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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

% Yuzde

°C Santigrad derece

pm Mikrometre

pL Mikrolitre

ATP Adenozintrifosfat

BALO Bdellovibrio ve benzeri organizmalar
EPS Ekzopolisakkarit

DAP Diaminopimelik asit

DNA Deoksiribonikleik asit

DNaz Deoksiriboniikleaz

dNTP Deoksiriboniikleozid trifosfat

g/L Gram/litre

gr Gram

kob/g Koloni olusturan birim/gram
kob/mL Koloni olusturan birim/mililitre

L Litre

LPS Lipopolisakkarit tabakasi

M Molarite

mL Mililitre

nm Nanometre

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

pH Hidrojen konsantrasyonunun eksi logaritmasi
PHA Polihidroksialkanoatlar

RNA Ribonikleik asit

rRNA Ribozomal ribontikleik asit

rpm Dakikada doniis hizi (round per minute)
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OZET
Doktora Tezi

Su ve Toprak Orneklerinden Biyoteknolojik Potansiyele Sahip Bdellovibrio ve Benzeri
Organizmalarin Izolasyonu ve Filogenetik Olarak Tanimlanmasi

Dilek SEKER

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. A. Usame TAMER

BALO (Bdellovibrio ve benzeri organizmalar) genellikle gram negatif ve baz
durumlarda gram pozitif bakterileri avlayarak hayatta kalabilen zorunlu predatérlerdir. Bu
predatdr mikroorganizmalar, her konak bakteriyi basarili sekilde avlayamadiklari igin,
habitatlarindan alinan Orneklerden yapilan izolasyonlarda tiim popiilasyon {iyeleri
belirlenememektedir. Ancak farkli ortamlarda birgok patojen bakteriye karsi predasyon
sergiledikleri bilinmektedir. Bu c¢alisma, BALO’in su ve toprak numunelerinden
izolasyonunu ve tanimlanmasini kapsamaktadir.

Belli zaman araliklarinda topraktan ve Manisa Saruhanli Atik Su Aritim Tesisinin farkli
kisimlarindan (6n ¢okeltim ¢ikis suyu, atik su aritma tesisi giris suyu ve geri devir pompa
suyu) atik su 6rneklemeleri yapilarak, bu 6rneklerden diferansiyel santrifiijleme ve filtrasyon
islemlerinin uygulanmasi ile ¢ift katmanli agar plaka yontemiyle BALO izolasyonlari
gerceklestirilmistir. Toprak numunelerinden yapilan tiim izolasyonlarda predatér bakteri
varlig1 tespit edilememistir. Izolasyonlar igin kullanilan 8 farkli konak bakteriler; E.coli
ML35, E.coli S17, E.coli ATCC 29998, E.coli DH5a, E.coli Stbl3, Pseudomonas
aureginosa, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ve Erwinia amylovora olup, en
verimli litik plak olusumu E.coli ML35’e kars1 gozlemlenmistir (Pseudomonas aureginosa
hari¢). Seyreltme plaka yontemiyle mevsimsel olarak litik plaklarin sayisinin, sirasiyla en
cok yazin (4.5x10° pfu/mL), en az ise kisin (1.4x10? pfu/mL) olustugu tespit edilmistir.
Ayrica, E.coli ML35’¢ karst litik plak olusturan predator bakterilerin diger konak bakterilerle
iligkisi belirlenmistir. Kat1 ve siv1 ortamda yapilan denemelerde predator bakteri iiyeleri
(Bdellovibrio sp., Bacteriovorax sp., ve Peredibacter sp.)’nden sadece Bdellovibrio sp. ve
Bdellovibrio bacteriovorus bazi konak bakterilere karsi litik plak olusturabilmistir. Ayni
zamanda predator bakteri-konak iligkisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
goriintiilenerek dogrulanmustir.

Farkli litik plaklardan alinan o6rneklerden predator bakterilerin DNA izolasyonu
gerceklestirilmis, spesifik 4 farkli primer seti (BbsF216, BbsR707, Bac676F, Bacl442R,
Per676F, Perl443R, Mic431F, Mic996R) kullanarak PCR ile 16S rRNA drtunleri elde
edilmistir. PCR iriinlerinin sekans analizleri yapildiktan ve elde edilen verilerin
diizenlenmesinden sonra gen bankasindaki verilerle karsilastirilmasi gergeklestirilmigtir.
Toplamda 25 predatdr bakterinin sekans verilerinin karsilagtirilmasiyla, %56’sinin
Peredibacter sp., %28’inin Bdellovibrio bacterivorus, %8’inin Bdellovibrio sp. ve %8’i ise
Bacteriovorax sp. olarak tanimlanmis ve filogenetik dendogramlari olusturulmustur.

Sonu¢ olarak BALO izolasyonu ve tamimlanmasiyla iilkemizin predator bakteri
cesitliligine katkida bulunulmustur. Bu predatoér bakterilerin ilerde yapilacak olan farkli
biyoteknolojik arastirmalarda ve Ozellikle de patojen bakterilerin  biyokontroliinde
kullanilabilecegi varsayilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Atik su, BALO, Bdellovibrio sp., filogenetik agac, predasyon, predator
bakteri.

2019, 110 sayfa.
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ABSTRACT
PhD Thesis

Isolation and Phylogenetic Identification of Bdellovibrio and Like Organisms with
Biotechnological Potential from Water and Soil Samples

SEKER Dilek

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. TAMER A. Usame

BALOs (Bdellovibrio and like organisms) are obligate predators that are usually able to
survive by preying on gram-negative and in some cases gram-positive bacteria. Because
these predator microorganisms can’t successfully hunt every host bacteria, all population
members cannot be identified in isolation from samples taken from their habitats. However,
it is known that they exhibit predation against many pathogenic bacteria in different
environments. This study include the isolation and identification of BALOs from water and
soil samples.

At certain time intervals samples from soil and wastewater of different parts of Manisa
Saruhanli Wastewater Treatment Plant (pre-sedimentation effluent, wastewater treatment
plant influent, retun pump water), BALOs isolations from these samples were performed by
applying differential centrifugation and filtration processes with double layer agar plate
method. The presence of predatory bacteria could not be detected in all isolations from soil
samples. The eight different host bacteria used for isolations were; E.coli ML35, E.coli S17,
E.coli ATCC 29998, E.coli DH5a, E.coli Stbl3, Pseudomonas aureginosa, Pseudomonas
syringae pv. morsprunorum and Erwinia amylovora, and the most efficient lytic plaque
formation observed against E. coli ML35 (except Pseudomonas aureginosa). As a result of
counting the lytic plaques seasonally by dilution plate method, it was determined that they
most occurred in summer (4.5x10%pfu/mL) and at least in winter (1.4x10%pfu/mL).
Furthermore, the interactions of predator bacteria formed lytic plaque against E. coli MI35
have been determined against other host bacteria. In agar and broth experiments, from
predator bacteria members (Bdellovibrio sp., Bacteriovorax sp. and Peredibacter sp.) only
Bdellovibrio sp and Bdellovibrio bacteriovorus were able to form lytic plague against some
host bacteria. At the same time, the predator bacteria-host relationship has been confirmed
by imaging them with scanning electron microscopy (SEM).

DNA isolation of predator bacteria was performed from samples taken from different
Iytic plaques and 16S rRNA products were obtained by PCR using 4 different primer sets
(BbsF216, BbsR707, Bac676F, Bacl442R, Per676F, Per1443R, Mic431F, Mic996R). After
sequence analysis of the PCR products and editing of the obtained data that compared with
the data in the gene bank was performed. Comparing sequence data of a total of 25 predator
bacteria were identified as Peredibacter sp. (56%), Bdellovibrio bacterivorus (28%),
Bdellovibrio sp. (8%) and Bacteriovorax sp. (8%) and constructed the theirs phylogenetic
dendograms.

As a result of the study, by isolation and identification of BALOs contributed to the
predator bacterial diversity of our country. It is assumed that these predator bacteria may be
used for future different biotechnological research and in particular biocontrol of pathogenic
bacteria.

Keywords: BALOs, Bdellovibrio sp., phylogenetic tree, predation, predator bacteria,
wastewater.

2019, 110 pages.
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1. GIRIS

Predasyon, ekosistemde bir predatoriin enerji ve biyosentetik materyallerini
bir konaktan alarak, onun 6liimii pahasina yasamini siirdiirdiigii essiz bir etkilesimdir
[1]. Konak-predator iliskileri doganin en eski ve en 6nemli iliskisidir [2]. Yasamin
hemen her seviyesinde gozlenmektedir. Yasam alan1 6l¢ekleri boyunca organizmalar
arasindaki ortak bir iligki seklidir [3]. Ayrica popiilasyonun yapisini sekillendiren,
yasamin ¢esitliligi ile gelisimini yonlendiren 6nemli ekolojik bir giictiir [4] ve
ekolojik arastirmalar igin merkezi bir konudur. Bir konak-predator etkilesiminin
gelisimini anlamak, bir veya her iki tiiriin zaman iginde birden fazla 6zelliginin

potansiyel dinamiklerine iligkin tanimlamaya olanak saglar [5].

Predasyon, konagin kagma stratejilerinin secilmesi ve predatorin etkinliginin
arttirtlmasi ile birlikte 6nemli bir evrimsel glctir [6]. Bakteriyel predasyonun
evrimsel gecislerde oynadigi kritik roliin Onemli bir O©rnegi, mitokondrinin
endosimbiyozla evrimidir [7]. Mitokondrilerin atalarinin o-proteobakteri oldugu
kabul edilir [8]. GUnumuz ileri teknolojik bilgilerine gore, Rickettsiales bu organelin
en yakin akrabalaridir [9] ve bilinen tiim iiyeleri, 6karyotlarin zorunlu hiicre igi
paraziti veya simbiyontlaridir [10]. Bununla beraber, Ixodes keneleri yumurtalik
dokularinda bir mitokondri predatorii (Bdellovibrio ve benzeri organizmalari
(BALO) tasimaktadir ve bu bakteriler Rickettsiales ile yakindan iligkilidir [11].
Boylece predator bakterilerin mitokondriyal endosimbiyozun kokeni olabilecegi

hipotezinin ortaya ¢ikmasina olanak saglamaktadir [3].

Predatorler genellikle dogal ekosistemin kilit tasi olan tiirlerdir [2]. Bu
mikroorganizmalar bakteriyofajlar da dahil edilirse, yaklasik sekiz ordo altinda
toplanir. Bu grubun en altinda virGsler ile predator bakteriler bulunur ve bu
mikroorganizmalar genellikle konaktan daha kicukturler. Halbuki diger seviyelerde
bulunan predatdrlerde bu durumun tersi goriilmektedir. Ornegin; protozoalar, bakteri
olan  konaklarindan daha buyuktir. Okaryot ve prokaryot predator
mikroorganizmalarin arasindaki farkliligin altinda yatan temel neden fagositozdur.
Predator Okaryotlar gibi fagositoz yapabilen hicreler, kendilerinden daha kugik
hicreleri avlarlar. Halbuki, prokaryotlar gibi fagositoz yapamayan hcreler igin
predasyon, kuctk bir predator hucrenin biiyiik bir konagin yiizeyine etkili bir sekilde
yapismasi ile gerceklesir. Baz1 prokaryot predatdrlerin bir baska 6zelligi ise yiiksek

motilitesidir. Biiyiik organizmalar genellikle kiigiik olanlardan daha hizlidir, fakat
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Bdellovibrio ve benzeri organizmalar (BALO) gibi paradoksal olarak kiguk
bakteriyel predatorler en hizli yiiziiclilerdir [12]. Kiigilik bir hiicre boyutunun, hizli ve
cok aktif hareketlilige olanak saglayacagi diistiniilmektedir [13].

Predasyon bakteriler arasinda uzun zamandir bilinmekte ise de tanimlanan
etkilesimler fakiiltatif seklindedir [14]. Cogunlukla, miksobakteriyel sistemler bu tiir
bir etkilesim icin “rol model” olarak gortlmektedir. Bununla birlikte, bu bakterilerin
sergiledigi tuhaf ve biiyiileyici davranis nedeniyle, predasyon genellikle bu
sistemlerde arastirilmistir [6]. Bakteriyel predasyon (¢ temel stratejiye ayrilmaktadir:
predatorlerin iki yavru hiuicreye bolinmeden 6nce, konagini tiiketirken konak hticresi
ceperine bagh kaldiklar1 epibiyotik predasyon; bir bireysel predatér hicrenin,
periplazmik bosluga (periplazmik predasyon) veya sitoplazmaya (direkt invazyon)
girebilmek icin, konak hcresi ¢eperini delen ve modifiye eden hidrolitik enzimleri
salgiladigr endobiyotik predasyon ve konak hucrelerini pargalamak icin hidrolitik
enzimler ile ikincil metabolitleri iiretmek icin bir predatdr cekirdegine ihtiyag

duyulan saldir1 veya grup predasyonudur [15].

Predatorler, predasyon sirasinda konagi oldurlrler, bu yizden predasyonda
O6nemli bir mortaliteye neden olur [6]. Mikroorganizmalar arasindaki predator
etkilesimleri, birgok ekosistemde en buyik bakteriyel mortalite faktori olarak
gorulmektedir [16]. Ekosistemde bakteriler; bakteriyofajlar, protistler ve predatér
prokaryotlarin predasyonuna maruz kalirlar. Predator prokaryotlardan bakteriler;
virGsler ve fajlarin aksine canli bir organizma olmalari ve protistlerin aksine

avlarindan daha kiiglk olmalar1 ile ayirt edilirler [1].

Predator bakteriler, filogenetik olarak ¢ok ¢esitlidir; karasal ve sucul
ortamlarda, her yerde bulunurlar ve mikrobiyal yapinin bir par¢asini olusturduklar
gozlenir [17]. Ornegin; arsenit oksitleyici biyofilmlerde, sicak buhar travertenleri,
arktik denizel tortularda, hiper-tuzlu sularda, anaerobik tabakalarda, stlfurlu gollerde
obligat predator bakteri olan Bdellovibrio ve benzeri organizmalara (BALO) iliskin
16S rDNA dizileri bulunmustur [18].

Predator bakterilerin en ¢ok calisilan grubu, d-proteobakteri sinifinda yer alan
Bdellovibrio ve benzeri organizmalar (BALO), 1962 yilinda Stolp ve Petzold
tarafindan, toprak siispansiyonlarindan fitopatojen Pseudomonas syringae pv.

phaseolicola organizmasinin fajlarini izole etmeye ¢alisirken tesadiifen kesfedilmistir



[19]. Bunu, 1960'larda, 1970'lerde ve 1980'lerdeki bu mikroorganizmalarin
fizyolojisi, ekolojisi, taksonomisi, konagi ile olan etkilesimleri ve hiicre dongiisii
hakkinda yapilan c¢alismalar takip etmis, son zamanlarda ise modern molekiler

biyoloji arastirmalariyla genetik yapilarinin aydinlatilmasi yoniinde ¢alisilmaktadir.

Bdellovibrio ve benzeri organizmalar (BALO) kiguk, cubuk ya da virgul
sekilli, tek bir kilifli flagellum ile yiiksek hizda hareket edebilen, gram-negatif
bakterilerdir. Bu bakteriyel cinsi benzersiz kilan predator davraniglaridir. Bu
mikroorganizmalar genellikle gram negatif bakterilerin zorunlu predatorleridir.
Genellikle diger gram negatif hiicrelere saldirarak, periplazmalarina niifuz eder,
sitoplazmalarinda g¢ogalir ve sonunda hiicre duvarlarini yeni bir baslangic igin
patlatirlar. Saldir1 faz1 ile biiyiime ve bdliinme fazindan olusan dimorfik bir yasam
dongusune sahiptirler. Ayrica konak hiicreye bagimli suslarinin  haricinde,

laboratuvar kosullarinda konak hiicreden bagimsiz mutant suslar1 da izole edilebilir.

Bu c¢alismada, Manisa ili icinde BALO (Bdellovibrio ve benzeri
organizmalar) suslarinin su ve toprak orneklerinden izole edilmesi, bu izolatlarin
tanisi, bazi patojen bakterilere karst biyokontrolde kullanilabilecek ve yeni
gelismeler 15181 altinda ortaya c¢ikan biyoteknolojik potansiyelinin laboratuvar
capinda ortaya konmasi amagclanmustir. Ulkemizde heniiz izole edilmedigi dikkate
alindiginda, mikrobiyoloji bilimi agisindan 6nemli olan bu mikroorganizmalarin
izolasyonu ve bu grup bakteri turlerinin molekiiler yontemlerle tanisi, ilkemiz adina

oldukga 6nem arz etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BALO (Bdellovibrio ve benzeri organizmalar) Genel Ozellikleri

Bdellovibrio ve benzeri organizmalar (BALO) olarak tanimlanan zorunlu
predatorler, farkli familyalardan olusurken, sadece &-proteobakteriler sinifinda yer
almaktadirlar. Bdellovibrio spp., Bacteriovorax spp., Peredibacter spp. ve
Halobacteriovorax spp. hepsi &-proteobakterilere aittir. Bununla birlikte, yeni
bulgular, zorunlu predatorleri farkli proteobakteriyel siniflarda bulunabilecegini
gostermektedir. Bir a-proteobakteri olan Micavibrio son zamanlarda BALO olarak
karakterize edilmistir [3].

