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Vii
OZET

KULTUR BALIKCILIGINDA PATOJEN Photobacterium damselae subsp.
piscicida BAKTERISINE KARSI LITIK BAKTERIYOFAJIN
ARASTIRILMASI

Oykiisu ATILGAN

Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi Olcay BOYACIOGLU
2019, 40 Sayfa

Akva kiltirde pasterelloz hastaligimna neden olan ajan olarak bilinen
Photobacterium damselae subsp. piscicida bakterisi, 6zellikle kiiltiir baliklarini
etkileyerek balik kayiplarina ve iiretim kayiplarina neden olmaktadir. S6z konusu
bakterinin akva kiltiir endiistrisinde sikg¢a kullanilan antimikrobiyal maddelere
direngli oldugu bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda, akva kiiltiir endiistrisinde toplu
balik 6liimlerine neden olan ve birgok antibiyotige karsi direngli P. damselae
subsp. piscicida bakterisine kars1 spesifik ve litik 6zellige sahip bakteriyofaj
izolasyonu amaglanmistir. Tez c¢alismasit kapsaminda Aydin Bafa Goli
yoresindeki balik ¢iftliklerinden 2016, 2017, 2018 ve 2019 yillarindaki salgmlar
sirasinda toplanan tank sulari, tiretim sulari ve desarj sulart olmak {izere toplam 22
litre atik su bakteriyofaj varlig1 bakimindan agar spot yontemi ve yumusak tabaka
agar yontemi ile test edilmistir. Enfekte yavru baliklarin dalak ve kalp 6rnekleri ve
Aydin Biiyiiksehir Belediyesi Atik Su ve Kanalizasyon Idaresi Evsel Atik Bertaraf
Tesisi’nden toplanan kanalizasyon suyu ornekleri bakteriyofaj varligi bakimindan
agar spot yontemi ve yumusak tabaka agar yontemi ile incelenmistir. Deneyler
sonucunda, faj plaklarina benzer plak olusumlari petri kabinda gézlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Photobacterium damselae subsp. piscicida, Bakteriyofaj,
Antibiyotik Direnci, Akva Kiiltiir.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF LYTIC BACTERIOPHAGE AGAINST
PATHOGENIC Photobacterium damselae subsp. piscicida IN
AQUACULTURE

Oykiisu ATILGAN

M.Sc. Thesis, Department of Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Olcay BOYACIOGLU
2019, 40 Pages

In aquaculture Photobacterium damselae subsp. piscicida, which is known as the
causative agent of pasteurellosis, especially effects the cultured fish and cause fish
losses and production losses. The bacterium is known to be resistant to
antimicrobial agents that commonly used in aquaculture industry. In this thesis, it
was aimed to isolate specific and lytic bacteriophage against P. damselae subsp.
piscicida. Within the scope of the thesis, tank waters, production waters and
discharge waters collected from fish farms in Aydin Bafa Lake region during the
outbreaks in 2016, 2017, 2018 and 2019 years. Total 22 liters of these samples
were tested with agar spot method and soft layer agar method for the presence of
bacteriophage. The spleen and heart samples of infected fish larvae and sewage
water samples which were collected from Aydin Metropolitan Municipality Waste
Water and Sewerage Administration Domestic Waste Disposal Facility were
examined for the presence of bacteriophage by agar spot method and soft layer
agar method. As a result of the experiments, plague formations similar to phage
plates were observed in the petri dish.

Key words: Photobacterium damselae subsp. piscicida, Bacteriophage,
Antibiotic Resistance, Aquaculture.
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1. GIRIS

Bakteriyofajlar, tiremek i¢in bakteri hiicresinin kaynaklarin1 kullanan, bakterilerin
zorunlu parazitleridir. Genel olarak oldukga spesifiktirler ve bu spesifiklik
genellikle tek bir bakteri tiiriinde belirli suslarla sinirlidir.

Bakteriyofajlarin hayat dongiileri degisiklik gostermektedir. Baz1 bakteriyofajlar,
bakteri hiicre duvari bilesenlerini tanidiktan ve hiicre duvarma tutunduktan sonra
genetik materyallerini sitoplazmaya birakirlar ve daha sonra bu materyalin
cogalmasini saglayarak konak bakteri hiicresinin yikimina sebep olurlar (litik
dongii). Bir diger hayat dongiisiine sahip olan bakteriyofajlar ise kendi genetik
materyallerini hiicre DNA’sina entegre ederek konak hiicre ile birlikte ¢ogaltirlar
ve hiicre yikimina neden olmazlar (lizogenik dongii). Bakteriyofajlar, litik etkiye
sahip olduklarinda virionlarin olusumu konak hiicre yikimi ile gergeklesir.
Antibiyotikler, bircok bakteriyel enfeksiyonu tedavi etmede yiizyillardir yaygin
olarak kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin bilingsiz ve asir1 kullanimi, patojen
bakterilerin antibiyotik direnci kazanmasina sebep olmaktadir ve bu sorun
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavi edilmesini giiglestirmektedir. Bakterilerin dogal
diismani olan bakteriyofajlarin, antibiyotiklere karsi alternatif bir tedavi ve biyo-
koruyucu olarak kullanimi olduk¢a popiiler bir yontem olmustur. Bakteriyofajlarin
gida giivenliginde kullanimi, gida kaynakli enfeksiyonlarin engellenmesi
bakimindan biyo-koruyucu ajanlarin kullanilmasi alanina yeni ve farkli bakig
acilart kazandirmaktadir. Gida giivenliginde bakteriyofajlarm kullanimi, diger
koruyucu ajanlar ile kiyaslandiginda fajlarin toksik olmamasi, alerjik sorunlar
yaratmamasi ve genel olarak gidanin kimyasal ve fiziksel oOzelliklerini
degistirmemesi nedenleri ile tercih edilmektedir. Gidalarda kullanilacak
bakteriyofajlarin, litik dongiiye sahip olmasi istenilmektedir.

Fajlarin gida giivenliginde kullanimi oldukga ucuz ve hizli bir yontemdir. Bazi
bakteriler,  bakteriyofajlara  karsi  birtakim  savunma  mekanizmalari
gelistirmektedir. Cogu bakteriyofaj, gelistirilen bu savunma mekanizmalarina kars1
adaptasyon saglayarak bakteri ile birlikte bir evrim siirecine girmektedir. Fakat
bazi durumlarda, bu savunma mekanizmalarinin 6niine gegmek amaciyla genetik

olarak gelistirilmis fajlar veya faj kokteylleri kullanilmaktadir.

Son yillarda gida kaynakli enfeksiyonlarin sebep oldugu hastaliklar, iyilesen
hijyen kosullarina, gelisen teknolojiye ve insanlarin bu konuda biling kazanmaya



baslamalarma karsin, halen diinya genelinde biiyiikk bir sorun olmaya devam
etmektedir. Bu durum ekonomi ve saglik acisindan c¢ok c¢esitli sorunlar
dogurmaktadir. Bakteriyofajlarin gida gilivenliginde kullanimi, gida kaynakli
enfeksiyonlarin engellenmesi bakimindan biyo-koruyucu ajanlarm kullanilmasi
alanina yeni ve farkli bakis agilar1 kazandirmaktadir. Bakteriyofajlarin gida
giivenliginde kullaniminin  avantajlart  oldugu kadar dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Bakteriyofaj kullamiminin en 6nemli avantaji, bakteriyofajlarin
konaga gore oldukga spesifik olmalaridir, bu 6zellik fajlarin diger mikrobiyotaya
herhangi bir etkide bulunmamalarint saglar. Ayrica fajlar, gida kaynakli patojen
mikroorganizmalarin ve indikatdr mikroorganizmalarin hizli ve ucuz sekilde tayin
edilmelerini saglarlar. Fajlarin diger Onemli 0&zellikleri ise, kolay izole
edilebilmeleri, ¢cevresel strese dayanikli olmalari ve kendi kendilerini ¢ogaltabilme
ozelliklerinin olmasidir, yani elverisli konak oldugu siirece bakteriyofajlar
kolaylikla sayilarini arttirabilmektedirler. Az olmakla birlikte, bakteriyofajlarin bir
dezavantaj1 ise bazi gida Uriinlerinde genellikle istenen bakterilerin, bakteriyofajlar
tarafindan inhibe edilmesidir, bunun sonucunda gida iiriinlerinde istenilmeyen
kimyasal ve fiziksel Ozellikler ortaya ¢ikmaktadir. Bakteriyofajlarin bir diger
dezavantaji ise, bakteriler ve bakteriyofajlar arasindaki yarisin sonucunda,
bakterilerin bakteriyofajlara karsi direng gelistirebilmeleridir.

Giiniimiizde birgok faj iiriinii Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ilag idaresi
(FDA), Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA) ve Avrupa Savunma
Ajanst (EDA)’nin onayim alarak, gida ve yiizey sanitasyonu, tarim, hayvancilik ve
tip alanlarinda kullanilmaya baslanmistir. Antibiyotige kars1 alternatif bir yontem
olan fajlarin ve faj kokteyllerinin kullanimi, ragbet géren ve her gegen giin 6nem
kazanmaya baglayan bir konu olmaktadir.

