir. Dolayisiyla bakteriyofaj kokteyli basar1 sansini artirmak igin
uygulanabilir veya klinik 6rnekler toplanarak uygun bakteriyofajlar identifiye edilerek
tiretimi saglanabilir (Abhilash vd., 2008).

Bu ¢alisma P. dendritiformis suslarinda bakteriyofaj taramasi yapilan ilk

calisma olup, literatiirde benzer bir calismaya rastlanilmamasi agisindan 6nemli

olabilecegi diislintilmektedir.
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5. ONERILER

Arilarin  diinyanin  en degerli varliklar1 olmasi, ar1 florasina ait
mikroorganizmalarin ¢alisilmasi ve bu konuda genis bilgi veri bankasi olusturulmasi
hem iilke hemde aricilik agisindan 6nemli bir konudur. Calismamiz ar1 florasinda P.
dendritiformis varlig: arastirilan ve bakteriyofaj/ bakteriyosin tasiyiciligi belirlenen ilk
calismadir. P. dendritiformis biyokontrol ajan olarak kullanilabilen bir sus olmasi

acisindan da ayrica bir 6nem tasimaktadir.

Geleneksel ve molekiiler olarak tanimlanmig P. dendritiformis suslarinin

biyokontrol ajan olma potansiyelleri daha detayl1 arastirilmalidir.

Bakteriyofaj icerikleri belirlenen suslara ait fajlarin TEM goriintiileri alinmali

ve fajlarin morfolojik karakterizasyonlar1 daha detayli yapilmalidir.

Giiclii liz aktivitesi olan fajlar kitlesel tiretilmeli ve faj genomu izole edilerek,

sekans analizi yapilarak fajin molekiiler tiplendirilmesi yapilmalidir.

AYC’nin Onlenmesi i¢in farkli konaklari enfekte edebilen P. dendritiformis

fajlarinin kullanilmasinin, faj terapisi acisindan 6nemli olacag: diistiniilmektedir.
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