En fazla calisilan predator bakteri grubu olan Bdellovibrio ve benzeri
organizmalar (BALO), 1962'de Stolp ve Petzold tarafindan, toprak

bakteriyofajlarinin izole edilmesi sirasinda tesadiifen kesfedilmistir [20].

Sekil 2.1. Bdellovibrio bacteriovorus 100 Elektron Mikroskobi Gorintisi (14,000x)
[19].

Serbest yasayan fazlarinda BALO (0.25-0.5x0.75-2 um); gram negatif, cubuk
sekilli, tek bir kilifli flagellum ile yiiksek hizda hareket edebilen, kiiglik vibroid’dir.
Bu flagellum tipik bir s6nimleme dalga deseni sergiler [21]. Predator
mikroorganizmalardan Bdellovibrio bacteriovorus’un (Sekil 2.1.), tahmin edilen hizi,
saniyede yaklasik 100 hiicre uzunlugundadir ki, bu da E. coli hiicrelerinin hizinin
yaklasik 10 katidir [22]. Bu mikroorganizmalar aerobik ve mezofilik bakteriler olup,
enerjisini amino asitlerin ve asetatlarin oksidasyonundan saglamasinin yani sira
niikleotidleri, yag asitlerini, peptidleri ve hatta biitin haldeki proteinleri
pargcalamaksizin dogrudan konak hicreden 6ziimseyebilirler. Optimum biylme
sicakhigr 28-30 °C’dir [23]. BALO aktivitesi, yiiksek konsantrasyonlarda glukoz



veya gliserol gibi bazi kimyasallarin varliginda ve ayrica diisik pH'da da 6nemli
Olglide azalir [24]. Bununla birlikte, yabanil predatorlerin biiyiimesi ve ¢ogalmasi
sadece konak hiicrelerin varliginda gerceklesebilir. Genellikle gram negatif
bakterileri konak hiicre olarak kullanirlar. Bu nedenle BALO zorunlu predator
prokaryotlardir [25]. Genelde saldir1 fazi ile biiyiime ve boliinme fazi olmak tizere iki
evreli bir yasam dongiisii gosterirler. Aksenik dongii; konak hiicre olmadigr zaman
predatér hucrelerinin blyltmesi ve boéllinmesini ifade ederken, hiicre i¢i dongu;
predator hicrelerin, konak hiicre ile predasyonunu ifade eder [26]. Laboratuvar
kosullarinda, biiylime icin zengin bir ortam gerektiren konak hiicreden bagimsiz
mutantlar, yabani tip suslardan izole edilebilir [25]. Hem konak hiicrede hem de

besiyerlerinde gelisebilen fakiiltatif tiirleri de bulunur. [26].

BALO’1n izole edildikleri 6nemli habitatlar; kok toprag: [19], rizosfer [27],
celtik tarlasi [28], deniz [29], korfez [30], tath ve tuzlu su goletleri [31], nehir
agizlar1 [32], halicler [33], deniz canlilar1 [34], kanalizasyon [35], insan ve
hayvanlarin barsagi [36] ile yengeg solungaglaridir [34].

BALO suslarinin izolasyonlarinda genellikle ¢esitli gram negatif bakteriler
konak hiicre olarak kullanilmistir [19]. Bu mikroorganizmalari izole etmek ve
karakterize etmek icin kullanilan konak hiicreler neredeyse sadece Proteobacteria
filumundandir. Yapilan c¢alismalarda, predatér bakteri izolasyonu yapilan habitatin
ozelligine gore konak hiicrenin de degistigi goriilmektedir. Ornegin; rizosferden
izolasyonda Xanthomonas oryzae [28], Pseudomonas glycinea [37], Pseudomonas
fluorescens [27], Rhizobium spp. ve Agrobacterium spp. [38]; tatli-tuzlu su
goletlerinden ve su canlilarindan izolasyonda Aeromonas hydrophila [36], Vibrio
parahaemolyticus [30] ve Legionella spp. [31]; kanalizasyondan yapilan izolasyonda
ise Achromobacter spp. [35], E. coli, Salmonella spp. [39], Caulobacter crescentus

[40] kullanildig1 belirtilmistir.

Stolp ve Starr (1963) tarafindan yapilan ¢alismada; bu predator
mikroorganizma grubundan Bdellovibrio bacteriovorus’un konak hiicre olarak;
Erwinia amylovora, Erwinia carotovora, Corynebacterium insidiosum,
Corynebacterium poinsettiae, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus polymyxa,
Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Agrobacterium radiobacter, Escherichia coli,
Aerobacter aerogenes, Pseudomonas polycolor, Acetobacter aceti, Staphylococcus

aureus, Proteus mirabilis, Caulobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter
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atrocyaneus, Serratia marcescens, Sarcina lutea, Bacterium stewartii, Streptococcus
lactis, Lactobacillus casei, Aeromonas sp., Rhizobium leguminosarum,
Corynebacterium  michiganense,  Protaminobacter  rubrum, Pseudomonas
solanacearum, Aerobacter cloacae, Pseudomonas caryophylli, Rhodosipirillum
rubrum, Pseudomonas phaseolicola, Pseudomonas tabaci, Pseudomonas fluorescens
gibi insan, hayvan ve bitkilerde patojen olabilen veya bazi ortamlarda saprofitik

olarak yasayan tiirleri kullandig1 gosterilmistir [19].

Arastirillmas1 ve izolasyonu igin yapilan ¢alismalarda, bakteriyel viris
caligmalarinda kullanilan yontemlere benzer yontemler kullanilmaktadir [23].
Standart ¢ift katmanli izolasyon prosediirii kullanilarak c¢evresel Orneklerden
saptanan BALO sayisi, gram veya mililitre 6rnek basina onlarca ila on binlerce plak
olusturan birim olarak genellikle distiktiir. Buna gore, cevresel arastirmalardan
kaynaklanan ve veri tabanlarinda bulunan BALO ile iligkili 16S rRNA sekanslarinin
sayist da diisiiktiir (su ana kadar 100'den az). Veritabanlarindaki bu sekanslarin
azhigmin sebebi, predatér bakterilerin dominant popilasyona sahip olmamasiyla

beraber, DNA'larin1 gogaltmak i¢in kullanilan genel 16S rDNA primerleridir [18].

2.2. Taksonomi

Stolp ve Petzold (1962) tarafindan izole edilen benzersiz bakteri kisa siirede
yeni cins Bdellovibrio, tlr bacteriovorus olarak tanimlanmistir [19]. Btlin genom
DNA-DNA hibridizasyon testlerine, G+C iceriklerine, rRNA homolojisine, enzim
goc sekillerine ve genom tahmini boyutlarina dayanarak, cins ii¢ tiire ayrilmistir:
Bdellovibrio bacteriovorus, Bdellovibrio stolpii ve Bdellovibrio starrii. BALO; G+C
oranlarinda yiiksek degiskenlik gosterse de, yag asidi profilleri, serolojik
reaksiyonlar, kismi 16S rRNA dizileri ve DNA-DNA hibridizasyonlar ile bazi suslar
arasinda c¢ok diisiik degerler verdigi gorilmistir [41]. 16S rRNA analizlerine
dayanilarak siniflandirma degismistir: Bdellovibrio stolpii ve Bdellovibrio starrii,
yeni cins olarak, Bacteriovorax stolpii [14], Peredibacter starrii [42] ve
Bacteriolyticum stolpii [43] olarak smiflandirilmistir. Bu siralarda yapilan
calismalarda iki yeni tiir daha, Bacteriovorax marinus ve Bacteriovorax litoralis
tanimlanmistir [44]. 16S rRNA gen sekanslarina dayanan filogenetik analize gore,

Bdellovibrio exovorus tanimlanmistir [40]. Son olarak Bacteriovorax marinus ve



Bacteriovorax litoralis, Halobacteriovorax marinus ve Halobacteriovorax litoralis
olarak yeniden siniflandirilmistir [45]. Micavibrio sp. ise basta iki tiir olarak
tammmlanmistir: Micavibrio admirantus ve Micavibrio aeruginosavorus’tur [46].
Daha sonra yapilan ¢alismalarda 16S rRNA gen sekanslarina gére sadece Micavibrio

aeruginosavourus olarak tanimlanmustir [47].

BALO, Micavibrio cinsini olusturan o-proteobakteri sinifi ve li¢ familyay1
olusturan  d-proteobakteri  smifi  igerisinde  bulunur:  Bdellovibrionaceae,

Bacteriovoracaceae ve Halobacteriovoraceae (Tablo 2.1.).

2.2.1. Bdellovibrionaceae

Bdellovibrionaceae, Bdellovibrionales ordosu igerisinde yer almaktadir. Bu
familyada iki tanimlanmus tiir, Bdellovibrio bacteriovorus ve Bdellovibrio exovorus
bulunur. B. bacteriovorus HD100T ve B. exovorus JSST, 16S rRNA gen diziliminde
G+C igerigi % mol (sirastyla %50.6 ve %41.9) bakimindan farklilik gosterir ve %7
oraninda ayrisir (yani %93 benzerdir) [40]. Bdellovibrio sp. hicrelerinin kugik
boyutlarina ragmen, genomu tek bir dairesel kromozomda 3.782.950 baz cifti (bp)
icerir ve 3584 proteini kodlar [48].

Bdellovibrionaceae'nin izolatlari ve klonlari; topraktan, koklerden, tath
sudan, kanalizasyondan ve omurgali diskilardan kaynaklanmaktadir. Bu ayn1 soydan
gelen organizma igerisinde on bir sabit monofilik kiimelenme vardir. Ayrica, B.
bacteriovorus 100T ve 109J suslari, en fazla calisilan tiirlerdir [3]. Bdellovibrio
bacteriovorus ve Bdellovibrio exovorus arasindaki en biiylik fark predasyon
stratejisindedir: B. bacteriovorus, periplazmik bir predatordiir, yani gram negatif
konagin periplazmik alanina niifuz eder ve yerlesir; ancak B. exovorus, epibiyotiktir;
konak hiicre duvari ile baglantihidir. Bdelloplast olusturmamasi ve konak hiicre
olarak E.coli kullanmamasi iki tiir arasindaki diger 6nemli farklardir. Yapilan bir
calismada, B. exovorus’un kanalizasyondan izole edilmesi ve konak hiicre olarak
Caulobacter crescentus kullandigi gosterilmistir [40]. Ayrica Bdellovibrio sp. W

susu da bir bdellokist dinlenme evresi meydana getirdigi bilinen tek BALO izolatidir

[3].



Tablo 2.1. BALO Tiirlerinin Baz1 Karakteristik Ozellikleri [45].

Familyalar
Bdellovibrionaceae Bacteriovoracaceae Halobacteriovoraceae
Tiirler bi((j:(taelzlr?:)/:/?)rrlll Bdellovibrio Bacteriovorax | Peredibacter Halobacteriovorax Halobacteriovorax
HD100 exovorus JSST | stolpii UKi2T | starrii A3.12T marinus SJT litoralis JS5T
Izole Edilen Yer Toprak Atik Su Toprak Toprak Tuzlu su Tuzlu su
Biiyiimek I¢in Gerekli
NaCl
(>%0.5) ] ] ] ] * *
Konak bakteriler E. coli Caulobacter E coli Pseudo_monas Vibrio _ Vibrio '
crescentus putida parahaemolyticus parahaemolyticus
—
DNA GC icerigi (% 50.6 41.9 409 435 36.7 37.8
mol)
Valin amino peptidaz i Bilinmiyor + 4 4 Bilinmiyor
Sistin amino peptidaz i Bilinmiyor + 4 4 Bilinmiyor
Kimotripsin + Bilinmiyor - - - Bilinmiyor
Polimiksin B
duyarhlig i e i i e
(300 U) Bilinmiyor + Bilinmiyor
Ci161%° yag asidi - Bilinmiyor + + + Bilinmiyor
150-C13:1 3-OH yag
asidi + Bilinmiyor - - - Bilinmiyor
C171°% yag asidi - Bilinmiyor + + - Bilinmiyor

~*(-) Negatif, (+) Pozitif sonug olarak verilmistir.




Cevresel  Orneklerin  biiyiik  olgekli  dizilisinin  ortaya  ¢ikmasi,
Bdellovibrionaceae agacinin iki kiimeye ayrildigii ortaya koymustur: biri
kiiltiirlenen suslarin tiim dizilerini, ayrica kiiltiirlenmemis bakterilerin dizilerini ve
digeri herhangi bir kiltir temsilcisi olmayan bir baska kiimeyi kapsamaktadir. Bu
son grup, predatorleri izole etmek igin konak hicre gibi canlilar1 kullanamamalari

nedeniyle, klasik Bdellovibrio sp.'den farkli organizmalari temsil etmektedir [40].

2.2.2. Bacteriovoracaceae

Bacteriovoracaceae, Bacteriovoracales ordosu igerisinde yer alir. Bu
familyada iki tanimlanmus tiir, Bacteriovorax stolpii ve Peredibacter starii bulunur.
Cevresel izolatlarm 16S rRNA gen dizilimindeki %96.5 gen benzerligine dayanan 10
filogenetik kiimeden olusur [49]. Bu kiimeler saglamdir, zira daha hassas
boliinmeleri miimkiin kilan ancak aymi kiimeleri koruyan rpoB geninin daha fazla
analizi ile gosterilmistir [43]. G+C igerigi %41 ila %43.5 arasinda degismektedir.
Peredibacter starii’nin G+C oram1 %43.5°dir. 16S rRNA gen dizisi analizi,
Bacteriovorax ve Peredibacter cinsi dyelerinin  (maksimum sapma <%17),
Bdellovibrionaceae (minimum sapma >%20) daha ¢ok birbiriyle iliskili oldugunu
goOstermektedir. Bacteriovorax stolpii ve Peredibacter starrii igin toplam genomik
kisitlama sindirim modelleri (PFGE), Bdellovibrionacea iiyeleri tarafindan iiretilen
modellere gore ¢ok az benzerlik géstermektedir. Optimal biiyiime sicakliklar: 20-30
°C’dir. Zorunlu aerobiktirler. Oksidaz ve katalaz aktivitesi pozitiftir. Konak hicreden
bagimsiz mutantlar, zengin besleyici ortamlarda saprofitik olarak buyuyebilirler.
Peredibacter starii penisilin, streptomisin, neomisin, kanamisin, gentamisin,
metisilin ve vankomisin gibi antibiyotiklere duyarlilik gésterir. Ayrica Bacteriovorax
stolpii’nin aksine Peredibacter starii, pteridin 0/129 ve nalidiksik asitlere karsi
direnclidir. Bacteriovorax stolpii izolatlar1 tath su, kanalizasyon, toprak, rizosfer ve
uranyum madenciligi atiklarindan; Peredibacter starii izolatlari ise topraktan izole
edilmistir. Ayrica Bacteriovorax stolpii ve Peredibacter starii, lipitlerin buytk bir

kismin1 olusturan sfingolipidlere sahiptir [42].

2.2.3. Halobacteriovoraceae

Halobacteriovoraceae, Bacteriovoracales ordosu icerisinde yer almaktadir.
Bu familyada iki tanimlanmis tiir, Halobacteriovorax marinus ve Halobacteriovorax
litoralis bulunur [42]. Bu familya tuzlu su habitatlarinda bulunan tek familyadir ve

izolatlar biiylimek igin NaCl gereksinimine ihtiya¢c duymaktadir. Genellikle bu



izolatlar deniz, nehir agzi ve hipersalin gol ortamlarinda bulunmaktadir. Optimal
biiyiime sicakliklar1 25-30 °C’dir. Genellikle konak hiicre olarak Vibrio
parahaemolyticus  kullanirlar  [45]. Halobacteriovorax marinus  metisilin,
nalidiksik asit, kolistin silfat ve vankomisin gibi antibiyotiklere direncli; kanamisin,
karbenisilin, ampisilin/sublaktam, gentamisin ve polimiksin B gibi antibiyotiklere ise
duyarlilik gosterir [50]. Bu familyada ki G+C igerigi (<%38 mol) diger BALO’1n en
diisiik degeridir. Halobacteriovorax cinsini, tatli su ve karasal BALO’dan ayiran
diisik DNA G+C igerigi iken, Bdellovibrio bacteriovorus suslar igin, %47 ile 51
mol arasinda degisen oranlarda iken, Bacteriovorax stolpii ve Peredibacter starrii
suslart icin bu deger %41 ila 44 mol arasinda degismektedir. Ug uzun zincirli yag
asitlerinin  varligin veya yoklugu, hem Halobacteriovoraceae hem de
Bdellovibrionaceae ayirt edici bir o6zelliktir. Filogenetik agaglar1 hesaplamak igin
kullanilan yontemlerden bagimsiz olarak, Bdellovibrio sp. ve Halobacteriovorax
sp.’nin, Peredibacter sp. ve Bacteriovorax sp. ile uzak taksonlar oldugu yapilan

caligmalarla ortaya ¢ikmuistir [45].