Bu tez caligmasinin amaci, kiiltiir balik¢iligi kuluckahanelerinin yogun olarak
bulundugu Aydin, Bafa Golii yoresindeki tesislerden elde edilen P. damselae
subsp. piscicida bakterisi ile enfekte olmus baliklarin dalak ve kalp 6rneklerinden,
baliklarin iiretiminde kullanilan desarj ve tank sularindan ve kanalizasyon
sularindan alinan 6rneklerin kullanimi dogrultusunda, bu bakteriye 6zgii ve bu
bakterinin dogal diismani olan, litik etkiye sahip bakteriyofaj izolasyonunun

yapilmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Tiirkiye’de ve Diinya’da Kiiltiir Balik¢cihig1 (Akva Kiiltiir)

Akva kiiltiir, yiizgegli baliklar ve kabuklu deniz canlilar1 da dahil olmak {izere
suda yasayan organizmalarin, disaridan ilaglama, besleme, kontrollii iireme gibi
miidahalelerle tiretiminin arttirilmasi olarak tanimlanmaktadir (Sapkota vd., 2008).
Diinya genelinde 20.yy’da onem kazanmaya baglayan bu endiistrinin, tarihsel
zamanda da M.0.2500 yillarinda Misir’da ve M.0O.1100 yilinda Cin’de érneklerine
rastlanmigtir (Glover, 1992). 1960 yillardan beri gelisen su kalitesi, hastalik
kontrolii, yetistirilen {iriinleri i¢in gelistirilen ve tam anlamu ile yeterli besini
saglayan yemlerin iiretilmesi, selektif liretme, hibridizasyon ve molekiiler genetik
teknolojisinin uygulanmasiyla birlikte stoklarin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi gibi
kosullar nedeniyle, su iriinleri yetistiriciligi ve liretimi artmustir (Stickney, 1994).
Insan 1rki, artan tiiketime paralel olarak efektif bir gida iiretim kaynag: igin siirekli
aray1s icerisindedir. Akva kiiltiir endiistrisinin bu kadar yaygin olmasimnin en biiyiik
nedenlerinden biri ise, hizla artan insan popiilasyonunun dengeli bir diyet icin
gereksinim duydugu makro ve mikro besin degerlerinin deniz {irlinlerinden yeteri
kadar saglanabilmesidir (Allison Edward, 2013). Su iriinlerinden elde edilen
gidalarin, gida giivenliginin saglanmasi agisindan da bu endiistri Gnemini
belirtmektedir (Al-saari vd., 2018). Diinya genelinde ise akva kiiltiir tesisleri,
deniz iriinleri tedariginin 3’te 1’ini saglamaktadir (Pereira vd., 2011).
Guniimiizde, Diinya genelinde 30°dan fazla deniz balig tiirii kuluckahanelerde ve
acik denizlerde kiiltiire edilmektedir (Boran vd., 2013). Amerikan Gida ve Tarim
Orgiitii (FAO)’niin 2016 y1l1 verilerine gére, y1lda yaklasik 110,2 milyon ton deniz
rindi insan tiiketimi i¢in tretilmektedir (FAO, 2016). Ayrica spor balik¢iligr ve
yabani hayvanlarin ¢ogaltilmasi i¢in kulugkahanelerde alabalik, ¢ipura ve levrek
gibi bir¢ok balik iiretilmektedir. Bu nedenle, kiiltiir balik¢iliginin sadece insan
niifusunu beslemekle kalmayip, ayni zamanda belirli tiirleri yenilemek igin de
hayati bir hizmet sagladig: kabul edilmelidir (Boran vd., 2013).

Akva Kkiiltiir endiistrisinin devlet destegi ve teknolojinin gelismesi ile birlikte
siiregelen teknolojik desteklerle hizla gelismesinden dolayi, global gelismelere
ayak uyduran bir ¢ok Akdeniz iilkesi, basta Fransa, Italya, Ispanya, Tiirkiye ve
Yunanistan olmak iizere Giiney Avrupa’nin en énemli su uriinleri yetistiricileri
konumundadirlar (Grigorakis ve Rigos, 2011).



Tiirkiye’de ise akva kiiltiir, 1970'lerden sonra gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) kiiltiiriiyle baglamistir ve nispeten yeni bir endiistri olmasina ragmen hizla
gelismektedir. Gokkusagi alabaligi, levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura
(Sparus aurata) Tiirkiye’de en yaygin olarak yetistirilen balik tiirleridir (Tiire ve
Alp, 2016). Tiirkiye’nin Avrupa iilkeleri arasinda en biiyiik balik treticilerinden
biri oldugu ve yilda yaklasik 276,000 ton balik irettigi bildirilmigtir (Tiirk
Istatistik Kurumu (TUIK), 2017). Ulkemizde balik iiretim tesis kapasiteleri
degerlendirildiginde, %41°lik oranla ilk sirada Mugla bulunmaktadir, bunu %13
ile Izmir, %3-4 oranlarla Aydin, Bilecik, Canakkale, Kayseri ve Antalya illeri,
%1,5-2 oranla da Rize, Ordu, Trabzon, Samsun, Denizli, Rize, Ordu, Denizli,
Samsun, Isparta, Kahramanmaras ve Burdur illeri izlemektedir (Yavuzcan vd.,
2010).

2.2. Akva Kiiltiirde Goriilen Mikrobiyal Hastaliklar ve Zararlari

Su kaynakli hastaliklar, su ekosistemlerinin dogal bir pargasidir ve cogunun
balik¢ilik veya su triinleri yetistiriciligi i¢in ekonomik sonuglar1 vardir (Lafferty
vd., 2014). Akva kiiltir endiistrisi, cogunlukla kontrolsiiz mikrobiyal hastaliklara
bagli olarak agir mali kayiplara maruz kalmaktadir. Olumsuz ¢evre kosullari,
yetersiz beslenme, yiiksek su sicakligi, seyrek su yenileme ve ciftcilik alanindan
yarali ve 6lii baliklarin uygunsuz sekilde uzaklastirilmasi gibi faktorler mikrobiyal
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Silva vd., 2014). 2014 yilinda yapilan
bir c¢alismada, deniz canlilarinin bircok etmen tarafindan hasta edilebildigi
belirtmistir. Hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan en dnemli ekonomik kaygi etmeni ise
67 oOrnegin degerlendirilmesi sonucunda %34 oranina sahip olan bakteriyel
hastaliklar olarak belirlenmistir (Lafferty vd., 2014).

Vibriyoz ve fotobakteriyoz (6nceden pastorelloz olarak adlandirilmustir), dogal ve
ticari olarak yetistirilen tath su ve deniz baliklarinda en sik rastlanan
mikroorganizma kaynakli hastaliklardandir. Her iki hastalik, genellikle tretim
tesislerinde sik sik salginlara sebep olmaktadir. Bu hastaliklar ile enfekte olmus
tesislerde %100’e varan balik dlimleri goriilmekte ve dolayist ile ciddi ekonomik
kayiplar meydana gelmektedir (Mateus vd., 2014). Bu hastaliklara neden olan
patojenlerin dogal konakgilari ¢ok c¢esitli deniz baliklaridir. Fotobakteriyoz
hastaligi, Japonya'da ozellikle sarikuyruk kiiltlirlerini etkilemektedir. Akdeniz
bolgesinde ise, ¢ipura ve levrek ciftliklerinde neden oldugu kayiplar nedeniyle
biiyiik bir ekonomik etkiye sahiptir (Romalde, 2002). Gékkusag: alabaligi, ¢ipura
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ve levrek Tiirkiye'de yetistirilen en baskin balik tiirleri oldugundan (TUIK, 2012),
hastalik etkenlerinin ¢ogu bu ii¢ grup baliktan izole edilebilir.

Yiyecek olarak tiretilen deniz iirlinleri disindaki deniz tiirleri de hastaliklardan
etkilenerek ekonomik geliri diisiirmede bir role sahip olabilir. Ornegin, tropikal
akvaryum baliklar1 evcil hayvan ticareti yoluyla pazarlanir. Mercanlar, deniz
kabuklar1 ve denizyildizlar1 dekoratif parcalar ve hediyelik esyalar olarak
satilmaktadir. Balinalar, yunuslar, mercanlar, denizyildizlari ve deniz su
samurulart gibi ikonik deniz tiirleri turizmi desteklemektedir (Lafferty vd., 2014).

2.3. Photobacterium damselae subsp. piscicida Bakterisi

Photobacterium damselae subsp. piscicida (6nceki adi Pasteurella piscicida),
balik fotobakteriydziinden sorumlu olan, hiicre ici fakiiltatif, halofilik ve Gram
negatif bir bakteridir. Bu bakteri, 15-32°C sicakliklarda gelisebilir, fakat optimum
biliyiime sicaklhigr 22,5-30°C arasindadir (Romalde, 2002). Kiiltiir balikgiliginda,
kulucka havuzlarinin su sicakliklar1 genellikle 25-26°C’dir (Anonim, 2018). Bu
sicakliklar, P. damselae subsp. piscicida i¢in optimum sicaklik degerleri arasinda
bulundugundan ortamda bakteri kolayca gogalabilmektedir. P. damselae subsp.
piscicida enfeksiyonu gegirmis levrek kanindan yapilan yayma preparatin
gortintiisti Sekil 2.1.”de verilmistir (Hawke, 2012).
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Sekil 2.1. P. damselae subsp. piscicida enfeksiyonu gegiren bir levrek kanindan
yayma preparat (Hawke, 2012).