2.2.4. Micavibrio

Micavibrio sp., a-proteobakteri siifi icerisinde yer almaktadir. Ilk olarak
1982 yilinda Micavibrio admirantus (G+C igerigi %57.1 mol) [46] ve Micavibrio
aeruginosavorus (%54.7 mol G+C igerigi) [51] olarak tanimlanmustir. Her iki tirde
kanalizasyondan izole edilmistir [3]. Bu predatér mikroorganizmalardan Micavibrio
admirantus konak olarak Stenotrophomonas maltophila’y: kullanirken, Micavibrio
aeruginosavorus ise Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia ve Klebsiella
pneumoniae’i kullanarak izole edilmistir [46]. Konak hiicreden bagimsiz Micavibrio
sp. tiirleri ise izole edilememistir [6]. Daha sonra morfolojiye, enzimatik aktiviteye
ve diger metabolik 6zelliklere dayanarak, Micavibrio sp.'nin Bdellovibrio sp. ile
iliskili oldugu ve Bdellovibrionaceae igine gegici olarak yerlestirildigi One
stirilmiistiir [52]. 16S rRNA gen sekanslarina ve Micavibrio aeruginosavorus susu
ARL-13'e dayanan bir filogenetik analiz, Micavibrio sp.’nin a-proteobakteri sinifinda
kiimelenmis oldugunu, bu kolda derin bir dal olusturdugunu géstermistir. Micavibrio
sp. grubu, maksimum 9%1.4 sekans farkliligina sahip ii¢ alt gruptan olusmustur.
Micavibrio sp.’nin 16S rRNA dizileri ve diger kiiltiirlenmis bakteri dizileri
arasindaki minimal sapma yaklasik %Z14'tir. Rhodospirillales ve Rickettsiales [53],

Micavibrio sp.’nin en yakin kiiltiir gruplarini temsil etmektedir. Micavibrio sp. ve
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diger BALO ayni proteobakteri sinifina ait olmamakla birlikte, bazt morfolojik
Ozellikleri de farkli olmasina ragmen, biyokimyasal seviyede bazi ilging benzerlikler
gostermektedirler: ornegin; konak bakteriden kaynaklanan, etkilesimin ilk
asamalarinda her iki predatérde 260 ve 280 nm dalga boylarinda materyal artigini
absorbe etmektedir. Dahasi, glikolitik yolaklarin enzimleri ve trikarboksilik asit
dongiisii enzimleri mevcut olsa da, zayif bir sekilde aktiftir [54]. Bu predatorlerin
diger BALO’dan farki ise epiyotiktir, konak hiicrenin dis zarina baglanan bu predat6r
bakteriler, cogu BALO’dan farkli olarak periplazmik bosluga girmeden, ikili fiisyon
ile bolundrler. Boylelikle BALO hem ao-proteobakteri hem &-proteobakteri
siiflarinda derin dallar olusturduklar1 goriilmekte olup, bdylelikle bu iki sinif diger
bakterileri dislayan uzak bir atayr paylasmis olmaktadir [47]. Micavibrio sp.’nin,
diger BALO’dan bir diger farki, diizenli bir dalga boyuna sahip, ¢ap1 15 nm olan tek
bir kilifsiz flagelluma sahip olmasidir [3].

a

Sekil 2.2. BALO’in Predator Stratejileri a) Epibiyotik Predator (Bdellovibrio exovorus)
b) Epibiyotik Predatdr (Micavibrio aeruginosavorus) ¢) Periplazmik Predator (Bdellovibrio

bacteriovorus) [55].

2.3. Yasam DOngusu

BALQO'!n yasam dongiisli hiicre dongiisiine eslik eder ve iki ana ve farkl
asama, yani bir saldir1 faz1 ile bir biiylime ve boliinme fazindan olusur (Sekil 2.3.).
Bu fazlarin daha alt bollimleri ise periplazmik veya epibiyotik predatérlerin yasam
evreleridir. BALO, Bdellovibrio exovorus ve Micavibrio aeruginosavourus gibi
epibiyotik predatorler, konak hiicresine baglanir ve igeriklerini sindirerek hicre
disinda kalirlar, binary fiisyon seklinde boliiniirler. Genellikle BALO’1n periplazmik
predator olmasi ile BALO yasam dongiisiiniin tanimlanmasi, periplazmik asamali

predator stratejileri g6z oniine alinarak yapilmistir (Sekil 2.2.) [55].
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Sekil 2.3. Bdellovibrio bacteriovorus’un Yasam Dongusu [55].

2.3.1. Hareketlilik ve Konak Hucreyi Bulma

Saldir1 faz1 hiicreleri; kiicuk, (0.7-1.5 £ 0.5 um), ¢ogunlukla vibroid, yiiksek
derecede hareketli, yinelenmeyen hiicrelerdir. Hiicre sekli, muhtemelen bir iskelet
olarak hareket eden sarmal-bobin-tekrar proteini CcrP ile hucre iskeleti proteini
MreB; tarafindan korunur. Cekirdek siki bir sekilde paketlenmis ve sitoplazmada
fosfor, kalsiyum ve oksijen bakimindan zenginlestirilmis asidokalizomlar1 andiran

elektron yogun graniilleri bulunabilir.

Saldir1 fazi hiicresine, alt1 farkli flagellin proteininden (FliC1-6) olusan ve
160 um sk yiiksek hizlara sahip tek bir kilifli flagellum eklenmistir. Siispansiyon
kalturlerinde predasyon icin gerekli olan fliC3 haricinde flagellin genlerinin higbiri
onemli goérinmemektedir. Benzer sekilde, ti¢ ¢ift MotAB flagellar motor proteini,
flagellar rotasyona esit olmayan sekilde katkida bulunur. Flagellar hareket konak
hiicre ile karsilagmak igin ¢ok dnemlidir, fakat hem konagin penetrasyonu i¢in hem
de yavas yiizeyle iliskili kayma hareketi (15-20 um h?) igin gerekli degildir. Kayma
hareketi, biyofilmlerin predasyonunda ve diisiik nemli ortamlarda avantajh

gorinmektedir [55].

2.3.1.1. Kemotaksis
BALO’da; potansiyel konak hiicrelere, akintilarina veya lizatlarina karsi
kemotaktik yanit saptanmamistir [56]. Bununla birlikte, ¢oklu metil-kabul eden
kemotaksis proteinleri (MCP), cesitli ligandlar1 algilayip, inorganik iyonlara, organik
asitlere, aminoasitlere ve oksijene karsi pozitif ve negatif kemotaksisler 6l¢iilmis,
fakat farkli BALO suslari ile ¢ok farkli tepkiler elde edilmistir [57]. Test edilen tim
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suslar aerotaksis gostermistir. Ciinkii halofilik ve halofilik olmayan BALO, sirasiyla
mikroaerobik kosullarda biiyiimedigi veya daha az biyiidigi gosterilmis [58],

acrotaksis ile hiicrelerin optimal nisler bulmasi saglanmistir [59].

Benzer sekilde, kemotaktik yanitlar predatorii, konak hicre ile zengin
ekolojik nislere yonlendirebilir [60] veya konak hiicrelerin hiicre dis1 ortamda agligi
hafifleten bilesikler bulmasina yardimci olabilir [61]. Organik bilesiklere yonelik
kemotaksis, konak bakteri bakimindan zengin nislere isaret edebilir ve bu nedenle de
BALO’1 potansiyel konak hiicrelere yakin duruma getirmede yardimci olabilir.
Yapilan bir ¢alismada, konak bakterilere karsi ¢ekimin sadece yiiksek konak hiicre
konsantrasyonlarinda géze carpmasina ragmen, MCP2'nin (¢coklu metil-kabul eden
kemotaksis proteini) delesyonunun predasyonu azalttigi goriilmistiir, bu da konak

hicre tayininde kemotaksisin rol oynadigini diisiindiirmektedir [55].

2.3.2. Konak Hucreye Baglanma

BALO’1n konak hiicreye baglanmasi, ortamin bilesimi ve pH, oksijen basinci
ve sicaklik gibi birgok faktorden etkilenir. Predatér, konak olmayan hiicrelerle
karsilastiginda ilk baglanma tersine gevrilebilir, ancak baglanma birka¢ dakika iginde
geri doniistimsiiz hale gelir. BALO tarafindan konak hiicre tanima temeli hala
belirsizdir. Yapilan bir ¢alismada, konak hiicrenin lipopolisakkarit tabakasinin (LPS)
cekirdek  oligosakkaritlerinin, B.  bacteriovorus tarafindan  algilandigi,
tiikketildiklerinde baglanmanin durdugu, ancak ortadan kaldirilmadigi gozlenmistir.
Buna karsilik, bir bagka ¢aligmada, Bacteriolyticum stolpii tarafindan baglanma
konak hiicrenin LPS bilesimi i¢in kayitsiz oldugu, buna karsin E. coli icinde OmpF
ve OmpC gibi belirli porinlerin (dis zar proteinleri, Omp'ler) yoklugunda
baglanmanin azaldig1 gosterilmistir. Baska c¢alismalarda, BALO’in, taksonlar
arasinda bilyiik olgiide farklilik gOsteren benzersiz membran lipit yapilarini
sentezledigi gosterilmistir. Ornegin; B. bacteriovorus’ta, lipit A tamamen negatif
yiiklii gruplardan yoksundur ve fosfat gruplart yerine a-D-mannopiranoz kalintilarina
sahip oldugu; B. stolpii’nin benzersiz 2-amino-3-fosfonopropanat baslarina sahip
sfingosfosfolipidleri icerdigi ve Peredibacter starrii'nin ise lipitlere, ilave bir N-
glutamil kalintis1 olan fosfatidiletanolamin yapilarini icerdigi gosterilmistir. Farkli
lipid bilesimi, predatorlerin membran akiskanliginin ve gegirgenliginin degistirildigi
ve bunun da konak hiicre yiizeyi ile etkilesimini ifade eder. Ancak, farkli predatérler

dis zarlarinda farkli lipit yapilar tasirken, ayn1 konak hucreyi kullanma yetenekleri,
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bu yapilarin konak hiicre ile anlamli bir etkilesime sahip olmasa da, konak hiicrenin
hiicre duvarmin farkli bilesenleriyle etkilesime girebilecegini veya farkli
mekanizmalarla konak hiicrenin benzer bilesenleri ile etkilesime girebilecegini isaret
etmektedir [55].

Tip IVa pili, saldir1 faz1 hiicrelerinin flagellasiz kutbunda bulunur, predatorin
konak hiicreye baglanmasi ve penetrasyonu igin gereklidir. Pilusun konak hiicreye
baglanmasi, konak hiicrenin periplazmasinin istilasina olanak saglar. Bu uzanti
konak hiicre sitoplazmik membrana yapistiginda, biiyiime ve boliinme fazi sirasinda,
baglanir. Baglanti i¢cin mekanizma tiim biiyiime dongiisii boyunca ifade edilir ve bu
da pilusun replikasyon sirasinda da rol oynadigini gostermektedir. Ayrica bir
calismada, tip IVb Flp pilusun, biyofilmde B. bacteriovorus’un predasyonunu
arttirdig1 belirtilmistir [55].

2.3.3. Konak Hiicre invazyonu ve Bdelloplast Olusumu

Geri donilisii olmayan baglanma, konak hicre c¢eperinin lokal olarak
pargalanmasini tetikler. B. bacteriovorus tarafindan periplazmanin penetrasyonu,
predatoriin pora dogru sikistirilmasi ile elde edilir, bu da pili kullanilarak yapilabilir.
Bu islem baglanmadan sonra 5-20 dakika icinde tamamlanir ve streptomisine
duyarhidir, bu da por olusumunda enzimlerin iretildigini gosterir. Biitiin siire
boyunca, konak hiicre peptidoglikan1 modifiye edilerek, bir bdelloplast Uretilir. Bu
asamada, konak hiicrenin sitoplazmik zarmnin zarar gormesi, konak hicre

solunumunda hizli bir diisiise neden olur.

Bdelloplast yapimi, glikanazlarin aktivitesi ve hiicre duvarinin N-
asetilglukozaminin  %10-15'inin  ¢6zindurilmesiyle olusur. Erken konak hiicre
lizisini Onlemek icin N-deasetilazlar, penetrasyondan hemen sonra glikanaz
aktivitesini kontrol eder. Uzun zincirli yag asitleri ile konak hiicre peptidoglikaninin
acillenmesi ve bir lipopolisakkarridaz aktivitesi ile LPS glukozaminin %25'inin
¢oziinlir hale getirilmesi, bdelloplast hidrofobikligini arttirir ve potansiyel olarak
ozmotik bir bariyer gibi davranan dis membrani stabilize eder. Biiyiime boslugu,
Braun lipoproteini aktif olarak parcalayan peptidazlar, penetrasyon esnasinda
peptitoglikandan konak hiicre lizizi sirasinda DAP'in serbest birakilmasi ile
penetrasyon ve Dbdelloplast stabilizasyonu sirasinda DAP'in  konak hicre

peptidoglikanina yeniden katilmasinin, etkisi ile daha da degistirilir [55].
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Predator invazyonundan sonra, bdelloplast sliperenfeksiyona karsi bagisiklik
kazanmaktadir.  Bunun, baslangigta  peptidoglikanin ~ N-deasetilasyonundan
kaynaklandig1 diistinilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada, Bdellovibrio sp. W susunun
hem glikanaz hem de N-deasetilaz aktivitelerinin eksik oldugu ve sferik olmayan
bdelloplastlarinin sliperenfeksiyona ugramadigi gosterilmistir. Bu ve diger veriler,
glikanaz aktivitesinin degil, peptidazin konak hucreye penetrasyon sagladigini ve
bdelloplastin yuvarlaklagsmasina konak hticrenin otolitik muramidazlarinin neden
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte [62], invazyon sirasinda ¢ogunlukla eksprese
edilen PBP4 DD-endo/karboksipeptidazin iki homologunda bir ¢ift mutasyonun,
kiresel olmayan bdelloplastlara yol actigi gosterilmistir. Mutantlar ayrica konak
hiicre i¢ine niifuz etmekte daha yavaslardir, bu da peptidaz aktivitesinin invazyon
icin 6zel olmayan bir enzimatik gereksinim oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, tek
mutant olarak kodlanan genlerin her birinde ve daha c¢ok c¢ift mutantlar da

stiperenfeksiyona karst duyarli oldugu ortaya ¢ikmustir [55].

2.3.4. Buyume ve Bolinme

Predator intraperiplazmik B. bacteriovorus, konak hicrenin sitoplazmik
icerigi genisliginde, filamentli bir sekilde biiyiir. Konak hiicrenin DNA’smin %70'ine
kadarini, sirasiyla 6zel enzimlerle sindirerek birlestirir. Predatér, ayrica konak
hiicrenin RNA ribonukleotidlerinin %20-40'1n1, baz ve riboz-L-fosfat kisimlarina
indirgemektedir. Seker fosfat daha sonra enerji tiretimi ve niikleik asit olmayan hiicre
materyalinin biyosentezi i¢in kullanilir. Ayrica, BALO purin ve pirimidin
metabolizmasi i¢in genlerin tam komplementini kodlar. Bunun aksine, BALO, konak
hiicreden elde edilmesi gereken ¢esitli amino asitleri ve riboflavini sentezleme ile
degrade etme yeteneginden yoksundur. Predatérler tarafindan, diger konak hiicrenin,
hiicre bilesenlerinin lipopolisakkarit kisimlar1 ve Omp'ler gibi yapitaglarinin
disaridan alindigi ve kullanildig1 diisliniilmektedir. Yapilan c¢aligmalarda, B.
bacteriovorus'un kendi lipopolisakkaritini sentezledigi ve Omp'leri disaridan
almadig1 gosterilmistir. Carpici bir sekilde ve simdiye kadar bilinmeyen nedenlerden
dolay1, ¢ogu BALO, yaygin DOXP bakteriyel yolu yerine mevalonat yolunu

kullanmaktadir.