Vibrionaceae ailesine ait olan P. damselae subsp. piscicida bakterisinin neden
oldugu pastorelloz veya fotobakteriyoz, kiiltiir balik¢iligi endiistrisinde yiiksek
maliyetli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Magarifios vd., 2003). P.



damselae subsp. piscicida, baliklar igin yiiksek oranda patojendir ve konak
seciminde 6zgiilliige sahip degildir, dolaysi ile her balik tiirii bu bakteri tarafindan
konak olarak secilebilir (Pereira vd., 2011). Fotobakteriy6z, akut septisemik
formda 6zellikle geng baliklarda, masif mortalite ve kronik formda genellikle yash
baliklarda ortaya ¢ikabilir (Carraro vd., 2018). Balik larvalarinda ise, larvalarin
immiin sistemlerinin yeterince gelismemis olmasindan dolayi, bu hastalik ¢ok
daha etkili sekilde goriilir (Vadstein, 1997). Fotobakteriy6z hastaligi Diinya’da
oncelikle 1963 yilinin yaz aylarinda, Amerika Birlesik Devletleri’nin Chesapeake
Koyu’nda yetisen beyaz ve c¢izgili levreklerin biiyiik ¢ogunlugunun ani sekilde
Olimi ile giindeme gelmistir. Daha sonra hasta baliklarin i¢ organlar1 ve kanlari
incelendiginde, bu oliimlere P. damselae subsp. piscicida bakterisinin neden
oldugu belirlenmistir (Sniezsko vd., 1964). Tiirkiye'de ise, P. damselae subsp.
piscicida ¢ok sayida balik tiirtinde goriilmustiir fakat ilk olarak Ege Denizi'nden
elde edilen hastalikli ¢ipuralardan izole edilmistir (Cagirgan ve Yireklitiirk, 1993).
Daha sonra levrekten (Demircan ve Candan, 2006), gokkusagi alabaligindan
(Savas ve Tiire, 2007) ve de kefalden (Tanrikul ve Cagirgan, 2001) elde edilen
izolatlar rapor edilmistir. Bafa Goli ¢evresindeki kulugkahanelerde P. damselae
subsp. piscicida enfeksiyonlarinin 2015 yilinda % 100’e varan oranda iiretimi
baltaladig1 ve kullanilan tiim antibiyotiklere karsi direngli olduklart bildirilmistir
(Anonim, 2018). Takip eden yillardaki salginlarda ise o kadar direngli sus ile
karsilasilmamis ve antibiyotik tedavileri ile olusabilecek zararin biiyiik boyutlara
ulagmasi engellenebilmistir.

2.4. Balik Hastaliklarinda Antibiyotik Kullamimi ve Zararlar

Antibiyotikler 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan penisilinin kesfinden
sonra yiiz yila yakin siiredir insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisi amaci ile kullanilmaktadir. Akva kiiltiirlerde karsilagilan
bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde de antibiyotikler yaygin olarak
kullanilmaktadir (Higuera vd., 2013; Anonim, 2018). Su friinleri {iretim
tesislerinde de sik sik tedavi ve biiyiime destekleyici olarak kullanilan
antibiyotikler, yem katki maddeleri seklinde yeme eklenerek ya da antibiyotikli
daldirma banyolar1 seklinde yaygin bigimde kullanilmaktadirlar (Li vd., 1999). Su
riinleri yetistiriciliginde bilingsiz veya yanlis kullanilan antibiyotikler, baliklar
i¢in patojen olan bakterilerde antibiyotik direng genlerinin yayilmasina neden olur
(Tire ve Alp, 2016). Bu direng genleri, yatay gen transferi yolu ile diger
bakterilere iletilebilmektedir (Altinok vd., 2015). Dolayist ile diren¢ genlerinin



yayllmasinin sonucu olarak, balik ¢iftliklerinde antibiyotik tedavileri basarisiz
olabilmekte ve ciddi kapsamli balik kayiplart onlenememektedir. Son yillarda
yapilan bir ¢alismada baliklarin derisinden ve i¢ organlarindan izole edilen ve
baliklar icin patojen 6zellik gdsteren tiim bakterilerin imipenem, siilfametoksazol
ve aztreonam antibiyotiklerine karsi direng gosterdikleri kanitlanmistir (Capkin
vd., 2015). Misir’da yapilan bagka bir caligmada ise izole edilen P. damselae
subsp. piscicida suslarinin ampisilin, gentamisin, siprofloksasin, sefotaksim ve
rifampisilin antibiyotiklerine direngli olduklar1 ve oksitetrasiklin antibiyotigine ise
orta diizey direng gosterdikleri gdsterilmistir (Essam vd., 2016). Bu sonuglardan,
P. damselae subsp. piscicida susunun birgok antibiyotige direng gosterdigi ve her
gecen yil direng gosterdigi antibiyotiklerin sayisinin arttig1 soylenebilir. Sahadan
alinan bilgilere bakilirsa, 2017-2018 {iretim sezonunda Bafa G6li’nde isletmelerde
sorun olusturan P. damselae subsp. piscicida susuna karsi dénem dénem
antibiyogram testleri yapilarak bu testlerin sonuglarina gore tedavi amagli sirasiyla
enroflaksasin, florfenikol ve oksitetrasiklin antibiyotikleri kullanilmistir (Anonim,
2018).

Giintimiizde, birgok patojen bakterinin antibiyotik direnci gelistirmesi nedeni ile
diinyada ve tilkemizde bilingsiz ve asirt antibiyotik kullanimini 6nlemek amaci ile
saglik sistemlerinde baz1 diizenlemelerin yapilmasina gerek duyulmustur (Aydm
ve Gelal, 2012). Daglardan gelen dogal su kaynaklari harig, diger yiizey sularinda
antibiyotik kalintilarinin  bulundugu ve bu kalintilarin canlilar igin tehlikeli
konsantrasyonlara ulasabildigi ifade edilmistir (Yang ve Carlson, 2003). Yer alti
sularinda ve kuyu sularinda yapilan bir ¢alismada, yer alti suyunun da cesitli
antibiyotiklerle kontamine oldugu ve bu kontaminasyonun bazi bakterilerde
antibiyotik direnci gelistirebilecek seviyede oldugu rapor edilmistir (Batt vd.,
2006). Bu ¢alismalarin sonuglarina dayanarak, asir1 seviyede kullanilan ve dogaya
salinan antibiyotiklerin dogay1 kirlettikleri ve dogal mikroflorada bulunan
bakterilerde antibiyotik direncinin gelismesini tetikledikleri sdylenebilir. Ilaveten,
giinlimiizde tiiketici bilincinin artmas1 ile birlikte, antibiyotik kullanilarak
iiretildikleri bilinen kiiltiir baliklar1 ve kiimes hayvanlar1 gibi {riinlerin saglig
tehdit edebilme potansiyelleri tiiketicilerde tedirginlik olusturabilmektedir.

Yukarida bahsedilen sakincalardan dolayi, gida endiistrisinde patojen bakteriler ile
miicadelede etkin, doga dostu ve diisik maliyetli ¢6ziimler aranmaktadir. Bu
¢Oziimlerden birisi ‘yasayan ilaclar’ olarak da bilinen litik bakteriyofajlarin
kullanilmasidir (Jassim ve Limoges, 2014).
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2.5. Bakteriyofajlarin Tanimu, Ozellikleri ve Hayat Dongiileri

Bakteriyofajlar, sadece bakterileri enfekte eden viriislerdir (Jassim ve Limoges,
2014). Bakteriyofajlar, viriislerin en biiyiik grubunu olustururlar ve biyosferde
10*"’den fazla faj partikiiliiniin bulundugu ifade edilmistir (Hatfull ve Hendrix,
2011). Bakteriyofajlar, bakterilerin zorunlu parazitleridir ve DNA replikasyonu
icin konak bakterinin hiicre i¢i kaynaklarini kullanirlar. Genellikle, konak
bakteriye yiiksek oranda spesifiktirler ve tek bir bakteriyel susu enfekte ederler.
Fakat baz tiirleri, konak tiirii dahi gozetmeksizin diger cinsleri de enfekte
edebilirler (Kazi ve Annapure, 2016). Bakteriyofajlarin %90’indan fazlasi, ¢ift
sarmalli ve biiyitk DNA materyallerini tagiyan bas kismindan, boyun kismindan ve
degisen uzunlukta kuyruktan olusurlar. Bazi bakteriyofajlar, genetik materyal
olarak RNA veya tek sarmalli DNA (Inoviridae) bulundururlar (Monk vd., 2010).

Hayat dongiilerine gore fajlar 2 gruba ayrilirlar. Fajlar, zorunlu parazitler olarak
konagin protein mekanizmalarini devralarak cogalmak ve yeni olusan viriis
parcaciklari serbest birakmak amaciyla hiicre lizizine sebep olurlar (litik dongii),
ya da fajlar kendi genetik bilgilerini konak hiicre kromozomuna entegre ederek
konak hiicreyi oldiirmeden (lizogenik dongii) kendi genetik materyallerinin
cogalmasini saglarlar (Sillankorva vd., 2012). Fajlarin enfeksiyon dongiileri Sekil
2.2.’deki gibi sematize edilmistir (Maura ve Debarbieux, 2011).

W
adsorption

injection

lytic pathway lysogenic pathway

synthesis of copies
of genetic support and of
proteins of bacteriophage

\A assembly of new

infection bacteriophages

bacteriophages
(real scale compared to bacteri

Sekil 2.2. Bakteriyofajlarin enfeksiyon dongiilerinin sematik olarak gosterimi (litik
ve lizogenik dongili) (Maura ve Debarbieux, 2011)



Ek olarak, fajlarin tretilmesi kolay ve maliyeti diigiiktiir. Bir¢ok g¢evresel ve
biyolojik kosullara (sicaklik, pH, organik coziiciiler, proteazlar) dayaniklidirlar.
Ayrica canli ve Oli konak hiicreleri ayirt edebilme yetenegine sahiptirler
(Schmelcher vd., 2012).