Biiylime ve boliinme fazi sirasinda hiicre iskeleti etkilenir: MreB Okaryotik
aktin homologu MreB1, bdelloplast olusumunun baslangicinda proteinin engelleyici

polimerizasyonunun geciken biliylimeye neden olmasi bakimindan énemlidir. Saldir1
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faz1 hiicrelerinde MreB2-mTFP'nin lokalizasyon c¢alismalari, bunun spiral sekilli
niikleoid ile yakindan baglantili oldugunu gostermistir. Ayni1 zamanda, niikleotidin
hiicre kutuplarindan esit mesafede ki konumu, hiicre boliinmesi sirasinda hiicre
uzunlugu ile paralel bir genisletme modelini 6nermistir [63]. Son olarak, filament,
konak hiicrenin biiyiikliigii ile orantili olan yavru hicrelerine (dollere) bolindr [64].
Dol sayist degisir, Bdellovibrio sp. tarafindan tek ve cift sayilarda doller iiretilir;
ornegin E. coli'de konak hiicre basina ortalama 5.7 dol ile Aquaspirillum serpens’de
30 dol dretilir. Boliinme, cift tarafli enfekte olmus konak hticrelerde bile filamentsi
Bdellovibrio sp. hicresi boyunca senkronize olarak meydana gelen septasyon
olaylar1 gibi belirli 6zellikler sergilemektedir. Ortaya ¢ikan saldir1 fazi hiicreleri,

bdelloplastta ayr1 porlardan kagar. Bu hiicreler olgunlasir ve boylari uzar [65].

Yapilan c¢alismalarda, deniz BALO’nin, besin yoksunlugu altinda sabit
bdelloplastlar ile duragan fazda konak hiicrenin senkron enfeksiyonunda diisiik
konsantrasyonlarda bdelloplastlar {irettigi gosterilmistir. Bu yapilar, hizla 6len ancak
cevre sorunlarina duyarli saldir1 faz1 hiicrelerinin aksine, aylarca canli kalmistir [66].
Bunlar saldir1 fazi hiicrelerinin salindigi maya ekstraktinin varhiginda lizise

olmuslardir [55].

2.3.5. Bdellokist

Birkac Bdellovibrio sp. susunun diisiik besin kosullarinda ve konak hiicresi
basina enfeksiyon sikliginda [67] kist benzeri bir asamaya girdigi bildirilmistir.
Bdellokistler enfekte bir konak hiicrede meydana gelir. Predator hiicre, yapisal
olmayan, sekilsiz bir dig tabaka tarafindan g¢evrelenmis olan bobrek seklindeki bir
hiicreye dogru genisler. Predator hiicrenin daha partikiillii plazma membranini, ince
tanecikli bir i¢c tabaka cevreler. Nisasta graniillerine benzeyen yapilar mevcuttur.
Bdellokistler, vegetatif hiicrelere gore kuruluga, yiiksek sicakliklara ve sonikasyona
kars1 daha direnglidir ve ¢imlenmesi i¢in L-glutamat, K* ve NH4" tarafindan tesvik
edilir [55].

2.4. Konak Hicreden Bagimsiz BALO

Laboratuvar kosullarinda, canli konak hiicre yoklugunda zengin ortamda
yetisebilen kendiliginden ortaya ¢ikan tiirevlerin bulundugu bildirilmistir [19].
Konak hiicreden bagimsiz (HI) olarak kesfedilen bu varyantlar, arketipik dimorfik
yasam dongiisiine sahiptir ve predator bir potansiyeli korur. Bu nedenle, fakiltatif

predatorlerdir. Bu varyantlar vahsi tip onciilerle karsilastirildiginda, konak hiicreden
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bagimsizligimin BALO yasam tarzinin orijinal bir asamasi olabilecegini
diistindirmektedir. Konak hiicreden bagimsiz izolatlar, foto-oksidatif hasara karsi
koruyucu sarimtirak bir pigment tiretirler [68], genis bir karbon kaynagini kullanirlar
[69], farkli LPS yapilarim1 sentezlerler [70] ve yapiskan biyofilmleri olustururlar
[71].

Konak hiicreden bagimsiz suslarinin ¢ogu "tip 1" [25] olarak adlandirilan
kiiclk kolonileri olusturan izolatlardir ve standart bir ortam tzerinde izole edilirler.
Bu koloniler, sik1 ve kiigiik biiyliyen kolonileri olusturmak i¢in biiyiik bir inokulumla
ekilmedikce veya ortama predator hucrelerin bir 06zltu takviye edilmezse,
baslangigtaki gelismeden sonra alt kiiltiire ayrilamazlar [72]. Bu kosullar altinda,
izolatlarin yaklasik %1'i standart olmayan, hicre 6zitu takviye edilmemis ortam
tizerinde, yogun, bagimsiz bir sekilde yeniden biiyiitiilebilen, biylk koloni olusturan
"tip II" mutantlar1 olusturacaktir [73]. "Tip I" mutantlar, hicre 6zitiine bagimlidir
(saprofitiktirler) ve tek bir mutasyondan kaynaklanir; "Tip II" mutantlar ise, hiicre
Oziitiine ihtiya¢ duymazlar (akseniktirler) ve ilave bir mutasyondan kaynaklanirlar,
yani ¢ift mutantlardir. Tip | mutantlar 10° ila 107 frekansinda ortaya ¢ikarken [25]; tip
Il mutantlar, tip I'den 102 ila 10% arasinda bir frekansta segilirler [73]. Yapilan bir
calismada, konak hiicreden bagimsiz varyantlarn 10%'ye kadar bir siklikta elde
edilebilecegi bildirilmistir [74]. Bu veriler, aksenik fenotipe giden yolun en azindan
bir bélimiiniin mutasyona yatkin olduguna ve tek rastgele olaylara dayali olmadigini

ortaya koymaktadir [55].

Bir bagka ¢aligmada, Cotter ve Thomashow [75], kucuk bir genetik bolge
icinde, kisa bir ac¢ik okuma c¢ergevesinde (ORF) hit lokusta, ortaya ¢ikan
mutasyonlarin gen Uriiniinde biiyiik degisikliklere yol actigi ve konak hiicreden
bagimsiz varyantlarin mutasyona ugradigini, yani tiim saprofitik mutantlarin ORF'de
mutasyonlara sahip oldugunu goéstermislerdir. Southern hibridizasyon deneyleri, hit

lokusun sadece B. bacteriovorus suslarinda bulundugunu gostermistir [76].

Yapilan bir arastirmada, konak hilicreden bagimsiz B. bacteriovorus HD100
susunun, kiiltlir ortamina 6nemli miktarda hiicre dis1 proteaz ve DNAz salgiladigi ve
gram pozitif Staphylococcus aureus’un biyofilmini bozdugunu (%75 oraninda) tespit
etmiglerdir [77].
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2.5. Hiicre Dongiisiiniin Genetigi

2.5.1. Faz Gegisi

Her faz farkli gen ve protein ekspresyon modelleri ve o6zellikleri ile
karakterize edilmistir [78]. Konak hiicreden bagimsiz (HI) mutantlar ve erken ortaya
¢ikmis bdelloplastlardan salinan hiicreler lizerinde yapilan c¢alismalara gore; saldiri
fazindan, biiyiime ve bolinme fazina geciste konak bakterinin iki sinyali
algilamasinin 6nemli oldugu gosterilmis olup [79], bunlardan ilki baglanma sirasinda
[73], ikincisi buylme sirasinda aktive edilmektedir [72]. Bu tiir programlamanin
biiyiik olasilikla modiilasyonlar1 farklidir ve ana diizenleyiciler tarafindan yonetilen
fazlar arasinda hizli bir gegis saglanmaktadir [80]. B. bacteriovorus FliA (sigma 28)
promotorleri saldinn fazina 6zgl genleri yukari akista temsil edilmekte ve bu
promotorler saldir1 fazi sirasinda kendiliginden asir1 eksprese (ifade) edilmektedir.
Bu ylzden FliA promotorlerinin bir saldir1 fazi ana diizenleyicisi olarak hareket ettigi
sanilmaktadir [78]. B. bacteriovorus’taki RpoE benzeri sigma faktorlerinin ise
gerekli olmadigi, ancak predatoriin etkinligini etkiledigi veya saperonin seviyelerini
diizenledigi varsayilmaktadir [80]. Ayrica 1s1 soku, aksenik buyimeyi arttirdigindan,

1s1 soku tepkisi faz gegisinde Onemli rol oynamaktadir [81].

Yaygmn olan ikinci haberci molekdl siklik di-GMP, birgok bakteride yagam
bi¢iminin belirlenmesinde rol oynamaktadir [82]. BALO genomlari, siklik di-GMP
ve tek siklik di-GMP tip I ribosalter’in yam sira, siklik di-GMP sentezleyen ve
indirgeyen bolca enzim (sirastyla diguanil siklaz ve fosfodiesterazlar) kodlamaktadir
[78]. Siklik di-GMP sinyallesmesinin, B. bacteriovorus’ta flagellar ve kayma
hareketini etkiledigi bunun yani sira, B. bacteriovorus konaga bagimli ve bagimsiz
fenotiplerini de belirlemede o6nemli oldugu gosterilmistir. Bu tdr fenotipik
farklilagsma, farkli diguanilat siklaz setleri ile saglanmaktadir [83]. Siklik di-GMP
ribosalter, saldirt fazi sirasinda anormal sekilde eksprese edilmekte, biylme ve

boliinme fazi sirasinda asagi regiile edilmektedir [78].

2.5.2. Genetik, Genomiks ve Post Genomiks

Periplazmik predatér B. bacteriovorus ve epibiyotik predatér M.
aeruginosavorus’un yiksek verimli transkriptom analizleri yapilmistir [78]. Genel
olarak, global transkripsiyonel degisiklikler faz gecisi ile korelasyon gostermektedir.
Lambert ve ark. [80]’nin saldir1 fazinda, predatér (konak enfeksiyonundan 30 dakika

sonra) ve konaktan bagimsiz (HI) B. bacteriovorus'un transkripsiyon profillerini
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karsilagtirmis ve her bir durumda sadece asir1 eksprese edilmis genleri tespit etmistir.
Bu onlarin alt gen gruplarimi sinirlandirmis olup; saldirt fazi, isgal fazi, blyume ve
boliinme fazi islevlerini saglamistir. Hareketlilik ve taksis genleri ise saldir1 fazinda
asirt  eksprese edilmistir. Hulcre duvart metabolizmasi, tasima sistemlerinin
aktivasyonu ve erken replikasyon fonksiyonlari, predasyonun erken asamalarinda
ifade edilmistir. Makromolekl degradasyonu, kitlesel tasinma, biyosentez yollar1 ve
DNA replikasyonu konaktan bagimsiz (HI) 6rneklerde ifade edilip, blyiime ve
boliinme fazinda eksprese edilmistir. Agikcasi, konaktan bagimsiz (HI) mutantlar
saldin fazina 6zgl profilleri birlestirmeye ve muhtemelen blyume ve bolinme
fazinda baglanmaya yarayan bir transkripsiyonel mozaigi temsil etmektedir. Bu
veriler bu nedenle konaktan bagimsiz (HI) fenotipin altinda yatan mutasyonlarin esas
olarak diizenleyici kisitlamalardan kurtulmus bir hiicre dongiisiine yol ac¢tig
hipotezini desteklemektedir [79]. Karunker ve ark. [78], yalnizca saldir1 fazi ile
biiyiime ve boliinme fazi Uzerinden eksprese edilen B. bacteriovorus’un biyuk alt
genom gruplarin1 bulmak ic¢in bitiun transkriptom dizilimini kullanmistir. Burada
yine, saldir1 fazinda hareketlilik, kemotaksis ve hiicre yiizeyi proteinlerini kodlayan
genler duzenlenmistir. Biiylime ve boliinme fazi sirasinda asir1 eksprese edilen
genler, ribozom biyogenezi, hiicre boliinmesi, DNA polimerazi, kromozom bolinme
proteinleri ve enerji metabolizmasi dahil olmak {izere hiicre biiyiimesi ile ilgilidir
[78]. Epibiyotik a-proteobakteri M. aeruginosavorus'un saldir1 fazinin ekspresyon
profilleri; periplazmik d-proteobakteri B. bacteriovorus'un biiyiime fazina karsilik
gelmektedir. Saldir1 fazinda; flagellar ve kemotaksis genleri, replikasyona baglh
genler ve tasinimla ilgili genler, baglanma sirasinda yukari dogru diizenlenmistir.

Ayrica hidrolaz kodlayici genlerin yapisal olarak ifade edildigi bulunmustur [81].

2.6. Tasima

BALO tarafindan salgilanan salgi, tip I ve tip II (sec) sistemlerini ve ikili
arginin hedef protein translokasyon (TAT) sistemini [48] icermektedir. Tip 111 ve tip
IV salgi sistemleri mevcut degildir. Konak bakterinin sitoplazmasina protein
salgilanmasi, muhtemelen ilk 6nce konak bakterinin periplazmasinin igine salinarak,
daha sonra ana sitoplazmada retranslokasyon yoluyla gerceklestirilmektedir [84]. Bir
bagska 0zel mekanizma, predatér B. bacteriovorus'un Omp’nin konak bakterinin
sitoplazmik membranina gomiilmesi ve muhtemelen onu kiicliik hidrofilik

molekiillere gegirgenlestirmesidir [85].
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B. bacteriovorus'ta, TAT sistemi, konaga bagimli ve bagimsiz suslarin
biylmesi igin gereklidir. Sistem bilesenlerinden bazilari, hiicre dongusinin belirli
sathalar1 sirasinda spesifik olarak eksprese edilip, proteinlerin konak hiicrenin

sitoplazmasina transferini tesvik ettigi gériilmektedir [86].

BALO genomlar1, olagandigi blylk tasima sistemlerinin envanterlerini
kodlamaktadir [84]. d-proteobakterilerden Bdellovibrionaceae ve
Bacteriovoracaceae, amino asitler ve peptidler i¢in ¢ok sayida uptake sistemi
tasirlar; bunun aksine, epibiotik a-proteobakteri Micavibrio aeruginosavorus'da bu
sistemlerin higbiri tespit edilememistir [83]. BALO'n az miktarda seker tasiyicilar
vardir, karbon ve enerji i¢in karbon igcermeyen metabolizmaya bagimlhidir. B.
bacteriovorus riboz, glikozitler, maltoz ve malto-oligosakaritlerin alinmasini
saglayan ii¢ seker permeazina sahiptir [87]. Buna karsilik, bir¢ok akis pompasi
bulunur. Fosfoenolpiruvat bagimli seker tasima fosfotransferaz sistemi (PTS) yoktur.
Niikleotid alimi, ¢ogu zaman obligat predatorlerde bulunan, bakterilerde ise nadir
goralen bir oOzelliktir. B. bacteriovorus muhtemelen iki farkli sistem vasitasiyla
nikleotidleri alabilmektedir [84]. M. aeruginosavourus genomu, niikleotid tasiyici

kodlayici genlerden yoksundur [81].

2.7. Litik Enzim Aktiviteleri

Konak hiicre morfolojisi, Bdellovibrio sp.’nin penetrasyonuna gére 6nemli
ol¢iide degisir: konak hticre genellikle yuvarlak olan bir bdelloplasta doniismektedir.
Kovalent olmayan bir sekilde baglanmig, dis zar bilesenlerinin penetrasyonu ise,
mekanik kuvvetlerin etkisi ile agiklanmaktadir. Bununla birlikte, por olusumu ve
peptidoglikanin iginden ge¢mesi i¢in, kovalent baglar enzimler tarafindan
kesilmelidir [88]. Bu litik aktiviteler bir yandan penetrasyona izin vermeli, diger
yandan ise konak hicrenin erken pargalanmasini onlemelidir. Farkli olarak
diizenlenmis glikanaz ve peptidaz aktivitelerinin sonucu olan peptidoglikanin hizl
¢oOziindiiriilmesi, penetrasyon sirasinda, serbest diaminopimelik asit (DAP) ve hiicre
dis1 ortama salinan amino sekeri ile kanitlanmistir [89]. Serbest DAP daha sonra
sadece intraperiplazmik biliylime sirasinda mevcut olan c¢o6ziinebilir bir enzim
aktivitesi ile bdelloplastin peptidoglikanina hizla eklenmistir [90]. Bir
lipopolisakkarid de istila sirasinda aktiftir. Glikanaz, peptidoglikan deasetilasyonu ile
hizli bir sekilde etkisiz hale gelirken, peptidaz aktivitesi, bdelloplast asamasi

boyunca diisiik bir hizla devam etmektedir [89]. Bdelloplast stiperenfeksiyonunun
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diger Bdellovibrio sp. tarafindan Onlenmesi, peptidoglikan omurgasinin
deasetilasyonuna baglanmistir [91]. Konak hiicrenin peptidoglikaninin uzun zincirli
yag asitleri ile acilleme peptidoglikanin ozmotik stabilitesi icin gerekli olmasa da,
bdelloplastin dis zarmi stabilize etmektedir [92]. Bircok konak hiicre yuvarlak
degildir. Cunkl Bdellovibrio sp. W susu ile enfekte olan hiicreler ve yuvarlak
olmayan, 1s1yla dldiiriilen substrat hiicrelerinin saptanabilir bir glikanaz igermedigi
icin, Tudor ve ark. [93], ayirma i¢in deasetilasyonun gerekli olmadigina, yuvarlak bir
bdelloplast olusumundan glikanaz aktivitesinin  sorumlu oldugu sonucuna
varmiglardir. Intraperiplazmik biiyiime fazinmn sonunda ikinci bir litik aktivite

patlamast ile yeni sentezlenen enzimler kalan peptidoglikani bozmustur [89].