2.6. Bakteriyofajlarin Biyokontrol Ajami Olarak Kullanilmasinin
Sundugu Avantajlar

Bakteriyofajlarin biyokontrol ajani olarak kullanilmasinin sundugu avantajlar
asagidaki sekilde rapor edilmistir:

e Fajlar prokaryot viriisleridir, 6karyot hiicreleri tanimazlar ve onlara zarar
vermezler. Dolayisiyla fajlarin insanlara, hayvanlara ve bitkilere karsi
zararli bir etkisinin oldugunu gosteren herhangi bir calismaya literatiirde
yer verilmemistir.

e Fajlarin, bakteriyel hiicre duvari bilesenlerini taniyan reseptorleri
bulunmaktadir. Bu yilizden konak seciminde yiiksek oOzgiilliige
sahiptirler. Bu 6zellik geri kalan mikrobiyotanin korunmasini ve sadece
hedef bakterinin fajlar tarafindan enfekte edilmesini saglar. Ayrica
fajlarin bu o6zelligi diger antimikrobiyal ajanlara gore geri kalan
mikrobiyotaya hasar vermemesi agisindan onemlidir (Sillankorva vd.,
2012).

e Bakterilerin antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri direncin aksine fajlara
karsi da direngli hale gelmeleri olasiligi diisiiktiir. Bakteriler faj
savunma mekanizmalar1 gelistirdikce, fajlar da bu gelistirilmis
bakteriyel savunma sistemlerine siirekli olarak adapte olup kendilerini
ayni derecede gelistirebilirler (Schmelcher ve Loessner, 2014).

e Fajlar kendinlerini ¢ogaltabildikleri i¢in patojan bakterinin en ¢ok
bulundugu yerde ozellikle yiiksek sayida bulunurlar. Diisiik doz
uygulamalarinda bile fajin kendine uygun bir konak buldugu siirece
cogaldigi ve antimikrobiyal etkiyi arttirdigi bilinmektedir (Sillankorva
vd., 2012).

e Faj uygulamalarinin gida bozunmalarini engelledigi (Hudson vd., 2016)
ve gidalarin raf dmiirlerini uzattiklari kanitlanmistir (Wang vd., 2017)

e Fajlar genellikle dogal niikleik asitler ve proteinlerden olustugu igin,
diisiik toksisiteye sahiptirler.
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e Fajlarin izolasyonu nispeten ucuzdur ve yayilmasi kolaydir (Sillankorva
vd., 2012).
e Fajlar dogada her alanda bulunurlar ve cok g¢esitli yerlerden izole
edilebilirler (Zhang vd., 2015).
e Fajlar ¢evresel kosullara olduk¢a dayaniklidir (Sillankorva vd., 2012).
Tilim bu nedenlerden dolay1 bakteriyofajlar; son yillarda tarim, hayvancilik ve tipta
bakteriyel enfeksiyonlarmn tedavisinde, gida patojenleri ile kontamine olmus
gidalarin ve gida bozucu bakterilerin bertaraf edilmesinde, gida {iriinlerinin
uretildigi ekipman ylizeyi ve arag-gere¢ dezenfeksiyonunda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir (Boyacioglu vd., 2013; 2016). Ayrica ABD’de faj
teknolojilerine 6nem veren sirketler, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma
Ajanst (USEPA), USDA ve FDA onayi ile faj tabanl tiriinleri basarili bir sekilde
gelistirip bu faj triinlerini gida endiistrisinde kullanilmak {izere ticari olarak
pazarlamaktadirlar (Lu ve Koeris, 2011).

Literatiire bakildiginda ¢esitli deniz kaynakli patojen bakterilere karsi birgok faj
izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir. Deniz kaynakli patojenlerden olan
Vibrio parahaemolyticus ve Vibrio vulnificus bakterileri istiridyeler icin tehdit
olusturmakla birlikte, bu istiridyelerin tiiketimi ile insan saghigim da tehdit
etmektedir. Salgimmin kontrol edilmesi amaci ile istiridyelerden bu bakterilerin
dogal diismanmi bakteriyofajlar izole edilmistir (Richards vd., 2019). Alabalik
iretiminde baliklarda cesitli hastaliklara dolayis1 ile {iriin kaybina yol agan
Flavobacterium psychrophilum bakterisinde karsi bakteriyofaj izolasyonu
caligmast yapilmistir (Stenholm vd., 2008). Tuzlu su karideslerinde vibriy6z
hastaligina neden olan Vibrio parahaemolyticus bakterisine karsi izole edilen
bakteriyofajlarin kullanilmasiyla karideslerdeki 6lim oraninin diistiigii rapor
edilmistir (Martinez-Diaz ve Hipoélito-Morales, 2013). Beyaz bacakli karides
larvalarinda yapilan bir c¢alismada ise bakteriyofajlarin kullanimi larvalardaki
Vibrio parahaemolyticus kaynakli oliimleri azaltmistir (Lomeli-Ortega ve
Martinez-Diaz, 2014) Altantik somon baliginda vibriydz hastaligina neden olan
Vibrio anguillarum bakterisine kars1 yapilan bakteriyofaj izolasyonunun, fajlarin
balik tanklarina eklenmesi ile mevcut ve ileride olugacak olan vibriydz hastaligina
kars1 bir ¢6ziim olabilecegi distiniilmistiir (Higuera vd., 2013). Yine akva kiiltiir
endiistrisinde sik¢a rastlanan bir hastalik etmeni olan Vibrio anguillarum
bakterisine karsi izole edilen fajlarin Zebra baligi (Danio rerio) larvalarinin
iretiminde vibriyoz hastaligina karsi koruyucu bir etmen olabilecegi belirtilmistir
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(Silva vd., 2014). Diinya’da gokkusagi alabalig: iiretiminde weisselloz hastaligina
neden olan etmen olarak bilinen Weissella ceti bakterisine karsi izole edilen
bakteriyofajlarin bu bakterinin sayisinin azaltilmasinda etkili oldugu bildirilmistir
(Hoai vd., 2018).

Diinya genelinde balik fotobakteriyoziinden sorumlu ajan olarak bilinen P.
damselae subsp. piscicida bakterisi, canlilarda yiiksek 6liim oranlarina neden
olmasi, konak araliginin genis olmasi ve ¢esitli antibiyotiklere karsi direngli
olmasi gibi nedenlerden akva kiiltiir endiistrisi i¢in en tehlikeli bakteri olarak
nitelendirilmektedir (Andreoni ve Magnani, 2014). Literatiirde P. damselae subsp.
piscicida bakterisinin neden oldugu enfeksiyonlarin kontrolii amaciyla bu
bakteriye kars1 bakteriyofaj kullanimu ile ilgili bir ¢alisma tespit edilememistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez ¢aligmasi kapsaminda 2016, 2017, 2018 ve 2019 yillarinda Aydin, Bafa Golii
yoresindeki balik g¢iftliklerinden alinan tank sulari, {iretim sular1 ve desarj sulart
kullanilmistir. Toplanan su Ornekleri once kaba filtre kagidi yardimi ile
siiziilmiistiir. Ornekler, 0,20 um gdzenek acikhigina sahip seliilozik membran
filtreler (Isolab, Almanya) kullanilarak, filtrasyon diizenegi (Sartorius, Almanya)
yardimi ile vakum altinda stizdiiriiliip kullanilmastir.

Ayni  yoredeki balik cifltiklerinden, yukarida belirtilmis olan yillarda
fotobakteriyoz hastaligi gecirmis baliklarin dalak ve kalp ornekleri toplanmistir.
Organ ornekleri, steril 1X Fosfat Tamponlu Salin (FTS) ile karistirilmistir ve ultra
turrax (IKA, Cin Halk Cumbhuriyeti) yardim ile karisim homojenize edilmistir.
Elde edilen karisim santrifiij yardimi ile kati partikiillerden arindirilmigtir.
Stipernatantlar, 0,20 pum goézenek agikligina sahip selillozik membran filtreler
kullanilarak, filtrasyon diizenegi yardimi ile vakum altinda siizdiiriiliip

kullanilmugtr.

Aydin Biiyiiksehir Belediyesi’nden gerekli yasal izinler alinarak, Su ve
Kanalizasyon Idaresi Evsel Atik Bertaraf Tesisi’nden alman &rnekler, santrifiij
yardimi ile temizlenmis ve 0,20 um gozenek agikligina sahip seliilozik membran
filtreler kullanilarak, filtrasyon diizenegi yardimi ile vakum varliginda stizdiirtiliip

kullanilmgtr.
3.2. Yontem
3.2.1. Bakteri Kiiltiirii ve Kiiltiir Kosullar

Photobacterium damselae subsp. piscicida bakterisi, Kili¢ Holding’in Bafa Goli
kuluckahanesindeki salginlar sirasinda hasta baliklardan izole edilmis olup, %2
oraninda sodyum kloriir (NaCl, Tekkim, Tiirkiye) eklenmis Tryptic Soy Agar
(TSA, Merck, Almanya) tlizerinde 25°C’de kiiltiire edilmistir. Elde edilen bakteri
kiiltiirleri vakit kaybetmeksizin -80°C’de %2 NaCl ve %15 gliserol (Sigma
Aldrich, ABD) igeren Tryptic Soy Broth (TSB, Merck, Almanya)’da soguga
dayanikl1 tiipler igerisinde birden fazla olmak tizere stoklanmuistir.
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Soguga dayanikli tiipler icerisine, %10 oraninda hazirlanan yagsiz siit tozu (Oxoid,
Birlesik Krallik) ¢ozeltisi eklenmistir ve ¢ozelti 121°C’de 20 dakika sterilize
edilmistir. Sterilize edilmis ¢ozelti igerisine ayni kiiltiirden alinan tek koloniler
eklenmistir ve tiipler -80°C’de birden fazla olmak tizere depolanmistir.

3.2.2. Kullamlan Besiyerlerinin Bakteri Biiyiimesine Etkisi

Calismada P. damselae subsp. piscicida bakterisi %2 NaCl igeren TSB ve TSA
(%1,5 agar-agar, Becton Dickenson, ABD) besiyerleri kullanilarak 25°C’de
inkiibe edilmistir. Bakterinin sivi besi yerinde 1 giin sonra ulastig1 konsantrasyonu
artirmak amaci ile %2 NaCl i¢eren Luria Bertani (LB) broth veya LB agar (Merck,
Almanya) ve Brain Heart Infusion (BHI) broth veya BHI agar (Merck, Almanya)
besiyerleri de kullanilmistir. Ayrica, P. damselae subsp. piscicida bakterisinin asil
konagi olan balik ve balik i¢ organlarmi en iyi sekilde taklit etmek amaci ile
laboratuvar kosullarinda farklt besi yeri de hazirlanmistir. Hazirlanan bu  besi
yerinde (FPB) somon baligi (Salmo salar) tozu (Turkimpeks, Tirkiye), D(+)-
Glikoz monohidrat (Tekkim, Tiirkiye), NaCl ve di-potasyum fosfat (K,;HPQ,,
Sigma Aldirch, Almanya) kullanilmigtir. Hazirlanan ve kullanilan besiyerlerinin
icerikleri Cizelge 3.1.’de verilmistir. Laboratuvar kosullarinda hazirlanan besi
yeri ile, hazir olarak temin edilen besi yerlerinin bakteri bilylimesine etkisi seri
diliisyon teknigi kullanilarak kiyaslanmustir.