2.8. Enerji Metabolizmasi

Kiltirde BALO, duragan faza girmez ve hem yiiksek hizda ylizme hem de
biiyiime ve ¢ogalma icin, stirekli olarak yiiksek oranlarda enerji kullanmaktadir. Her
iki fazda, E. coli'den yedi kat daha yiiksek olan endojen ve substrat solunum oranlari,
trikarboksilik asit dongusu veya elektron tasima zincirinin fonksiyonel kapasitesinin
doygunluguna yol agmaktadir [87]. BALO fermantasyon yapamaz ve fiili olarak
seker kullanamaz [94]. Amino asitler, baz1 organik asitler (asetat ve a-ketoglutarat)
ve polihidroksialkanoatlardan (PHA) enerji (ATP) elde ederler [87]. Yapilan bir
aragtirmada, endojen solunum sirasinda B. bacteriovorus’ta ATP dongusi, E.
coli'den bes kat fazladir, substrat solunumu da benzerdir, ancak her iki kosul altinda
da fosfat/oksijen oranlar1 E. coli'nin kine benzemektedir [95]. Bir diger ¢alismada,
Bdellovibrio sp.’nin, substrat hiicresinden veya eksojen bir kaynaktan dogrudan
nikleosit monofosfatlari ve ATP’yi, ayrica konak hiicre tirevli fosfolipidleri
kullanabildigi belirtilmistir [96]. Intraperiplazmik asama boyunca, predatoriin
DNaz’lar1, substrat hiicresinin DNA'sin1 bozarak, blylime igin gerekli olan
niikleozitlerin cogunu saglar [97]. Diger niikleozitler, bdellovibrios niikleotidleri yag
asitlerini  sentezleyemediginden [98], RNA bozulmasi, ribonlkleotit ve

deoksiribonukleotid dénusiimlerinden [99] gelir.

BALO’in konak materyalini geri doniistiirebilme kabiliyeti, predator
bakterileri enerji bakimindan verimli hale getirmis: Biiylime ve boliinme fazinda ki
B. bacteriovorus, zengin ortamda [100] yetistirilen bakteriler i¢in 10.5'e kiyasla, 26

olan bir Yatp'yi (tiiketilen ATP basina biyokiitle) a¢iga ¢ikardigi gosterilmistir.
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Yiiksek solunum oranlar1 ve hizli enerji tiikenmesi ile BALO tipik olarak kisa
bir yar1 omiir ile sonuglanir, drnegin; 20 saat icinde B. bacteriovorus'un hucre
slispansiyonunun yasayabilirliginde %95'lik bir kayba neden oldugu goriilmistiir.
Bu, kismen toplam enerjinin %20-40'm1 kullanan BALO'n enerjik olarak yiizmesine
baghdir [101]. B. bacteriovorus, kendi hicresel materyallerini bozarak, eksojen bir

substratin yoklugunda, salinan enerji Gretimini kendine 6zgu sergilemektedir [95].

BALO hayatta kalmayi; amino asitler, bazi organik asitler ve PHA’lar gibi
solunabilir substratlar kullanilarak gerceklestirir. Yapilan calismalarda, B.
bacteriovorus'un konak hiicre tarafindan yapilan PHA'y1 depolimerize edebildigi ve
bunu ATP’yi iiretmek i¢in kullanabilecegi gosterilmistir [87]. Bazit BALO ise kist
benzeri bir duruma girerek veya denizdeki BALO’da gosterildigi gibi bdelloplasti

uyku hali durumuna doniistiirerek sert ¢evre kosullarini asabildigi gézlenmistir.

2.9. Habitat ve Ekoloji

BALO deniz, tath su ve karasal ekosistemlerde yaygin olarak bulunur. Bu
predator bakterilerin habitatlar, izole edildikleri ortama gore ikiye ayrildigi
gbzlenmistir; bunlardan biri deniz veya tuzlu su ekosistemleri ile sinirli olan bir tuz
gerektiren ortamlar iken [102], digeri tuz i¢in diislik toleransa sahip olan, tatli su
ekosistemleri ve topraktir [103]. Tatli su ekosistemde yer alan organizmalarin; Su,
toprak, kanalizasyon, rizosfer, su dagitim sistemleri ile hayvanlarin ve insanlarin
bagirsak kalintilarindan izole edildigi bildirilmistir [31]. Tuzlu suda yer alan
organizmalarin ise; Okyanus, deniz, tuz golleri, halic ve mavi yengeclerin
solungaclarindan izole edildigi bildirilmistir [34]. Ayrica BALO’1n nispeten yogun
olarak bulundugu diger bir habitat yiizey biyofilmleridir [104].

Predatorlerin ¢esitli bakterilere duyarlilig1 ile ilgili yapilan deneylerde tuzlu
su ortamlarinda Vibrio sp.; tatli su ve karasal ortamlarinda E. coli; toprak ve rizosfer
ortamlarinda Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ile kanalizasyon ve
nehir suyunda ise E. coli ve Achromobacter sp.’nin en duyarli konak bakteri
olduklar tespit edilmistir. Toprak, rizosfer ile tatli su gibi ortamlardan predator
bakterinin izolasyon verimini arttirmak i¢in, birden fazla konak bakteri kullanimi

gerektigi belirtilmistir.

Predator bakterilerin bulunduklar1 habitatlara gore inkiibasyon sicakliklarinin

farkli oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Ornegin; tuzlu su ortamlarinda,
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BALO ig¢in, plak olusumu, 22-25 °C inkiibasyon sicakliklarinda gdzlenirken, 30
°C’nin Uzerinde plak olusumunun 6nemli Olcude azaldigi; tatli su ve karasal
ortamlarda ise, yaklasik 30 °C’de plak olusumu gozlendigi bildirilmistir. Optimal
inkiibasyon kosullar1 altinda, plaklar tipik olarak hem tuzlu su ortamlarinda hem de
tatli su ile karasal ortamlarda 48-96 saat arasinda goriildiigii tespit edilmistir. BALO,
mevsimsel dagilim modelleri de sergilemektedir. Izolasyon daha sicak aylarda
g6zlenmekte, yaz sonu ve sonbaharin ilk aylarinda plak sayilari artis gosterirken,

daha soguk aylarda plak sayilarinin azaldig tespit edilmistir [105].

Kiiltlir temelli yaklagimlar tarafindan degerlendirilen BALO’1n popiilasyon
bollugu ve ¢esitliligi biliyiik Olglide azimsanmugtir. Nitekim, farkli BALO
siiflamalarin1 hedefleyen spesifik primerleri kullanarak, populasyon buydklikleri
icin yapilan ilk tahminler, bolluklarinin sayim plakalar1 tarafindan saptanan
miktarindan ¢ok daha yiksek buyiklikte (2.5‘tan fazla) olduklarini géstermistir
[106]. Cok cesitli ortamlarda, 16S rRNA gen dizisi dagilimlarina dayanan BALO’1n
goreceli bollugunun sinirh bir degerlendirmesi, predatorlerin ortalama olarak toplam
bakterilerin %0.2'sine yakin bir kismini olusturdugunu ortaya koymustur. Benzer
sekilde, kiiltirden bagimsiz teknolojiler, BALO ¢esitliliginin, izolatlarin
karakterizasyonu ile saptanandan ¢ok daha biiyik oldugunu ortaya koymaktadir
[107].

Lotka-Volterra konak hicre-predatér modeline dayanan hesaplamalara gore
[108], predatére %50 hayatta kalma sans1 vermek icin, en az 3x10° konak hiicreye
ihtiyact oldugunu gdstermistir. Bu hesaplama, Bdellovibrio sp.’nin yalnizca 6zel
ekolojik nislerde yasayabilecegi yoniindedir. Bununla birlikte, diisiik seviyeli, kararl
durumdaki predator bakteri popiilasyonlari, diisiik konak hiicre yogunlugunda (10*
kob/mL) surekli Kkiltirlerde uzun sidreler boyunca yasamini = siirdiirmistiir.
Bdellovibrio sp.’nin hayatta kalmasi igin yiiksek bir konak hiicre yogunlugunun
gerekli oldugu ve toprakta en az 10°-10° kob/g veya mL konak hiicre
konsantrasyonlarinin ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir [28].

BALO zorunlu aerob olarak kabul edilir, oksik kosullar altinda ¢ogalirlar,
ancak anoksik periyotlar1 atak fazi hiicreleri veya bdelloplastlar olarak yasayabilirler
[109]. Schoffield ve ark. [110], BALO suslarinin, anoksik ortamlarda 9 giine kadar
dayanabilecegini ve mikroaerobik kosullar altinda konak bakterilere saldirabildigini

tespit etmistir. Ayrica ayni arastirmacilar, B. bacteriovorus 109J'nin oksijen kisith bir
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ortamda avlanmadigini, ancak diger BALO’m bu kosullar altinda da avlanmaya
adapte oldugunu bildirmistir. Monnappa ve ark. [111] 2013 yilinda, B.
bacteriovorus'un nitrat eklendigi siirece anoksik kosullar altinda basariyla
avlandigin1 belirlemislerdir. B. bacteriovorus’da nitrit rediktaz ve nitrit oksit
rediktaz bulunur, fakat bona fide nitrat rediiktaz genleri bulunmamaktadir [48].
Micavibrio aeruginosavourus EPB ancak ARL-13 susu harig, bir nitrat rediktaz
kompleksi icin kodlama yapar [112]. Ayrica, halo-toleransli predatorlerin, mikro-
aerobik kosullar altinda biiyidiigii gosterilmis, toprakta ve suda diisiik oksijen

gerilimi olusmus ve predator bu kosullara uyum sagladigi bildirilmistir [59].

BALO’in bulundugu bir bagka habitat, ylizeyler iizerinde bulunan
biyofilmlerdir. Biyofilmlerin kati fazlar1 arasindaki siirekli boslukta, ¢Oziinmiis
kimyasallar, asili parcaciklar ve hiicreler serbest¢ce hareket edebilir [113]. Bu
nedenle, kiiciik boyutlarina, yiiksek hareketliligine ve ¢arpma moduna baglh olarak
predatdr bakterilerle, iligkili biyofilmlerin bakteriyel bilesimini gii¢lii bir sekilde
etkilemesi olasidir. Yapilan bir ¢alismada, E. coli hlcrelerinin biyofilm seviyesini
etkili bir sekilde diisliren bir predatdr izolatinin paslanmaz ¢elik lizerinde bulundugu
bildirilmistir [39]. Yiizeyle iliskili Bdellovibrio sp.’in gesitli ¢evresel saldirilardan
kurtuldugu, ancak serbest hiicrelerinin hizla 6ldiigi gosterilmistir [114]. Sonug
olarak, biyofilmlerin BALO igin potansiyel olarak daha zengin bir yasam alani
sagladig1 ve diisiik mikrobiyal yogunluklu biyotalarda predatoriin gelisimi i¢in daha

elverisli bir ortam olusturdugu gozlenmistir [59].

2.10. Uygulamalar

BALO’in karakteristik yasam tarzi, onlar1 bir dizi uygulama i¢in cazip
adaylar haline getirmistir; 6rnegin kimyasal antibiyotiklere canli alternatifler, su
tirlinleri yetistiriciliginde su kalitesini arttirmak i¢in ajanlar, dis plagi bakterilerini
kontrol etmek igin bir ara¢ ve tavuklarda Salmonella kaynakli sizintili bagirsak

sendromu tedavisinde ajan olarak onerilmistir [55].

BALO, ¢ok genis ve spesifik olmayan konak hicrelere predasyon
gostermektedir. Bu bakterilerin litik 6zelliklere sahip olmasi ekolojik sistemde
homeostazin muhafazasi iginde 6nemli bir rol oynamaktadir [115]. Cok farkli ve
degisik cinste bulunan gram negatif bakteriler ile bazi gram pozitif bakterilere
saldirabilirler. Ornegin; bir calismada Bdellovibrio bacteriovorus 109J susunun,

konak hiicre olarak; Escherichia, Pseudomons, Chromatium, Spirillum,
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Acinetobacter, Aeromonas, Bordetella, Burkholderia, Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella, Listonella, Morganella, Proteus, Serratia, Salmonella, Shigella, Vibrio ve
Yersinia suslarina saldirdigi bildirilmistir [1]. Markelova [116], Bdellovibrio
bacteriovorus 100NCJB susunun, Helicobacter pylori'ye saldirabilecegini
gostermistir. Bu patojenik gram negatif bakterilerin bazilarinin insanlar1 enfekte
ettigi, bunun yani sira aralarinda hayvan ve bitki patojeni de oldugu kanitlanmigtir
[117]. Bu predator bakteriler, bir¢ok insan ve hayvan patojenini konak bakteri olarak
kullanma yetenegi yliziinden ‘yasayan antibiyotikler’ olarak adlandirilmaktadir
[118]. Genellikle gram negatif tirlerin B. bacteriovorus’un konagi oldugu
bildirilmesine ragmen, besin eksikligi durumunda bu predator bakterinin bazi1 gram
pozitif turlerden de yararlanabilecegi goriilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada,
Staphylococcus aureus'un varliginda B. bacteriovorus’un etkinligi ile S. aureus ve
Pseudomonas aeruginosa'nin siklikla enfeksiyoz ajanlar olarak bir arada bulundugu,
kistik fibroz gibi, bazi patolojilerde olasi terapétik kullanimi ile ilgili oldugu
sonucuna varildigi gosterilmistir. Pantanella ve ark. [119], ti¢ farkli protisti konak
olarak kullanmislardir. Konak olan protozoalardan biri siliat Tetrahymena pyriformis
ile diger ikisi flagellat Poterioochromonas malhamensis ve Poteriospumella
lacustris’tir. Siliat Tetrahymena pyriformis ile BALO’1n, flagellatlara gore daha iyi
bir sekilde predatdr-konak hicre etkinligi gosterdigi tespit edilmistir, fakat kaynak
bakimindan zengin ortamlarda, BALO’in protistleri konak olarak tercih

etmeyebilecegi belirtilmistir [120].

Antibiyotiklere direngli patojenik bakteriler insanlarda ciddi hastaliklara yol
agmaktadirlar. Ozellikle bu bakteriler, genis spektrumlu B-laktamaz ve KPC-tip p-
laktamaz gibi son derece gucli B-laktamaz Gretirler. Antimikrobiyal maddelere
direncli bakteri enfeksiyonlariyla miicadele igin alternatif bir yaklasim da, bu
patojenleri yok etmek icgin predator bakterilerin kullanilmasidir [117]. B-laktam
antibiyotiklerinin BALO tirleri Uzerine etkisinin olmadigi, bu yiizden predator
suslarin aktif oldugu ve konak tiirlere saldirdig: sirada, bu antibiyotiklerin de birlikte
kullanilabilecegi bildirilmistir [1]. Kadouri ve ark. [121], Bdellovibrio bacteriovorus
109J, B.bacteriovorus HD100 ve Micavibrio aeruginosavorus ARL-13 predatorler
[Acinetobacter baumannii (AB276, AB285), Escherichia coli (YD429, YDA438,
YD446, YDC345, AZ1285), Klebsiella pneumonia (YD466, AZ1032, AZ1093,
AZ1136, AZ1169), Pseudomonas aeruginosa (GB771), Pseudomonas putida
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(YA241)] kars1 predator etkileri degerlendirmislerdir. Buna gore; B. bacteriovorus
HD 100'Un tlm incelenen konak bakterileri avlayabildigi, B. bacteriovorus 109J’nin
14 konak bakterinin 13'Und avladigi ve M. aeruginosavorus ARL-13 ise 14 konak
bakterinin 5’ini avlayabildigi bildirilmistir. Bugiine kadar predator bakteriye karsi
tamamen direncli mutant bir konak bakteri bulunamamistir. Yapilan bir bagka
antibakteriyel caligmada ise, gram pozitif bakterilere karsi etkili olan antibiyotik
violaseinin, predator B. bacteriovorus HD100'Un aktivitesini engelleyemedigi ortaya
konulmustur. Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Bacillus cereus ve
Klebsiella pneumoniae igeren 4 kiiltiire karsin hem violasein hem de B.
bacteriovorus HD100'in birlikte uygulanmasi sonucu, toplam populasyon %99.98
azalttig: belirtilmistir [122].

Insanlarda bakteriyel kronik iltihabik enfeksiyonlarin ¢ogu biyofilm
olusumunu kapsar. Insanlarda bakteriyel kronik enflamatuar ve enfeksiydz
hastaliklarin ¢ogu, idrar yolu enfeksiyonlarinda iiropatojenik E. coli, gastrointestinal
enfeksiyonlarda enterohemorajik E. coli ile biyofilm olusumunu igerir. Kadouri ve
ark. [123]’nin, Bdellovibrio sp.’nin, bu biyofilmleri istila ettigini ve etkili bir sekilde
yok ettigini gostermislerdir. Ayrica Bdellovibrio bacteriovorus, ayni1 zamanda tek ve
karisik tiirler tarafindan yapilan biyofilmlere de saldirabildigi ve sadece yuzeyi ile
siirli olmayip, biyofilmlerin 30 um kalinhigina kadar erisebildigi gosterilmistir [1].
Bir baska c¢alismada, BALO izolatinin, paslanmaz ¢elik tizerindeki biyofilm
olusturan E. coli hiicrelerinin seviyesini etkili bir sekilde azalttig1 tespit edilmistir
[39]. B. bacteriovorus HD100’un Staphylococcus aureus biyofilmlerini kullandig:
bildirilmistir [124]. Staphylococcus aureus, sirayla bakteri hiicrelerini barindiran
hiicre dis1 polimerik maddeler veya EPS iceren biyofilm iiretimine katkida bulunma
yetenegine sahiptir [125]. EPS matrisi, hiicre dist DNA, polisakkaritler ve yiizeylere
giiclii bir sekilde yapisan ve biyofilmlerin ¢ikarilmasinda zorluklara neden olan
proteinler tarafindan {iretilir. Biyofilmin {iistesinden gelmek ic¢in, EPS'yi elimine
etmek icin proteazlar ve DNaz’lar gibi hidrolitik enzimler kullanilir [126]. S. aureus
biyofilm olusumunun, Bdellovibrio bacteriovorus siipernatanti tarafindan inhibe
edildigi, predator bakteriler 6zellikle proteinaz K gibi birgok hidrolitik enzim trettigi
gosterilmistir [127]. Bu enzimler konak hicrenin makromolekullerini hidrolize
edebilir, boylece predator bakterilerin biyofilme kars1 etkili bir sekilde ¢aligmasini

saglar [128]. Hicre dist polimerik madde bozucu enzimlerin yardimi ile B.
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bacteriovorus'un biyofilm giderim kabiliyetini arttirmayr amaglayan deneyler
yapilmis, proteinaz-K'nin predasyonu onledigi gosterilmistir. Ayrica, bir poli-n-
asetilglukosamin (PGA) hidrolize edici enzim olan DspB ile muamele edilmis A.
actinomycetemcomitans biyofilmleri, biyofilm giderimini arttirdig1 bildirilmistir. B.
bacteriovorus 109J'nin, A. actinomycetemcomitans'a karsi predasyonu, ayni
bakterilere kars1 B. bacteriovorus HD100'linkiyle ¢ok benzer oldugu belirlenmistir
[129]. A. actinomycetemcomitans ile ¢esitli B. bacteriovorus konsantrasyonlarini
birlestiren predasyon deneyleri yapildigi bildirilmis olup, sonu¢ olarak patojen
canliliginda biiylik bir disiis ile daha yiiksek bir predatoér hiicre konsantrasyonu
gozlenmistir [130].

Periodontitis, ¢cok sayida gram negatif patojen i¢eren karmasik bir biyofilme
gomuli dental plak denilen bir polimikrobiyal enfeksiyondur [131]. Dental plak
denilen iyi korunmus karmasik bir biyofilme gomiilii Pseudomonas aeruginosa gibi
cok sayida gram negatif patojenlerin ortadan kaldirilmasinda, Bdellovibrio sp. suslari
basarili bir sekilde kullanildig1 gosterilmistir [123]. Van Essche ve ark. [128] nin,
Bdellovibrio bacteriovorus HD100’ln, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(periodontitise katkida bulunan baslica tiirlerden biri) saldirabildigini gostermislerdir.
Bir ya da daha fazla Bdellovibrio sp. suslarinin, periodontit ile farkli bakteri tiirlerine
saldirabilecegi belirtilmistir. Taramali elektron mikroskobu ile Bdellovibrio sp.’nin
biyofilm biyokitlesini azaltabildigi gosterilmistir [1]. Dashiff ve Kadouri [117], B.
bacteriovorus’un  oral  patojen olan  Eikenella  corrodens ve A.
actinomycetemcomitans’in  biyofilmlerine predasyonu ile B. bacteriovorus'un
hidroksiapatit ylzeyler iizerinde gelistirilen biyofilmleri ortadan kaldirabildigini ve
metabolik olarak inaktif biyofilmlere de saldirabildigini tespit etmislerdir. Calismada
onemli bir bulgu, predator bakterinin tlklrik varliginda saldirabilme yetenegidir.
BALO gelecekte gargaralar, gibi oral bir antibakteriyel ajan olarak kullanilmasi
acisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Van Essche ve ark. [130]’nin, alt1 farkli BALO
susunun (B. bacteriovorus HD100, B. bacteriovorus 109J, Bacteriovorus sp. BEP2,
Bacteriovorax sp. FCE, Peredibacter starrii A3.12, Bacteriovorax stolpii Uki2) alt1
farkli periodontik patojene (Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Eikenella
corrodens, Porphyromonas gingivalis, Capnocytophaga sputigena, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum) karsi1 predasyon etkinligini belirtmislerdir.
Alt1 farkli BALO susundan B. bacteriovorus HD100, test edilen dort periodontik
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patojenin canliligin1 azaltmis ve en genis konak spektrumu goOsterilmistir. B.
bacteriovorus 109J gibi diger suslar, li¢ periodontopatojenin par¢alanmasina neden
olmus, Bacteriovorus sp. BEP2 ve Bacteriovorax sp. FCE, test edilen iki patojeni
etkiledigi bildirilmistir. P. starrii A3.12, A. actinomycetemcomitans'a karst etkin
oldugu, B. stolpii Uki2 ise test edilen herhangi bir periodontopatojen olan konak
bakteriyi avlamadigi tespit edilmistir. BALO suslarinin, oral mikrobiyotaya inokule
edilmesi sonucu, ¢esitli periodontal patojenlerin sayisinin hizla azaldigi bildirilmistir
[1].

BALO yiiksek organizmalarda patojen degildir. Hayvan modellerinde
predator bakterileri kullanmak igin birka¢ arastirmada bulunulmustur: Nakamura
[132], Shigella flexneri'nin neden oldugu keratokonjonktivitin tavsanda Bdellovibrio
sp. ile etkili bir sekilde tedavi edildigini, ancak tavsanlarin bagirsak yollarindaki
patojenlere karst BALO kullaniminin basarisiz oldugunu bildirmistir [133]. Shigella
sp. ile enfekte olan zebra baligi (Danio rerio) larvalarina enjekte edilen predator
bakterinin, Shigella sp.’ye etki ettigi bildirilmistir [134]. Bir diger calismada
Salmonella enteritidis ile enfekte olan tavuklara, B. bacteriovorus oral yollarla
verilmis ve tavuklarin gastrointestinal sistemlerinde olumlu bir iyilesme gozlenmis
ve BALO varliginin bagirsagin  genel mikrobiyotasin1 degistirdigi, ancak
hayvanlarin biyumesi (zerinde olumsuz bir etkisi olmadigi bildirilmistir [135].
Bagka bir ¢alisma da, Bdellovibrio sp.'nin hayvan diskisindan da izole edilebilecegi
gosterilmistir [136]. Sigir keratokonjunktivitinin etkeni olan Moraxella bovis ile
enfekte olan B. bacteriovorus 109] susu uygulanmig ve Moraxella bovis
enfeksiyonlarinin  tedavisinde kullanilabilecek potansiyel bir ajan oldugu
belirtilmistir [137]. Klebsiella pneumoniae ile enfekte olan farelere nazal yol ile
Bdellovibrio bacteriovorus ve Micavibrio aeruginosavorus verilmis, patojen
bakterilerin sayisinin azaldigi tespit edilmis, saglikli farelere de nazal yol ile bu
predator bakteriler verilmis ve fareler de herhangi bir akciger problemi olusmadigi
bildirilmistir [138]. Predator bakterilerin tavsanlarin {izerinde toksik etkileri
arastirilmig, tavsanlarin gozlerine dort giin boyunca fizyolojik tuzlu su, vankomisin,
M. aeruginosavorus, B. bacteriovorus HD100 ve B. bacteriovorus 109] soliisyonlari
damlatilmig ve tavsanlarda herhangi bir toksik etki gosterilmemistir. Ayrica B.
bacteriovorus ve M. aeruginosavourus’un insan kornea stromal keratositleri igin

toksik olmadigi bulunmus, bununla birlikte proinflamatuar kemokin IL-8'in
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tiretilmesini sagladigi, ancak IL-1p iiretimine neden olmadig tespit edilmistir [139].
Predator bakterilerin canli antibiyotikler olarak kullanimini g6z 6niinde bulundurmak
icin, bunlarin insan hiicreleri tizerindeki etkilerini arastirmak 6nemlidir. Bdellovibrio
bacteriovorus 109J ve HD100 suslar1 ile Micavibrio aeruginosavorus ARL-13
susunun, bes farkli insan hiicre hattina (insan keratinositleri, insan karaciger epitel
hicreleri, insan bobrek epitel hiicreleri, insan dalak monositleri, insan kani ile aktive
olan makrofajlar) dogrudan maruz kalmasi sonucu, 6l¢tlebilir herhangi bir sitotoksik

veya enflamatuar yanit ortaya ¢ikarmadigi bildirilmistir [140].

BALO’in fitopatojenlere karst potansiyelini aragtiran ¢esitli ¢alismalar
yapilmistir. BALO, celtik tarla suyundan Xanthomonas oryzae'yr etkili bir sekilde
ortadan kaldirmis ve topraktan Pectobacterium carotovorum subp. carotovorum
popiilasyonlarmin hizli disiisiine neden oldugu belirtilmistir [28]. Soya fasilyesi
rizosferinden izole edilen BALO, Pseudomonas glycinea'nin neden oldugu bakteriyel
yanikligi kontrol etmek i¢in kullanildigi gosterilmistir [37]. Patatesin yumusak
curlikcul ve siyah leke hastaligin1 kontrol etmek icin arastirmada bulunulmustur
[141]. Antagonistik Pseudomonas fluorescens ile Cin lahanasi rizosferinden
Bdellovibrio sp.'nin izolasyonu gergeklestirilmistir [27]. Bdellovibrio sp.'nin bitki

blylmesini tesvik eden rizobakterilere karsin etkili oldugu bildirilmistir [142].

Bdellovibrio sp.'nin dogal su sistemlerinin kendiliginden arindirilmasinda bir
rolii Onerilmistir [32]. Bdellovibrio sp., belirli kimyasallara ve metallere karsi
oldukga hassas olduklarindan, sudaki bilesikler i¢in indikator olarak kullanilmistir
[143]. Ekolojide tehlikeli kirletici maddelerin (lre, fenol, diiron ve kadmiyum
iyonlarinin) ¢esitli konsantrasyonlarinda bu bakterilerin fizyolojik aktiviteleri
incelenmis ve Kirleticiler varliginda elimine olmadiklar1 gosterilmistir [144]. Bir
baska ¢alismada, ekolojik olarak tehlikeli kirleticilerden agir metal ve kadmiyumun,
Bdellovibrio bacteriovorus lizerindeki etkisi incelenmis ve ekolojik olarak saglam bir
biyoteknolojinin gelistirilmesinde temel 6neme sahip olabilecegi gosterilmistir [145].
Onemli cevresel kirleticiler olan kadmiyum ve diuron, Bdellovibrio bacteriovorus
Uzerindeki etkileri incelenerek, bu predatér ekosistemlerin biyolojik olarak

korunmasina katki sagladigi gosterilmistir [146].

Atik su tesislerinde kullanilan membran biyoreaktdrlerinde en Onemli
problem mikroorganizmalarin filtreler iizerinde biyofilm olusturmasidir. Fiziksel ve

kimyasal temizleme yontemleri sik sik filtrelerin temizlenmesinde kullanilmaktadir.
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BALO’1n atik su tesislerindeki membran filtrelerin iist yiizeyinde olusan biyofilm
tabakasini yok ettigi [147], gram negatif bakterilerin sayisini azalttig tespit edilmistir
[46]. Ozkan ve Yilmaz [148], Bdellovibrio bacteriovorus’un aktif camur
bakterilerinin olusturdugu biyofilm tabakayr %39 oraninda temizledigi ve bu
predator bakterilerin  istenmeyen biyofilm olusumunu engelleyebilecegini
gostermiglerdir. Kanalizasyonda aktif ¢camurdan, biyoliz islemine yardimci olmak
amaciyla, BALO izole edildigi bildirilmistir. Konak bakteri olarak Aeromonas sp.,
Klebsiella sp., Enterobacter sp., Raoultella sp. ve Escherichia sp. kullanilarak, aktif
camurdan 30 BALO izolat1 izole edilmistir [149].

Temel genetik parcalar gelistirerek, pratik uygulamalar igin predator
bakterilerde genetik manipilasyon deneyleri yapilmistir. Gen ekspresyonunu kontrol
etmek icin, Bdellovibrio bacteriovorus’ta predasyon esnasinda teofilinle aktive olan
ribosalterler tanimlandig bildirilmistir. Escherichia coli'ye ribosalterler yerlestirilmis
ve muhendislik susunun daha hizli bir predasyon kinetigi gosterdigi belirtilmistir
[150]. Predator B. bacteriovorus 109J ve M. aeruginosavorus'un konak Klebsiella
pneumoniae ile kiltirlenmesi sonucu, konak-predator etkilesiminin genetik analizine
bakilmis ve bu etkilesim sirasinda konakta ¢ok az genetik varyasyon ve yatay olarak

aktarilan kromozomal DNA kanit1 goriildiigi bildirilmistir [151].

30



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Su ve Toprak Numuneleri

Bu ¢alismada BALO’1n izolasyonu i¢in 6rnekleme alani olarak su ve toprak
numuneleri kullanilmistir. Calismada su numuneleri, Mayis 2016-Haziran 2019
tarihleri arasinda 30 kez olmak Ulizere Manisa Saruhanli Atik Su Aritma Tesisi’ndeki
(Sekil 3.1.) atik su numunesinden (6n ¢okeltim ¢ikis suyu, atik su aritma tesisi giris

suyu ve geri devir pompa suyu) alinmistir.

Manisa Saruhanli Atik Su Artma Tesisi (Yilmaz Mahallesi, 45800,
Saruhanli/Manisa, koordinatlar1 38°43'10.1"N ve 27°32'21.8"E) Saruhanli’da 12.879
m? alana kurulmus ve bu tesiste; giris terfi merkezi, anaerobik havuzu, havalandirma
havuzu, son ¢okeltme havuzu, camur susuzlastirma iinitesi, geri devir ve fazla camur
pompa istasyonu, UV dezenfeksiyon yapisi, camur tanki, blower binasi ve idari bina
bulunmaktadir. Bu tesisin giinlik debisi 3.000 m%g ile 5.040 m%/g arasindadur.
Proses tipi ise uzun havalandirmali aktif camurdur. Numuneler 250 ve 500 mL steril
kapakli borasilikat siselerde, soguk zincir kosullarinda bekletmeksizin laboratuara

getirilmistir.

Sekil 3.1. Manisa Saruhanli Atik Su Aritim Tesisinin Genel Gorlinim.

Calismada toprak numuneleri ise, Balikesir Burhaniye/Orendeki (39°29'58"N
ve 26°56'27"E) (Sekil 3.2.) elma ve erik agaglari bulunan meyve bahgelerinden Nisan
2016 tarihinde ve Izmir Selguk/Barutcu koyu (38°0'43.27"'N ve 27°19'38.02"E)
(Sekil 3.3.) ile Izmir Selguk/Zeytinkdyde ki (37°59'28.41"N ve 27°16'56.92"E) (Sekil
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3.3.) kiraz ve ayva agaclar1 bulunan meyve bahgelerinden Aralik 2017 tarihinde,
steril polietilen torbalara konularak soguk zincir kosullarinda bekletmeksizin
laboratuara getirilmistir. Laboratuara getirilen numuneler hemen isleme alinmis,

hemen isleme alinamayan numuneler 4 °C’de buzdolabinda bekletilmistir.

4 f

Oren Carsisi & — . Burhaniye Uygulamalifs
- . ' : Jlse BilimlerYiikse
Q Raprika .

Sekil 3.2. Toprak Orneklerinin Alindigi Balikesir Burhaniye/Oren Mevkisinin
GOranumi (39°29'58"N ve 26°56'27"E).

B

Lids 'H'ﬁf ;

Sekil 3.3. Toprak Orneklerinin Alindig1 Diger Lokaliteler A) izmir Selguk/Barutcu
Koyl Mevkisi (38°0'43.27"N ve 27°19'38.02"E), B) izmir Selguk/Zeytinkoyii
Mevkisi (37°59'28.41"N ve 27°16'56.92"E).

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Cozeltiler ve Kimyasallar

Calismada; Hepes Fisher Scientific BP310-500, Kalsiyum Klorid Dihidrat
(CaCl2.2H.0) BioShop CCL302.1, Magnezyum Klorid Heptahidrat (MgCl..7H,0)
Merck 8.14733.0100, Agar Oxoid LP0011, Nutrient Broth Merck 1.05443, Yeast
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Ekstrakt Oxoid LP0021, Pepton Oxoid LP0037, NaCl Gerbu, NaOH Merck, Tris
(Hidroksimetil amino metan) Sigma T-6068, Gluteraldehit Merck 1.04239.0250,
Agaroz Sigma A9539, TAE Tamponu Fisher Scientific BP1332-1, Gliserol Sigma
15524-1L-R olarak kullanilmustir.