Cizelge 3.1. Hazirlanan ve kullanilan besiyerleri icerikleri

Tipik TSB (Merck, Laboratuvar Kosullarinda Hazirlanan besi

Almanya) Kompozisyonu yeri Kompozisyonu

Pepton (kazein): 17,09 Somon baligi tozu (Turkimpeks, Tiirkiye):
Pepton (soya): 3,0 ¢ 20 ¢

D(+)-Glikoz monohidrat: 2,5  D(+)-Glikoz monohidrat (Tekkim, Tiirkiye):
g 259

Sodyum Klortir: 5,0 g Sodyum Klortir (Tekkim, Tiirkiye): 5,0 g
Di-potasyum hidrojen fosfat:  Di-potasyum hidrojen fosfat  (Tekkim,
259 Tiirkiye): 2,5 g

Faj iiretiminde konak olarak kullanilan P. damselae subsp. piscicida bakterisinin
sayisint arttirmak amaci ile %2 NaCl ile zenginlestirilmis TSB  besi yerine
fazladan ilave olarak 20 g pepton (Oxoid, Birlesik Krallik) ve 2,5 g K,HPO,
(Sigma Aldrich, Almanya) eklenmistir (TSBPK). Elde edilen sonug, seri diliisyon
teknigi kullanilarak pepton ve K,HPO, eklenmemis besi yeri ile kiyaslanmistir.
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3.2.3. Bakteri Tanimlamasinin Yapilmasi

TSA iizerinde biiyiitiilen genc koloniden bir miktar alinarak, lam {izerine deiyonize
su ile yayilip gram boyama yapilmistir. Hazirlanan preparatin mikroskop
goriintiisli kaydedilmistir.

Kili¢ Holding’den temin edilen P. damselae subsp. piscicida bakterisine ¢oklu
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi uygulanarak, calisilacak olan
bakterinin DNA tanimlamasi yapilmistir (Amagliani vd., 2009; Osorio vd., 2000).
Bakteriden toplam genomik DNA ekstraksiyonu icin, bir gece inkiibe edilmis
kiiltiirden 1 ml alinip steril santrifiij tiipiine aktarilmistir. Tiip 6nce 2,800 x g, 4dk,
4°C’de santrifiij edilmis ve Ust kisimda kalan besi yeri uzaklastirilmigtir. Pellet
iizerine 1 ml steril deiyonize su eklenip ve pellet vortex yardimi ile homojen hale
getirilmigtir. Daha sonra tiipe, 1s1 blogu (Eppendorf, Almanya) kullanilarak
95°C’de 5 dakika 1sitma islemi uygulanmustir. Isitma islemi sonrasinda tiip
bakteriyel kalintilarin uzaklastirilmasi i¢in santrifiij edilmistir (5,000 x g, 15 dk,
4°C). Elde edilen siipernatant bagka bir steril tiipe aktarilmustir. PZR reaksiyonu
icin; 1 tiip negatif kontrol, 2 tiip ise bakteri DNA’s1 igeren pozitif kontrol olmak
iizere toplam 3 tiip hazirlanmustir.

Her bir tiip igerisine sirasiyla 12,5 pl Taq 2x Master Mix (Ampliqon, Danimarka),
1’er ul 76a (5'-CCG ACT CAA CTA CAG ATC ACC CAG TC-3") ve 76b (5'-
GTG CGG CCT AAA TTT CGA CGA-3") primerleri (Amagliani vd., 2009), 1’er
ul Ure3’ (5'-CTT GAA TAT CCA TCT CAT CTG C-3) ve Ure5’ (5'-TCC GGA
ATA GGT AAA GCG GG-3") primerleri (Osorio vd., 2000) ve 4,5 ul RNAz ve
DNAz icermeyen saf su (Primer Design, Birlesik Krallik) eklenmistir. Bunun yani
sira her bir tiip igerisine, pozitif kontroller i¢in 4’er ul elde edilen bakteri DNA’s1,
negatif kontrol igin ise 4 ul RNAz ve DNAz igermeyen saf su eklenmistir. PZR,
95°C’de 10 dakika ilk denatiirasyon, 95°C’de 30 saniye denatiirasyon, 65°C’de 30
saniye yapisma, 72°C’de 1 dakika uzama ve 72°C 10 dakika son uzama kosullar
olmak tizere toplam 30 dongii olarak gergeklestirilmistir. PZR i¢in kullanilan
sicaklik ve siire protokolleri Cizelge 3.2.’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. PZR i¢in kullanilan sicaklik ve siire protokolii

Sicaklik (°C) Siire Basamak

95 10 dakika [k Denatiirasyon

95 30 saniye Denatiirasyon

65 30 saniye Yapisma :| .
72 1 dakika Uzama 30 dongi
72 10 dakika Son Uzama

PZR sonunda elde edilen iiriinden 10ul alinarak 2 pl 6X yiikleme boyasi ile
karigtirtlmistir. 1X TAE tampon ¢ozeltisi ile hazirlanan %1°lik agaroz jelde
(Invitrogen, ABD) 100 Volt (V) kuvvetinde 45 dakika yiiriitiilmistiir. PZR {iriin
bantlarinin gozlenmesi Etidyum Bromiir (EtBr) ile G:Box F3 (Syngene, Birlesik
Krallik) UV 1s1k altinda gerceklestirilmistir.

Jel diiz bir zemin iizerinde kaliba dokiiliip, sogumaya birakilmistir. Jelin
katilasmasinin ardindan, ilk kuyuya DNA marker: (SiZer™ 100bp Kat. Nu. 24073,
ABD), diger kuyulara ise 6X yiikleme boyasi ile karistirilmig 10 pl PZR iirtint
yiklemesi yapilmustir. Jel, 100 V kuvvetindeki elektriksel alana 45 dakika
boyunca tabi tutulmustur.

Sekil 3.1. PZR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi

PZR iglemi, yukaridaki tabloda belirtilen sicaklik ve siire protokoliine gore 30
dongii olarak yapilmistir. Jel goriintiisii G:Box F3 (Syngene, Birlesik Krallik) UV

151k altinda alinmistir.
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3.2.4. P. damselae subsp. piscicida Bakterisinin Biiyiime Grafiginin
Olusturulmasi

P. damselae subsp. piscicida bakterisinin biiylime grafigi Multiscan Spectrum
(Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazi kullanilarak bulaniklik 6l¢iim yontemi ile
belirlenmistir (Dalgaard vd., 1994; Hermann vd., 2002).

Steril olarak temin edilen 96 kuyulu mikroplakanin kuyularinin her birine 200 pl
%2 NaCl iceren TSB eklenmistir. Icerisinde besi yeri bulunan her bir kuyuya 10
ul hacminde 18 saat %2 NaCl iceren TSB’de inkiibe edilmis taze bakteri kiiltiirii
eklenmistir. Kor okuma i¢in 3 kuyuya bakteri eklemesi yapilmamigtir. Bakteri
kiiltiiriiniin kuyu dibine ¢okmemesi i¢in cihazin ¢alkalama hiz1 orta hiza (60 rpm)
ayarlanmistir ve her 15 dakikada bir 600 nm’de optik yogunluk 6l¢timii cihaz
yardimi ile yapilmistir. Referans okuma i¢in ayirilan kuyularin optik yogunluk
degerlerinin ortalamasi, bakteri ekimi yapilmis kuyularm optik yogunluk
degerlerinden ¢ikarilmistir. Elde edilen sonuglarin zamana gore degisim grafigi

cizilmistir.

3.2.5. P. damselae subsp. piscicida Bakterisinin Antibiyotik Direngliliginin
Belirlenmesi

P. damselae subsp. piscicida kiiltiirlerinin antibiyotik direnci %2 NaCl ile
zenginlestirilmis Mueller Hinton Agar (MHA, Oxoid, Birlesik Krallik) iizerinde
disk diflizyon testi ile belirlenmistir. Antibiyotik direncinin belirlenmesinde
gentamisin (10 ng), vankomisin (30 pg), amoksisilin (25 pg), enrofloksasin (5
ug), florfenikol (30 pg), oksitetrasiklin (30 pg), trimetopirim/siilfametoksazol (25
ug) ve trimetopirim/siilfadiazin (30 pg) antibiyotikleri kullanilmstir (Tiire ve Alp,
2016). Kullanilan antibiyotikler Cizelge 3.3.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Antibiyotik direncinin belirlenmesinde kullanilan  ¢esitli
antimikrobiyal ajanlar

Sembol Antimikrobiyal Ajan Marka, Barkot Numarasi

TS Trimetoprim/siilfadiazin Bioanalyse, Tiirkiye,
8698874202563

ENR Enrofloksasin Bioanalyse, Tiirkiye,
8698874200583

FFC Florfenikol Bioanalyse, Tiirkiye,
8698874201795

AML Amoksisilin Liofilchem, italya, 9133

oT Oksitetrasiklin Liofilchem, Italya, 9065

SXT Trimetoprim/siilfametoksazol Bioanalyse, Tiirkiye,
8698874201504

129-150 0/129 (150 pg)
(Vibriyostatik Bilesik)

VA Vankomisin Oxoid, Birlesik Krallik,
CT0058B

CN Gentamisin Oxoid, Birlesik Krallik,
CT0024B

Hazirlanan MHA agar tizerine %2 NaCl ile zenginlestirilmis TSB igerisinde 1 giin
kiiltiire edilen bakteriden 100 ul yayma plaka yontemi ile inokule edilmistir. Her
bir petri lizerine antibiyotik diskleri yerlestirilmis ve petriler bir gece boyunca
25°C’de inkiibe edilmistir. Olusan biiylime inhibisyon zonlarinin ¢aplari milimetre

olarak olgiiliip kaydedilmistir.

3.2.6. Enfekte Baliklardan P. damselae subsp. piscicida’ya Kars1 Litik
Bakteriyofaj izolasyonunun Yapilmasi

Litik bakteriyofaj izolasyonu igin kiiltiir balikgiligi kulugkahanelerinin yogun
olarak bulundugu Aydin, Bafa Golii civarindan ve P. damselae subsp. piscicida
enfeksiyonu ile miicadele eden kulugkahanelerden toplanan yavru baliklarin dalak
ve kalp ornekleri kullanilmistir. Depolanan ornekler (-20°C), 1X kuvvetinde
hazirlanmus steril 1X Fosfat Tamponlu Salin (FTS) ¢ozeltisi ile karistirilip, ultra
turrax (IKA, Cin Halk Cumhuriyeti) yardimi ile 3000 rpm’de homojenize
edilmistir.

Elde edilen karigim, biiyiik kat1 partikiillerin uzaklastirilmasi i¢in 2800 g x 15dk x
4°C’de santrifiij edilmistir (Centurion Scientific K241, Birlesik Krallik).
Stipernatant, 0,22 um goézenekli membran filtrelerden gegirilerek organ pargalari
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ve bakteriler gibi safsizliklardan tekrar arindirilmigtir. Olusan bakterisiz
stipernatantlara, %10 oraninda %2 NaCl ile zenginlestirilmis TSB ile %1 oraninda
18 saat inkiibe edilmis bakteri kiiltiiri eklenmis ve 48 saat boyunca 25°C’de faj
zenginlestirmesi ~ yapilmistir.  Zenginlestirilmis  6rnekler  santrifiijlenerek
(Eppendorf 5415R, Almanya) (10.000xg, 15 dk, 4°C) bakteri pelleti ve
stipernatant ayrilmistir. Pellet ve siipernatanta %1 oraninda kloroform (Isolab,
Almanya) eklenerek santrifiijle uzaklastirilamayan bakteriler uzaklastirilmis, faj
varligi agar spot yontemi (Vieira vd., 2012) ve %2 NaCl ile zenginlestirilmis
yumusak tabaka agar (%0,5 agar) yontemi kullamilarak (Adams, 1959) test

edilmistir.

Yine Aydin Bafa Golii bolgesinde bulunan ve fotobakteriydz ile miicadele eden
kuluckahanelerden yaz ve kis doneminde kullanilan havuz ve desarj sulari
toplanmis ve litik faj varligi acisindan test edilmistir. Alinan havuz ve desarj
sulari, membran filtrasyon diizenegi kullanilarak vakum varliginda 0,20 pm
gozenek acikligima sahip seliilozik filtrelerden gecirilmistir. Bakterilerden
tamamen arindirilmis olan su Orneklerine %10 oraninda %2 NaCl ile
zenginlestirilmis TSB ve %0,1 oraninda taze bakteri kiiltiirii eklenmistir ve 48 saat
boyunca 25°C’de faj zenginlestirmesi yapilmigtir.

Havuz ve desarj sulariin bir kismi ise membran filtrasyon diizenegi kullanilarak
vakum varliginda 0,20 pm gozenek acikligmma sahip seliilozik filtrelerden
gecirildikten sonra, filtrelenen su ile ayni hacimde ve 2X kuvvetinde hazirlanmig
%2 NaCl ile zenginlestirilmis TSB, 20 g Pepton (Oxoid, Birlesik Krallik) ve 2,5 g
K,HPO, igeren zengin besi yerine (TSBPK) aktarilmuistir. Zengin besi yeri ve su
karigimina %0,1 oraninda bakteri asilamasi yapilmig ve 48 saat boyunca 25°C’de
faj zenginlestirmesi yapilmistir. Zenginlestirilen ornekler faj varligi bakimimdan

yumusak tabaka agar yontemi ile test edilmistir.

Her iki zenginlestirme yontemi igin, santrifiijle ayirilamayan bakterilerin
uzaklastirilmasi amaciyla orneklere %1 oraninda klorofom eklemesi yapilmistir
(Shende vd., 2017). Ayrica, kloroformun olasi faj inhibisyonunu test etmek igin
orneklerin kloroform eklenmemis halleri de faj varligi bakimindan test edilmistir.
Kloroform eklenmemis Orneklerden bakterilerin uzaklastirilmasi islemi ise 0,22
um gozenek acgikligina sahip siringa filtreler kullanilarak yapilmstir.
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3.2.7. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

1 L 50X TAE (TAE= 40 mM Tris asetat, 2 mM Na,.EDTA. 2 H,O)Tamponu
Hazirlama (PZR i¢in):

Bilesenler: 242 g Tris base (Santa Cruz Biotechnology, ABD), 57,1 ml glasiyel
asetik asit (Merck, Almanya), 37,2 g Na,.EDTA. 2 H,O (Riedel-de Haén,
Almanya) tartilmistir. Tartilan kimyasallar 800 ml deiyonize suda ¢oziildiikten
sonra ¢ozelti pH’s1 1M sodyum hidroksit (NaOH, Tekkim, Tiirkiye) ve 0,1 M
hidroklorik asit (HCI, Tekkim, Tiirkiye) kullanilarak 8,5’e ayarlanmistir. Elde
edilen ¢ozelti, deiyonize H,0 eklenerek 1 L’ye tamamlanmustir.

1 L 1X TAE Tamponu Hazirlama: Hazirlanan 50X stok solisyonundan 20 ml
almarak tizerine 980 ml deiyonize H,O eklenmistir.

1X Fosfat Tamponlu Salin Cozeltisi Hazirlama (Organ Homojenizasyonu
I¢in): 800 ml deiyonize suya 8 g sodyum kloriir (NaCl), 0,2 g potasyum kloriir
(KCI), 1,44 g di-sodyum fosfat (Na,HPQ,), 0,24 g di-potasyum fosfat (K,HPO,)
eklenmistir. Cozelti pH’s1 1 M sodyum hidroksit (NaOH) ve 0,1 M hidroklorik asit
(HCI) kullanilarak 7,5’e ayarlanmistir. Cozelti hacmi, pH’s1 ayarlandiktan sonra
deiyonize H,O eklenerck 1 L’ye tamamlanmigtir. Cozelti, 121°C’de 20 dakika
sterilize edilerek kullanilmigtir.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Tiim deneyler 2 paralel (deneysel tekrar) halinde yapilmis olup, 2 kere (biyolojik
tekrar) tekrarlanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bakteri Kiiltiirii ve Kiiltiir Kosullari

Sekil 4.1. P. damselae subsp. piscicida bakterisinin gram boyama isleminden
sonra ¢ekilmis mikroskop goriintiisii

Yapilan gram boyama isleminin ardindan elde edilen mikroskop goriintiisii ile tez
calismasinda kullanilan bakterinin gram negatif bir bakteri oldugu seklinin ise kisa
ve kiigiik cubuklar halinde (kokobasil) goriindigii belirlenmistir (Sekil 4.1).
Snieszko vd. ’nin (1964) bu bakterinin ilk kez kesfinden sonra yaptig1 ¢alismada
ise bakterinin hareketsiz, gram negatif ve ¢ubuk seklinde oldugu belirtilmistir.
Bildirilen sonuglar, mevcut tez ¢alismasi ile ortiismektedir.

4.2. Kullanilan Besiyerlerinin Bakteri Biiyiimesine Etkisi

P. damselae subsp. piscicida bakterisinin biiyimesine besi yerinin etkisini
incelemek amaci ile laboratuvar kosullarinda balik tozu kullanilarak yapilan besi
yerinin, bakteri biiylimesine herhangi bir etki saglamadig: seri diliisyon yontemi
ile belirlenmistir. Ek olarak, gerektiginde kullanilmasi planlanan ve her ikisi de
%2 NaCl ile zenginlestirilen LB ve BHI besiyerlerinin, TSB besi yerine kiyasla
bakteri sayisinin arttirilmasinda biiyiik rol oynamadigi yine seri diliisyon yontemi
kullanilarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Besi yerinin bakteri sayisina etkisi

Besi yeri Tiirii Bakteri Sayis1 (KOB/ml)
TSB (%2 NaCl eklenmis) 5,3 x10’
BHI (%2 NaCl eklenmis) 5,2 x10’
FPB 4,9 x10°
TSBPK 2,5 x10°

Sekil 4.2. BHI (solda) ve TSB (sagda) besi yerlerinde bir gece inkiibe edilmis P.
damselae subsp. piscicida bakterisi

Besi yerlerinin bakteri biiyiimesine olan etkisi degerlendirildiginde, besi yerleri
arasinda bakteri biiylimesi agisindan fark bulunamadigindan (Cizelge 4.1. ve Sekil
4.2.) tez galigmas siiresince deneylerde %2 NaCl eklenmis TSB kullanilmustir.