Besiyerleri

Besiyeri 1: HM Broth

Hepes 0.5 Gram (Q)
Kalsiyum Klorid Dihidrat (CaCl2.2H,0) 0.6 Mililitre (mL)
Magnezyum Klorid Heptahidrat

(MgCl,.7H,0) 033 mt-
Distile Su 100 mL
pH 7.4

Besiyeri 2: HM Agar

Hepes 0.5 g
CaCl,.2H20 0.6 mL
MgCl2.7H20 0.33 mL
Agar 1.5 g
Distile Su 100 mL
pH 7.4

Besiyeri 3: Dilte Nutrient (DN) Agar

Nutrient Broth 0.08 g
CaCl2.2H20 0.6 mL
MgCl2.7H20 0.33 mL
Agar 1.5 g
Distile Su 100 mL
pH 7.4

Besiyerlerinin pH’st 1 N NaOH ile 7.4’e ayarlanmigtir. BALO izolasyonunda
kullanilan bu besiyerleri formiilasyonlarina gore hazirlanmis olup, 121°C’de 15
dakika otoklavda sterilize edilmistir. Ayrica bu besiyerlerinin igerisinde bulunan
‘CaCl2.2H20 ve MgClI,.7H20’ otoklavlanmadan, 0.2 pm por ¢apli steril filtreden
gecirilerek sterilize edilmistir. Agar; yari kat1 halde 0.6 g, kat1 halde ise 1.5 g

olarak kullanilmistir.
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Besiyeri 4: Yeast Ekstrakt Pepton (YP) Agar

Yeast Ekstrakt 0.3 g

Pepton 0.06 g

Tris-HCI 0.05 Molarite (M)
Agar 1.2 g

Distile Su 100 mL

pH 7.5

Besiyeri pH’st 1 N NaOH ile 7.5’¢ ayarlanmistir. izolasyonda kullanilan bu
besiyeri formiilasyona goére hazirlanmis olup, 121°C’de 15 dakika otoklavda
sterilize edilmistir. Agar, yar1 kati halde 0.6 g, kati halde ise 1.5 g olarak
kullanilmuastir.

Besiyeri 5: Nutrient Broth (NB)
Pepton

Yeast Ekstrakt

Lab-Lemco Tozu

Sodyum Kloriir (NaCl)

Distile Su 1000 mL

pH 7.4+0.2

Ticari olarak besiyeri (Oxoid CM0001)’den 13 g/L hazirlanmustir. Besiyeri pH’s1 1

g1 L N Ol

g
g
g9
g9

N NaOH ile 7.4’a ayarlanmistir. Konak bakterilerin aktive edilmesinde ve
saklanmasinda kullanilan bu besiyerinin genel igerigi yukarida verilmistir.
121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Besiyeri 6: Nutrient Agar (NA)

Pepton 5 g
Yeast Ekstrakt 2 g
Lab-Lemco Tozu 1 g
NaCl 5 g
Agar (Oxoid) 15 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.440.2

Ticari olarak besiyeri NB (Oxoid CMO0001)’den 13 g/L ile Agar’dan 15 g/L
hazirlanmistir. Besiyeri pH’st 1 N NaOH ile 7.4’¢ ayarlanmistir. Konak

bakterilerin aktive edilmesinde ve saklanmasinda kullanilan bu besiyerinin genel

34



icerigi yukarida verilmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.
Besiyeri 7: Luria Broth (LB)

Kazein Pepton 10 g
Yeast Ekstrakt 5 g
NaCl 10 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.5

Ticari olarak besiyeri (Fisher BioReagents BP9723-500)’den 25 g/L hazirlanmstir.
Besiyeri pH’st1 1 N NaOH ile 7.5’e ayarlanmistir. Konak bakterilerin aktive
edilmesinde ve saklanmasinda kullanilan bu besiyerinin genel igerigi yukarida
verilmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Besiyeri 8: Luria Agar (LA)

Pepton 10 g
Yeast Ekstrakt 5 g
NaCl 10 g
Agar (Oxoid) 15 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.5

Ticari olarak besiyeri LB (Fisher BioReagents BP9723-500)’den 25 g/L ile
Agar’dan 15 g/L hazirlanmistir. Besiyeri pH’s1 1 N NaOH ile 7.5’e ayarlanmustir.
Konak bakterilerin aktive edilmesinde ve saklanmasinda kullanilan bu besiyerinin

genel igerigi yukarida verilmis olup, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilmistir.

Besiyeri 9: Eosin Metilen Blue Agar (EMB)

Pepton 10 g
Laktoz 5 g
Silikroz 5 g
Potasyum Fosfat (K2HPQO4) 2 g
Eosin Y sarimsi 0.4 g
Metilen Mavisi 0.07 g
Agar 13.5 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.1+0.2
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Ticari olarak besiyeri (Merck 1.01347)’den 35.97 g/L hazirlanmistir. Besiyeri
pH’s1 1 N NaOH ile 7.1°e ayarlanmistir. Konak bakterilerin aktive edilmesinde
kullanilan bu besiyerinin genel igerigi yukarida verilmis olup, 121°C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir.

Besiyeri 10: King B Agar (KBA)

Pepton 20 g
Dipotasyum Fosfat (KoHPOa) 1.5 g
Magnezyum Sulfat (MgSOa) 1.5 g
Agar 14 g
Gliserol (Sigma 15524-1L-R) 10 mL
Distile Su 1000 mL
pH 7.0£0.2

Ticari olarak besiyeri KB (Pronadisa Cat:1532.00)’dan 37 g/L ile Gliserol’den 10
mL hazirlanmigtir. Besiyeri pH’st 1 N NaOH ile 7.0’a ayarlanmistir. Konak
bakterilerin aktive edilmesinde kullanilan bu besiyerinin genel igerigi yukarida
verilmis olup, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Besiyeri 11: Cetrimide Agar (CA)

Jelatin Kaynakli Pepton 20 g
MgCl2.7H20 1.4 g
Potasyum Silfat (K2SO4) 10 g
Setrimid 0.3 g
Gliserol (Sigma 15524-1L-R) 10 mL
Agar 13.6 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.0£0.2

Ticari olarak besiyeri CA (Merck 1.05284.0500)’dan 45.3 g/L ile Gliserol’den 10
mL hazirlanmigtir. Besiyeri pH’st 1 N NaOH ile 7.0’e ayarlanmistir. Konak
bakterilerin aktive edilmesinde kullanilan bu besiyerinin genel igerigi yukarida
verilmis olup, 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

Cozeltiler ve Kimyasallar:

Kristal Viyole Solisyonu

Kristal viyole 1 g

Asit-Fenik Kristali 2 g
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%95’lik Etil Alkol 10 mL

Ultra Saf Su (dDH20) 100 mL

Konak bakterilerin preparasyon calismasinda, Gram boyamada, Kristal viyole
soliisyonu kullanilmistir. Kristal viyole ile Asit-fenik kristali porselen kapta havan
yardimi ile ezilerek, alkolde ¢6ziilmiis ve iizerine 100 mL distile su eklenmistir.

Iyodiir Soliisyonu

Potasyum Iyod(ir 2 g
Iyot 1 g
dDH-0 300 mL

Konak bakterilerin preparasyon c¢aligmasinda ve Gram boyamada lyodiir
soliisyonu kullanilmustir. Iyodir sollisyonu; potasyum iyodir ve iyotun havan
icerisinde iyice ezilip karistirilarak, distile su eklenmesi ile hazirlanmistir. Koyu
renkli siselerde saklanmustir.

Safranin Solliisyonu

Safranin 0.56 g

dDH20 300 mL

Konak bakterilerin preparasyon calismasinda ve Gram boyamada Safranin

solusyonu kullanilmigtir. Safranin sollisyonu, distile su igerisinde ¢ozundurulerek

hazirlanmistir.

Tamponlar:

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS, %0.9)

NaCl 9 g
Distile Su 1000 mL
pH 7.0

Tamponun pH’s1 1 N NaOH ile ayarlanmistir. Konak bakterilerin yogunlugunun
Olgiilmesi ile ilgili yapilan seyreltmelerde tampon olarak fizyolojik tuzlu su
kullanilmig ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilmistir.

NaOH (1 N)
Sodyum Hidroksit (NaOH) 20 g
dDH.0 500 mL

Bu tampon formiilasyonuna gore hazirlanmistir. Besiyerlerin, ¢ozeltilerin ve

soliisyonlarin pH ayarlanmasinda kullanilmistir.
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Tris-HCI Tamponu (0.05 M)

Tris 6.057 g
dDH.0 1000 mL
pH 7.6

Tris tamponu, formiilasyonuna gore hazirlanmis, daha sonra derisik HCI ile pH
istenilen degere getirilmistir. Bu tampon izolasyon igin kullanilan Yeast Ekstrakt
Pepton Agar besiyeri igerisine katilmistir.

Gluteraldehit Soltsyonu (%62.5)

%25 Gluteraldehit 15 mL
dDH.0 135 mL
150 mL %2.5 Gluteraldehit soltisyonu, elektron mikroskopisinde fiksatif olarak
kullanilmustir.
Etil Alkol Solisyonu (%) Etil Alkol (%100) (mL) dDH20 (mL)
30 45 105
40 60 90
50 75 75
60 90 60
70 105 45
80 120 30
90 135 15
100 100 0

Hazirlanan etil alkol serileri, elektron mikroskobisinde numunelerin filtrelere tespit
amaciyla kullanilmistir.

Agaroz Jel (%01)

Agaroz 1 g

1x TAE tamponu 100 mL

1 g agaroz tartilarak, 100 mL TAE tamponuna alinmis, eriyinceye kadar
mikrodalga firinda bekletilmistir. 65 °C’ye kadar sogutulduktan sonra izerine 4 pL
nikleik asit boyasi (GeneMark) ilave edilereck manyetik karistirictda homojen
karigimi saglanmis, uygun sekilde elektroforez tankina dokiimii yapilarak donmasi
beklenmistir. izolatlarn DNA ve PCR amplifikasyon driinlerinin agaroz jel

elektroforezde kullanilmastir.
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TAE Tamponu (Tris-Asetat-EDTA, 50X)
Tris-Asetat (Hidroksimetil amino metan-

40 mM
C2H302)
EDTA (C10H16N20g) 1 mM
dDH.0 980 mL
pH 8.3+0.1

Beher icerisine 20 mL 50X TAE buffer ile 980 mL dDH.O konulup, iyice
karistirilmis, pH 8.3’e ayarlanmistir. Izole edilen DNA ve PCR amplifikasyon
urinlerinin - agaroz jel elektroforezinde yuritilmesinde tampon olarak
kullanilmistir.

Kullanilan Primerler ve Stoklarinin Hazirlanisi:

Kullanilan Primerler (nrﬁ(g(l)/lilL)
BbsF216 (forward primer:
. 415 /415
5-TTTCGCTCTAAGATGAGTCCGCGT-3’) (Invitrogen)
BbsR707 (reverse primer:
) 50.8 /508
5-TTCGCCTCCGGTATTCCTGTTGAT-3’) (Invitrogen)
Bac676F (forward primer:5’-ATTTCGCATGTAGGGGTA-3’)
_ 836 /100
(Eurofins)
Bacl442R (reverse primer:5’-GCCACGGCTTCAGGTAAG-3’)
_ 775 /100
(Eurofins)
Per676F (forward primer:5’-ATTTCACGTGTAGGGGTA-3’)
_ 815/100
(Eurofins)
Per1443R (reverse primer:
) 721/100
5-AGTCACGTCTTAAAATGAAA-3’) (Eurofins)
Mic431F (forward primer:5’-AAGCTCTTTTAGGTGTGAAA-
_ 672/100
3’) (Eurofins)
Mic996R (reverse primer:5’-TGAAAGTCAAAAGGAGGAT-
603/100

3’) (Eurofins)

Firma tarafindan sentezlenen primerlerin 6zelliklerine gore; yukarida belirtilen
miktarlarda PCR grade su, her bir primer i¢in ayr1 ayri 100 pmoL primer stogu
seklinde hazirlanmigtir. Daha sonra bu stok soliisyonlarindan 10 pL pipetle ¢ekilip,
icinde 90 mL PCR grade su olan steril eppendorflara aktarilip, 10 pmoL/pL olarak

kullanilmuistir.
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3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan laboratuvar cihazlari asagida ki tabloda (Tablo 3.1.)

listelenmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan Laboratuvar Cihaz ve Markalari

Kullanilan Cihaz Marka
Otoklav Nive Ot032
Etlv Heraeus B12
Calkalayic1 Inkiibator Wisecube Fuzzy Cont Sys
Vorteks Biosan FvI-2600n
Spektrofotometre Varian Carry50 Uv-Visible

Sogutmali1 Santrifiij
Santrifij
Su banyosu
pH metre
Hassas Terazi
Mikrodalga
PCR Thermal Cyclers
Elektroforez Tanki
Gii¢ Kaynagi
Jel Gorlntlileme Cihazi (UV transilliminator)
Nanodrop
Isik Mikroskobu
Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)
Kaplama Cihaz1

Sigma 3-18K
Sigma 1-15
Memmert
Hanna-HI-221
Sartorius G¢1603 S-Oce
Beko Intellowave
Applied Biosystems Veriti
Major Science
Consort EV243
gLite gel scanner
Thermo 2000c
Olympus-Cx21fs1 Biokular
Thermo Scientific Apreo S
Leica EM ACE600

3.1.4. Bakteri Kulturleri

Calismada kullanilan bakteri kdlturlerinden Bdellovibrio bacteriovorus
HD100 ile konak bakterisi E.coli ML35 (ATCC 43827) Israil Hebrew Universitesi
Bitki Patolojisi ve Mikrobiyolojisi bolimiinden, Bdellovibrio bacteriovorus HD100
ile konak bakterisi E.coli S17 (ATCC 47055) Kocaeli Gebze Universitesi Cevre
Miihendisligi boélimiinden, konak bakterilerden E.coli (ATCC 29998) ve
Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853) Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji
boliminden, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum (ICMP 567) ve Erwinia
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amylovora (RK 228) Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji bolimiinden,
E.coli DH50 (ATCC 68361) ve E.coli Stbl3 ise Manisa Celal Bayar Universitesi Tip

Fakiiltesi Tibbi Biyoloji boliimiinden temin edilmistir.
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3.2. YOntem

3.2.1. Atik Su Numunelerinin Baz1 Fiziko-Kimyasal Parametrelerinin
Eldesi
Saruhanli Atik Su Aritim Tesisi giris suyu numunelerinin pH, sicaklik, askida
ki kat1 madde, kimyasal oksijen ihtiyaci ve biyolojik oksijen ihtiyaci gibi baz1 fiziko-
kimyasal parametreleri Manisa Su ve Kanalizasyon Idaresi Genel Miidiirliigii

(MASKI) tarafindan Tesisin Laboratuarlarindan tedarik edilmistir.

3.2.2. Bdellovibrio sp. Suslarimin Aktive Edilmesi

Bdellovibrio bacteriovorus HD100 aktive edilmesi icin uygun besiyeri DNB
(Dillie Nutrient Broth) ve HM ortam1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Besiyerlerini
hazirlamadan 6nce konak bakterileri E.coli ML35 ve E.coli S17 NA (Nutrient Agar)
tizerinde aktive edilmistir. Aktive edilen konak bakteriler, steril tiiplerde hazirlanan
LB (Luria Broth) besiyerine agilanmistir. Asilanan bu tiipler 37 °C 24 saat 180
rpm’de calkalamali inkiibatérde inkiibe edilmis ve absorbans degerleri

spektrofotometrede Sl¢iilmiistiir.