4.3. Bakteri Tanimlamasinin Yapilmasi

Tez kapsaminda calisilmis olan bakteri kiiltiiriiniin DNA’sinin  dogrulanmasi
amaci ile yapilan PZR reaksiyonunda Ure3’ ve Ure5' primerleri ayni aileden olan
ve su orijinli bir patojen olarak bilinen P. damselae subsp. damselae bakterisini
tanmimlayabilmek amaci ile kullanilmigtir. Kullanilan diger 76a ve 76b primerleri
ise P.damselae subsp. piscicida bakterisinin tanimlanabilmesi amaciyla 6zel
olarak dizayn edilmis olan ileri ve geri primerlerdir. PZR iglemi sonucunda, tez
kapsaminda ¢alisilmis olan bakterinin P. damselae subsp. damselae bakterisi
olmadig1 kanitlanmustir. Jel goriintiisii Sekil 4.3.”de verilmistir.
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*Negatif Kontrol

1500 b
1000 bg
900 bg
800 bg
300 bg
200 bg

100 bg

Sekil 4.3. P. damselae subsp. piscicida susundan elde edilen ¢oklu PZR

tiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

*1. kolon DNA markerin1 ifade etmektedir. Negatif kontrole (2. kolon) DNA
eklenmemistir. 3. ve 4. kolonlarda sirasiyla P. damselae subsp. piscicida
bakterisinin 2015 ve 2018 yilindaki izolatlarindan elde edilen DNAlar
kullanilmustir.

Osorio vd.’nin  (2000) yaptigi c¢alismada, P. damselae subsp. piscicida
bakterisinden elde edilen PZR iiriinii boyutlarinin 297 bg oldugu ve bu bakterinin
jel tizerinde tek bant verdigi belirtilmistir. Amagliani vd.’nin (2009) yaptig
calismada ise, P. damselae subsp. piscicida bakterisinin 297 bg amplifikasyon
triinii verdigi belirlenmistir. Ure3’ ve Ure5’ primerleri ise P. damselae subsp.
piscicida bakterisinin P. damselae subsp. damselae bakterisinden ayirt
edilebilmesi icin 6zel olarak dizayn edilmistir (Amagliani vd., 2009). Yapilan
deney sonucunda jel goriintiisiinden elde edilen verilere gore 297 bg civarinda tek
bir bant goriilmiistir ve bakterinin P. damselae subsp. piscicida oldugu

belirlenmistir.
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4.4. P. damselae subsp. piscicida Bakterisinin Biiyiime Grafiginin
Olusturulmasi

Bakterinin biiyiime grafigi, 96 kuyulu plaka kullanilarak %2 NaCl eklenmis TSB
icinde 600nm’de optik yogunluk degerlerinin 20 dakikada bir ol¢liimii ile
olusturulmustur. Kor okuma i¢in 3 adet kuyuya bakteri eklenmemis ve %2 NaCl
ile zenginlestirilmis TSB eklenmistir. Her 20 dakikada bir alinan 6lgiimlerden kor
okuma degerlerinin ortalamasi ¢ikarilmis ve degerlerin zamana gore degisim
grafigi (Sekil 4.4.) belirlenmistir. Grafigin eldesinde kullanilan veriler Tablo
4.1.’de verilmistir.

P. damselae subsp. piscicida

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3 0D600
0.2
0.1 -

0 T T
0 500 1000 1500

Zaman (Dakika)

Optik Yogunluk (600nm)

Sekil 4.4. P. damselae subsp. piscicida bakterisinin optik yogunluk degerlerinin
zamana gore degisim grafigi
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Cizelge 4.2. Zamana gore degisen optik yogunluk degerleri

Zaman | A; A; Az C Zaman | A; A, A C Zaman | A; A, As C Zaman | A; A, As C
(DK) (DK) (DK) (DK)

0 0,183 | 0,173 | 0,168 | 0,01 380 0,628 | 0,633 | 0,65 0,53 760 0,743 | 0,762 | 0,756 | 0,65 1040 0,833 | 0,811 | 0,819 | 0,69
20 0,188 | 0,177 | 0,171 | 0,07 400 0,656 | 0,675 | 0,665 | 0,56 780 0,746 | 0,767 | 0,748 | 0,65 1060 0,838 | 0,813 | 0,804 | 0,69
40 0,191 | 0,18 0,176 | 0,08 420 0,673 | 0,689 | 0,672 | 0,57 800 0,754 | 0,767 | 0,738 | 0,65 1080 0,836 | 0,817 | 0,805 | 0,70
60 0,198 | 0,186 | 0,182 | 0,08 440 0,678 | 0,691 | 0,683 | 0,58 820 0,758 | 0,772 | 0,737 | 0,65 1100 0,846 | 0,819 | 0,815 | 0,71
80 0,203 | 0,191 | 0,186 | 0,09 460 0,692 | 0,702 | 0,691 | 0,59 840 0,762 | 0,774 | 0,752 | 0,66 1120 0,843 | 0,815 | 0,833 | 0,71
100 0,209 | 0,197 | 0,193 | 0,09 480 0,692 | 0,707 | 0,706 | 0,59 860 0,767 | 0,77 0,759 | 0,66 1140 0,845 | 0,822 | 0,856 | 0,71
120 0,219 | 0,205 | 0,204 | 0,10 500 0,694 | 0,714 | 0,711 | 0,60 880 0,774 | 0,772 | 0,788 | 0,67 1160 0,846 | 0,825 | 0,842 | 0,71
140 0,232 | 0,218 | 0,215 | 0,11 520 0,693 | 0,718 | 0,725 | 0,60 900 0,785 | 0,773 | 0,786 | 0,67 1180 0,853 | 0,833 | 0,816 | 0,71
160 0,245 | 0,236 | 0,228 | 0,13 540 0,692 | 0,725 | 0,733 | 0,61 920 0,787 | 0,774 | 0,786 | 0,68 1200 0,856 | 0,834 | 0,818 | 0,72
180 0,263 | 0,254 | 0,247 | 0,15 560 0,689 | 0,73 0,739 | 0,61 940 0,795 | 0,77 0,779 | 0,67 1220 0,858 | 0,855 | 0,842 | 0,72
200 0,286 | 0,272 | 0,271 | 0,17 580 0,693 | 0,735 | 0,746 | 0,62 960 0,797 | 0,778 | 0,779 | 0,68 1240 0,857 | 0,858 | 0,849 | 0,73
220 0,315 | 0,297 | 0,299 | 0,20 600 0,699 | 0,741 | 0,758 | 0,63 980 0,809 | 0,772 | 0,771 | 0,68 1260 0,86 0,872 | 0,858 | 0,73
240 0,352 | 0,33 0,336 | 0,23 620 0,705 | 0,746 | 0,757 | 0,63 1000 0,813 | 0,777 | 0,76 0,68 1280 0,867 | 0,861 | 0,865 | 0,73
260 0,381 | 0,373 | 0,385 | 0,27 640 0,712 | 0,748 | 0,753 | 0,63 1020 0,818 | 0,78 0,765 | 0,68 1300 0,869 | 0,863 | 0,868 | 0,73
280 0,42 0,416 | 0,441 | 0,32 660 0,72 0,75 0,746 | 0,63 1040 0,828 | 0,787 | 0,772 | 0,65 1320 0,879 | 0,866 | 0,857 | 0,74
300 0,46 0,463 | 0,489 | 0,36 680 0,726 | 0,752 | 0,744 | 0,63 1060 0,832 | 0,785 | 0,777 | 0,65 1340 0,885 | 0,867 | 0,86 0,75
320 0,497 | 0,512 | 0,548 | 0,41 700 0,733 | 0,75 0,749 | 0,64 1080 0,835 | 0,793 | 0,796 | 0,65

340 0,541 | 0,557 | 0,609 | 0,46 720 0,737 | 0,754 | 0,751 | 0,64 1100 0,835 | 0,796 | 0,808 | 0,65 Ref. B; B, Bs Ort.
360 0,541 | 0,557 | 0,609 | 0,51 740 0,737 | 0,755 | 0,754 | 0,53 1120 0,841 | 0,804 | 0,821 | 0,66 0,109 | 0,108 | 0,105 | 0,107

*C= Aortalama)~ B(oralama), Ort: Ortalama, Ref: Referans.
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Bakterinin 600 nm’de her bir zaman dilimdeki optik yogunluk degeri w -

Bl+Ba+B3 seklinde hesaplanmistir. Noktalarin zamana gore degisim grafigi

belirlenmistir.

Elde edilen grafikte, bakteri biiyiime grafigi asamalarindan olan lag (hazirlik) fazi,
logaritmik biiyiime fazi ve duragan faz goriilmektedir. Grafikte 6lim fazinin
bulunmamasinin nedeni ise; bakteri hiicrelerinin canliligin1 yitirmesine ragmen
151k gecirgenligini etkilemedigi dolayis1 ile optik yogunluk degerlerinin de
degismeyecegi olarak agiklanmaktadir.

45. P. damselae subsp. piscicida Bakterisinin  Antibiyotik
Direngliliginin Belirlenmesi

Faj izolasyonu i¢in konak olarak kullanilan P. damselae subsp. piscicida
bakterisinin antibiyogramui i¢in kullanilan antimikrobiyal maddeler Cizelge 4.3.’de
verilmistir. Bakterinin test edilen 9 antimikrobiyal ajanin 5’ine (gentamisin (CN),
trimetoprim/siilfametoksazol (SXT), vankomisin (VA), tetrasiklin (TS), 0/129)
kars1 direngli oldugu gozlenerek bakterinin balik kulugkahanelerinde ne denli
tehlikeler olusturabilecegi gosterilmistir. EK olarak bakterinin florfenikol (FFC),
oksitetrasiklin (OT) ve amoksisilin (AML) antibiyotiklerine yiiksek derecede
hassasiyet gosterdigi; enrofloksasin (ENR) antibiyotigine ise orta derecede

hassasiyet gosterdigi gozlenmistir.

Cizelge 4.3. P. damselae subsp. piscicida bakterisinin antimikrobiyal direng profili

Antimikrobiyal Ajan

FFC ENR VA TS AML 0/129 CN OT SXT

70 25 15 10 55 12 15 60 11
Zon Cap1

(mm)

H © © ©® H O O ¢H (DO

* H: hassas, O: Orta derecede hassas, D: Direngli.
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Antimikrobiyal maddelere karsi hassasiyet olgiileri zon biiylikliikleri ve ¢aplarina
gore belirlenmistir. Zon caplan kii¢iik olanlar direngli, orta biiytikliikte olanlara
orta derecede hassas, daha biiyiik olanlara ise hassas olarak belirlenmistir (Thyssen
ve Ollevier, 2001).

Tire ve Alp’in (2016) yaptig1r ¢aligmada Tiirkiye’nin Karadeniz Bolgesi’ndeki
cesitli kiiltiir baliklarindan izole edilen P. damselae subsp. piscicida bakterisinin
amoksisilin,  tetrasiklin,  florfenikol,  enrofloksasin,  oksitetrasiklin  ve
trimetoprim/siilfametoksazol antibiyotiklerine hassasiyet gosterdigi belirtilmistir.
Bakterinin, amoksisilin antibiyotigine ise orta derecede hassasiyet gosterdigi
belirtilmigtir. P. damselae subsp. piscicida bakterisinin literatiirde yer alan
calismada kullanilan izolatinin ¢esitli antibiyotiklere karsi gosterdigi antibiyotik
hassasiyetleri ile bu tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan izolatin ¢esitli
antimikrobiyal ajanlara karg1 gosterdigi hassasiyetler degisiklik gostermektedir. Bu
farkin ise, izolatlarin Tirkiye’nin farkli bdlgelerinden elde edilmesinden
kaynaklandig1 sdylenebilir. Cesitli antibiyotiklere maruz kalma sonucunda
bakterinin antibiyotik direnci kazanma olasilig1 arttigindan, Tirkiye’nin farkl
bolgelerinde konumlanan akva kiiltiir tesislerinin mikrobiyal hastaliklarla
savagsmada farkli antibiyotikler kullanmasi ile birlikte, tesislerde kullanilan su
kaynaklarinda bu antibiyotiklerin neden oldugu bulagmalarin bakterinin
antibiyotik direnci gelistirme olasihgmi arttirdigi diistiniilmektedir. Thyssen ve
Ollevier (2001), yaptiklar1 ¢alismada farkli bolgelerden izole edilen P. damselae
subsp. piscicida bakterilerinin farkli antibiyotiklere direng ve hassasiyet
gosterebildigini kamitlamistir (Thyssen ve Ollevier, 2001). Romalde'nin (2002)
yaptigi ¢alismada ise, P. damselae subsp. piscicida bakterisinin vibriyostatik bir
ajan olan O/129’a kars1 hassasiyet gosterdigi ifade edilmistir (Romalde, 2002).
Tez caligmasi kapsaminda ise bu bakterinin O/129 (150 pg) ajanina kars1 direncli
oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.5.’de antibiyogram testlerinden 6rnek petriler
goriilmektedir.
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Sekil 4.5. P. damselae subsp. piscicida bakterisinin antibiyogram gortintiileri
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4.6. P. damselae subsp. piscicida’ya Kars1 Litik Bakteriyofaj
izolasyonunun Yapilmasi

Tez caligmast kapsaminda 2016, 2017, 2018 ve 2019 yillarinda salgin sirasinda
Bafa Golii yoresindeki kulugkahanelerden toplanan 22 adet su Ornegi
kullanilmigtir. Kaba filtre ve membran filtre asamalarindan gegirilen
zenginlestirilmis ornekler faj zenginlestirmesi yapilarak dokme plaka yontemi ve
agar spot testi ile faj varligi bakimindan test edilmistir.

Kulugkahanelerden toplanan ve faj taramasi yapilan su 6rneklerinin toplam hacmi
22 litredir. Aymi yillarda, Bafa Golii yoresindeki salginlar sirasinda toplanan
cipura (Sparus aurata) ve levrek (Dicentrarchus labrax) balik yavrularinin dalak
ve kalp oOrnekleri steril FTS ile homojenize edildikten sonra filtre edilip faj
zenginlestirmesi yapilmistir. Zenginlestirilen 6rnekler dokme plaka yontemi ve
agar spot testi ile faj varligi bakimindan test edilmistir. Test edilen organ
orneklerinin toplam agirligi 59,6 g’dir.

Aydin Biiyiiksehir Belediyesi Atik Su ve Kanalizasyon Idaresi Evsel Atik Aritma
Tesisi’nden toplam 4 litre olmak fiizere toplanan kanalizasyon suyu 6rnekleri de
ayni iglemlerden gecirilerek faj zenginlestirmesi yapilmig ve zenginlestirilmis su
ornekleri dokme plaka yontemi ve agar spot testi ile faj varligi bakimindan test
edilmistir.

Toplanan 6rneklerin tiimiine filtrasyon islemi uygulandiktan sonra, 6rneklerin her
biri hem 2X kuvvetinde besi yeri ile 1:1 karistirilarak (son besi yeri
konsantrasyonu 1X) hem de son besi yeri konsantrasyonu 0,1X (%210) olacak
sekilde besi yeri zenginlestirilmistir. 2X kuvvetinde besi yeri ile zenginlestirmenin
asil amaci bakteri biiylimesini arttirmak iken, %10’luk besi yeri kullaniminda ki
amag bakteri bilylimesini kontrol altinda tutmaktir. Her iki zenginlestirme yontemi
kiyaslandiginda; iki yontemin kullanimindan elde edilen {iriinlerin deneyleri

sonucunda faja benzer plaklar goriilmustiir (Sekil 4.6.).

Salginlar sirasinda kulugkahanelerden toplanan su ve organ Orneklerinin
degerlendirilmesi sonucunda, farkli biiyiikliiklerde ve faj plaklarina benzer plak
olusumlart goézlemlenmistir. Toplanan kanalizasyon suyu Orneklerinden ise
herhangi bir plak veya plak benzeri goriintii elde edilememistir. Koskella ve
Meaden (2013) yaptiklar1 ¢alismada, bazi bakterilerin segici olmayan fajlar
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tarafindan da enfekte edilebilecegini fakat bunun diisiik bir olasilik oldugunu
belirtmiglerdir. ~ Kanalizasyon  Orneklerinin ~ faj  varli@i ~ bakimindan
degerlendirilmesinin sonucunda plak olusumu gdzlenememesinin nedeni, fajlarin
konaga olduk¢a spesifik olmalarindan dolayr konagin bulunmadigi yerlerde
fajlarin da bulunmayacagi olarak agiklanmaktadir.

Sekil 4.6. Cesitli 6rneklerden yumusak tabaka agar yontemi ile elde edilen ve faj
plaklarina benzeyen petri kab1 goriintiileri

*Qklar ¢esitli plak olusumlarini géstermektedir. Deneylerde P. damselae subsp. piscicida

bakterisi konak bakteri olarak kullanilmustir.

Wiggins ve Alexander (1985), yaptiklari ¢alismada bakteriyofaj replikasyonu igin
gereken minimum bakteri sayisin1 bulmak amaciyla ¢esitli fajlar1 baz1 bakterilerin
degisen konsantrasyonlar iizerinde denemislerdir. Yapilan ¢aligmada faj aktivitesi
icin kullanilan bakteri konsantrasyonlarinin minimum 4 log ile 6 log olmasi
gerektigi bulunmustur. Calisma sonucunda, faj replikasyonu igin gereken
minimum bakteri sayisi her bakteri igin farkli ¢ikmistir. Tez calismas1 kapsaminda
efektif bir sekilde faj iiretilememesinin nedeni ise, bakteri sayisinin faj aktivitesi

icin gereken minimum konsantrasyona ulagamamis olmasi olarak agiklanmaktadir.
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5. SONUC

Tez calismasi kapsaminda, P. damselae subsp. piscicida bakterisinin karakteristik
ozellikleri incelenmistir. Bakterinin ¢esitli antimikrobiyal ajanlara karsi gosterdigi
direnglilik de ayrica degerlendirilmistir.

Istenmeyen bakteri enfeksiyonlarinda faj kullanimimin énemi bakterilerin gesitli
antibiyotiklere direng kazanmasi ile birlikte giin gectik¢e artmaktadir. P. damselae
subsp. piscicida bakterisi, Tiirkiye’de kiltiir balik¢iligi endiistrisi i¢in ciddi bir
tehdit olmakla birlikte biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ayrica bu
bakteri ¢esitli antimikrobiyal ajanlara karsi direngli oldugundan, akva kiiltir
endiistrisi bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonla savasmada cesitli zorluklar
yasamaktadir. P. damselae subsp. piscicida bakterisine karsi litik bakteriyofajlarin
kullanimi1 ~ kiltiir balik¢iligi  endiistrisinde bu  bakterinin neden oldugu
enfeksiyonlarla miicadelede noktasinda ve daha dogal ve gevreci ¢oziimler
gelistirilmesine yardimci olacaktir. Tiim bu nedenlerden dolay1 bu tez calismasi,
Kiligc Holding A.S. Yavru Balik Uretim Tesisi ile ortak bir galisma igerisinde
yiiriitilmistir. Literatiir incelendiginde, bu bakteriye karst herhangi bir
bakteriyofaj izolasyonu c¢aligmasi tespit edilmemistir. Bu tez c¢alismasi bu
bakimdan 6zgiinliigiinii ortaya koymaktadir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda, faj plaklarinin dogrulanmasi, saflastiriimasi,
fajlarin karakterizasyonu, toksisite caligmalart ve hayvan sagligi alaninda
kullanim1 igin ¢esitli hayvan deneylerinin yapilmasmin ardindan P. damselae
subsp. piscicida bakterisine 06zgiin bakteriyofajlarin  kullanimi, akva kiiltiir

endiistrisi i¢in olumlu bir gelisme olacaktir.
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