Predator bakterilerin bir kismi sivi besiyerinde, bir kismi kati besiyerinde
temin edilmistir. Kat1 besiyerinde Bdellovibrio bacteriovorus HD100 susunun iireyip
tiremedigini kontrol amaciyla, 2 mL DNB besiyeri igeren 10 mL tiiplerin igerisine bir
miktar agarli bir parga aktarilip, 28 °C 48 saat 180 rpm’de calkalamali inkiibatorde
inkiibe edilmistir. Daha sonra onceden hazirlanan ve absorbanslar1 ayarlanan konak
bakteriler ile birlikte steril tiiplerde hazirlanan DNB besiyeri veya HM tamponuna
astlanmistir. Asilanan bu tiipler 28 °C 48-72 saat 180 rpm’de ¢alkalamali inkiibatorde
inkiibe edilmis ve absorbans degerleri spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir [152]. Sivi
besiyerinde temin edilen Bdellovibrio bacteriovorus HD100 susunun ise aktive
edilmesi icin, ekim yaptigimiz sisenin boyutuna goére (100 mL’lik bir sise ise, 10 mL
konak bakteri E.coli igeren) ortam hazirlanmis, onun tzerine 1 mL Bdellovibrio sp.
susu astlanmistir. Bdellovibrio sp. susu ve konak bakteri bulunan tiiplerin bir kismi
calkalamali inkUbatore 28 °C 48-72 saat 180 rpm’de inkiibasyona tabi tutulurken, bir
kismi da sabit etiivde aymi sicaklik derecesinde ve sirede inkibasyona tabi
tutulmustur. Inkiibasyon sonucunda spektrofotometre yardimiyla tiiplerdeki
absorbans degerlerine bakilmigtir. Hem kat1 hem sivi formdaki predatoriin, konak

bakteriyi kullanarak, ortamda Ureyip tiremedigi tespit edilmistir [153].
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Daha sonra predator ve konak bakteri bulunan tipler, Jurkevitch [152]’de
aciklandig sekilde bir sonraki denemelere tabi tutulmustur. Bu denemelerde ise HM
Ust agar (yar1 kati agar) ve HM alt agar birlikte kullanilmistir. 10 mL’lik test
tplerinde bulunan 4 mL HM Ust agar’in igine 250-300 puL konak bakteri E.coli
ML35 ve 100 pL Bdellovibrio bacteriovorus HD100 asilanmistir. Ardindan tpler
vorteks ile karistirtlmis ve hizli bir sekilde HM alt agar bulunan besiyerinin Gzerine
dokiilmiistiir. HM Ust ve alt agarn igeren petriler, yaklasik 1 saat oda sicakliginda
katilasmaya birakilmis, sonrasinda petriler parafilmle kaplanmistir. Petriler 28 °C’de
3-8 giin boyunca inkiibe edilmis ve gelisen litik plaklar diizenli olarak kontrol

edilmistir.

Bdellovibrio sp. suslariyla beraber gelen konak bakteri yogunlugunun tespiti
amaciyla preparatlar1 hazirlanarak Gram boyama islemine alimmis ve 1sik

mikroskobunda immersiyon yagi ile 100x’de incelenmistir.

3.2.3. Konak Bakterilerin Aktive Edilmesi
E.coli ML35, E.coli S17, E.coli (ATCC 29998), Pseudomonas aureginosa,
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, Erwinia amylovora, E.coli DHS5a ve

E.coli Stbl3 suslar1 agagida belirtildigi sekilde uygun ortamlarda aktive edilmistir.

Konak bakteriler E.coli S17, E.coli (ATCC 29998), E.coli DH5a, E.coli Stbl3
ve Pseudomonas aureginosa Nutrient Broth’lara asilanarak 37 °C’de 24 saat; E.coli
ML35, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ve Erwinia amylovora yine NB’da
28 °C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutularak gelisen tiiplerden Nutrient Agar’a

ekimleri yapilarak ayni siire ve sicakliklarda inkiibe edilmistir.

Kat1 ortama alinan ve gelisen E.coli ML35, E.coli S17, E.coli (ATCC 29998),
E.coli DH5a ve E.coli Stbl3 konak bakterileri dogrulamak i¢cin EMB (Eosin Metilen
Blue Agar) iceren petrilere ekimleri yapilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucunda EMB petrilerinde metalik parlak renkli koloniler E. coli
oldugu sonucuna varilmistir. Diger konak bakterilerden Pseudomonas aureginosa
dogrulamak i¢in Cetrimide Agar iceren petrilere ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda sar1 renkli floresans kolonilerin varlig
acisindan gozlemlenmistir. Bir diger konak bakteriler Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum ve Erwinia amylovora suslari ise King B besiyeri igeren petrilere

ekilmis, 26-28 °C’de 24-48 saat inkiibe edilerek, inkiibasyon sonucunda krem renkli
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tek koloni gelisimleri gozlenmistir. Aktive edilen ve dogrulanan konak bakterilerden
preparatlar hazirlanarak, Gram boyama islemi uygulanmis ve 151tk mikroskobunda

immersiyon yagi ile 100x’de incelenmistir.

3.2.3.1. Konak Bakterilerin Stok Kulturlerinin Hazirlanmasi

Tum konak bakterilerin stok kultlrG icin; bakteriler Luria Agar igeren
petrilere ¢izgi ekim yontemiyle ekilmis ve 37 °C 16-24 saat inkiibe edilmistir. Daha
sonra inkiibe edilen bakteriler Luria Broth igeren tiiplere asilanmis ve ¢alkalamali
inkibatorde 37 °C 16-24 saat 180 rpm’de ¢alkalanmistir. Tiiplerde gelisen bakteri
kiiltiirlerinden 0.6 mL almmarak 0.4 mL %50’lik steril gliserol ile homojen
karistinllmis  ve steril kriyojenik falkon tliplerde -80 °C’de stok Kkultlrleri

saklanmuistir.

3.2.3.2. Konak Bakterilerin Absorbans Degerlerinin Belirlenmesi

Tum konak bakteriler Luria Agar igeren petrilere cizgi ekim yontemiyle
ekilmis ve inkiibasyon sicakliklari g6z 6nunde bulundurularak (28-37 °C) 24 saat
inkiibe edilmigtir. Daha sonra kat1 ortamda gelisen bu bakteriler Luria Broth igeren
tiplere asilanmis ve galkalamali inkibatérde 28-37 °C 24 saat 180 rpm’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda siv1 kiiltiirler seyreltme plaka yontemi (dokme
plaka) (9 mL FTS igeren tiiplere 1 mL’lik siv1 kiiltiir) ile seyreltilerek yogunluklari
spektrofotometre ile dlgiilmiistiir. Uygun yogunluktaki (ODsoonm de 0.75-0.85 Abs.)
her bir tiipten 0.1 ve/veya 1 mL bos steril petri kaplarina aktarilarak, iizerine 45
°C’ye kadar sogutulmus steril Nutrient Agar eklenerek homojen karigtirilarak
donmasi saglanmistir. Sonrasinda petriler 28-37 °C’de 24 saat inkube edilerek

gelisen kolonilerin sayimlar1 yapilmistir.

3.2.3.3. BALO izolasyonu icin Konak Bakterilerin Hazirlanmasi

Potansiyel konak bakteri suglar1 6nce Luria Agar igeren petrilere ekilip, 28-37
°C’de 16-24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra kati ortamda gelisen kolonilerden 6ze
ile 50 mL Luria Broth igeren 250 mL’lik erlenlere aktarilmistir ve 28-37 °C 16-24
saat 180 rpm’de ¢alkalamali inkiibatérde inkiibe edilmistir. Bu silire sonunda
bakteriler eksponansiyel fazdan, duraklama fazina gegis yapmakta ve BALO igin
uygun konak bakteri olarak kullanilabilmektedirler. Konak bakterilerin yogunlugu
spektrofotometre ile dlgllerek sonraki BALO konak etkilesimleri igin kullanilmistir.
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3.2.4. Diferansiyel Santrifiijleme ve Filtrasyon ile BALO izolasyonu (Cift
Katmanh Agar Plaka Deneyi)

Soguk zincir altinda laboratuara getirilen kompozit toprak numunelerinin

herbirinden 10 gr hassas terazide tartilip, 100 mL distile su ile 1:10 oraninda

toprak/steril su diliisyonu hazirlanmigtir. Atik su numuneleri ise 50 mL miktarlarda

steril erlenlere aktarilarak isleme alinmistir.

Hazirlanan toprak/su ve atik su numuneleri 25 °C 30 dk 180 rpm’de
calkalamali inkiibatorde karistirilmistir. Bu numunelerden 2 mL alinarak steril
eppendorflara aktarilmigtir. Eppendorflar 6nce 4 °C 5 dk 500 xg (2335 rpm)‘de
santrifiijlenmis ve supernatantlar yeni steril eppendorflara alinarak, 4 °C 20 dk
27.000 xg (17.161 rpm)’de tekrar santriflij edilmistir. Santrifiijlenen supernatantlar
steril pipetle dikkatlice uzaklastirilmis ve kalan pelletlere izolasyon sansini arttirmak
icin ¢oklastirma islemi uygulanmistir. Toprak/su diliisyonlar1 ve atik su igin ayr1 ayri
yapilan bu iglem sonucu steril eppendorfta toplanan pelletler 1-2 mL soguk HM
tamponunda siispande edilmis, vorteksle pelletin ¢oziinmesi saglanmistir. Coziinme
islemi gerceklestikten sonra Ornekler siringa ile c¢ekilerek 1.2 pum por caph

filtrelerden geg¢irilmis ve islem yapilincaya kadar kisa bir siire 4 °C’de bekletilmistir.

Eppendorfta ki siiziintiiniin seri diliisyonlar1 igerisinde 4.5 mL HM tamponu
bulunan 5 tup i¢in seyreltme islemi uygulanmistir. Seyreltme isleminden sonra farkli
besiyerleri (HM agar, DNB agar ve YP agar) kullanilarak ¢ift katmanl agar plak
yontemi uygulanmigtir. 10 mL test tliplerinde bulunan 4 mL iist agar lizerine 500 uL
uygun konak bakteri ve seyreltilmis 500 pL siiziintii eklenip, tlipler hizla
vortekslenerek daha dnceden hazirlanan petride ki alt agar lizerine dokiilmiistiir.
Petriler 1 saat oda sicakliginda katilagsmaya birakilarak sonrasinda ters vaziyette 28
°C’de 2-7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda litik plak

olusturan petriler degerlendirilmistir [19, 152].

3.2.4.1. Saflastirma Deneyi

Cift katmanl agar plak deneyinden yaklagik 1 hafta sonra kati kiiltiirlerde
olusan litik plaklardan (litik zon ¢ap1 genisleyen), steril 6ze ile dikkatlice 6rnek
alinmig ve icinde steril 1-2 mL HM bulunan steril eppendorflarda siispande edilmis
mikrobiyal ylikii azaltmak i¢in 0.45 um por ¢apl filtreden gecirilmistir. Elde edilen

filtrat HM tamponu igeren diliisyonlara alinarak tekrar uygun konak bakteriler ile
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birlikte ¢ift katmanli agar plak uygulamalarinda kullanilmistir. Bu islem en az 1-2

kez tekrar edilerek nihayetinde olusan plaklar saf klon olarak kabul edilmistir [152].

3.2.4.2. Lizat Deneyi

3.2.4.1.’de verilen yontemle saflastirma sonucu elde edilen petri plaklarindan
steril 6ze ile alinarak, steril 2 mL HM tamponuna aktarilmis, vortekslenerek, 0.45 um
por c¢apl filtreden gecirilmistir. Sonrasinda bu BALO filtratindan 500 pL alinarak
steril 4 mL HM tamponuna aktarilmis ve {lizerine de duraklama fazinda bulunan
uygun konak bakteriden 500 pL ilave edilmistir. Bu sekilde hazirlanan konak-
predator karisimi 28 °C 24-72 saat 180 rpm’de calkalamali inkiibatdrde inkiibe

edilerek sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.4.3. Litik Plaklar ile Biyokontrol Deneyi

Saflastirilan ve kendi konak bakterilerine karsi litik plak olusturan saf klonlar
Boliim 3.2.4. (¢ift katmanli agar plaka deneyi) ve 3.2.4.2. (lizat deneyi)’de agiklanan
yontemler 1s181nda diger konak bakterilerle beraber isleme alinmistir. Bu sayede daha
onceki denemelerde ve kendi uygun konak bakterilere karsi lizis yapan predator
organizmalarin farkli konak bakterilere karsi biyokontrol ajani olup olmadigi

belirlenmistir.

3.2.4.4. Litik Plaklarin Sayim

Atik su numunelerinden konak bakteri E.coli ML35 kullanilarak yapilan ¢ift
katmanli agar plak deneyleri ile izole edilen ve mevsimsel olarak belirlenen ortalama
litik plaklar, seyreltme plaka sayim yontemi ile hesaplanmistir. Hesaplama ardigik iki
seyreltmeden yapilan ekim sonuclariyla elde edilen litik plaklarin aritmetik
ortalamasinin alinarak diliisyon faktorii ile ¢arpilmasi sonucu belirlenmistir. 30-300

arasinda litik plak gézlemlenen petriler dikkate alinmistir.

3.2.4.5. BALO’n Gliserol Stoklarinin Hazirlanmasi

Izolasyon ve litik plaklarm saflastirilmasiyla elde edilen klonlar steril 1-2 mL
HM tamponu bulunan eppendorflara steril 6ze ile aktarilarak siispande edilmis ve
0.45 um por ¢apli filtreden gecirilmistir. Elde edilen filtratlardan 0.6 mL alinarak, 0.3
mL %350 steril gliserol ile kriyojenik falkon tiiplerinde vortekslenerek karistirilmistir.
Bir diger uygulanan stok yonteminde ise, filtratlardan 0.3 mL alinarak, uygun

duraklama fazinda bulunan konak bakteriden 0.3 mL ve %50 steril gliserolden 0.3
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mL ile birlikte kriyojenik falkon tiiplerinde vortekslenerek karigtirilmistir. Her iki

sekilde hazirlanan stok kiiltiirler -80 °C’de saklanmustir.

3.2.5. Litik Plaklarin Faj Kaynaklh Olup-Olmadiginin Belirlenmesi

Elde edilen litik plaklarin belirlenen izolasyon prosediiriiniin haricinde,
predatdr bakteri mi yoksa bakteriyofaj tarafindan mi kaynaklandigimi belirlemek
amaciyla faj izolasyon denemeleri yapilmistir. Faj izolasyon denemeleri icin BALO
izolasyonunda uygulanan diferansiyel santrifijleme ve filtrasyon deneyi (BOlim
3.2.4.) uygulanmus, tek fark ikinci santrifiijleme basamaginda eppendorfta numunede

olusan pelletlerle degil, supernatantlarla deneye devam edilmesidir.

3.2.6. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Uygun kosullarda 6nce kat1 kiiltiirde (24 saat), daha sonra siv1 kiiltiirde (24
saat) inkiibe edilen duraklama fazinda bulunan konak bakterilerin (50 mL) iizerine,
yine uygun kosullarda tiretilen BALO lizatlar1 (5 mL) asilanip, 28 °C 16-18 saat 180
rpm’de c¢alkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Daha sonra olusan bu kiiltiirler 0.2
um por ¢apli filtreden gegcirilmistir. Kiiltiiriin bulundugu bu filtreler birkag kez steril
distile su ile yikanmis ve %2.5 gluteraldehit sollisyonunda 1 gece fikse edilmistir.
Ardindan filtreler %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 ve %100 alkol serilerinden
10’ar dakika siireyle gecirilmis ve kurutmak icin 35 °C’de 4-5 saat etlivde
bekletilmistir. Daha sonra filtrelerin bulundugu plastik kesilmis, filtre kagitlar
cikarilmis ve tekrar tamamen kurumasi i¢in 35 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir.
Kurutulan filtre kagitlari, Ege Universitesi Merkezi Arastirma Test ve Analiz
Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezinde (Ege MATAL) hizmet alimi
karsiliginda, alimiinyum Ornek kabina yerlestirilmis, altinla kaplanmis, 7.5 kV ile

taramali elektron mikroskobunda (SEM) incelenmistir [27, 154].

3.2.7. Molekduler Sistematik Calismalar
3.2.7.1. BALO Genomik DNA’larmmn izolasyonu
Genellikle litik plaklardan, lizatlardan ve atik su numunesinden Genomik
DNA, Geneaid firmasimin belirttigi kosullara uygun bir sekilde ‘Geneaid: Presto
Mini gDNA Bacteria Kit (GBB100)’ izolasyon kiti kullanilarak gerceklestirilmistir.
Buna gore prosediir asagida belirtildigi gibidir:
1. Litik plaklar steril 6ze ile petri kaplarindan alinmis, steril eppendorflara
aktarilmis, lizat ya da atik su numunesinden ise 300 pL alinip, steril

eppendorflara aktarilmistir,
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2. Uzerine 180 pL kitin bilesiminde bulunan GT tamponundan ilave edilmistir,

3. Hizlica vortekslenmistir,

4. Uzerine 20 pL Proteinaz K (protein ¢dktiirme soliisyonu) eklenerek, 60 °C’de
15 dk inkiibe edilmis, inkiibasyon sirasinda eppendorflar 3 dk’da bir
calkalanmustir,

5. Siire sonunda iizerine 200 uL. GB tamponundan (lizis soliisyonu) ilave edilerek,
10 sn vortekslenmis, 3 dk’da bir ¢alkalanarak 70 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir
(Bu sirada Eliisyon tamponunu da 70 °C’de inkiibasyona birakilmistir),

6. Uzerine 200 pL mutlak etanol ilave edilmistir,

7. Hizlica vortekslenmistir,

8. 2 mL toplama tiipii GD kolonuna yerlestirilmis, eppendorflarda ki karisgm GD
kolonuna aktarilmis ve 14-16.000 xg 2 dk santrifiijlenmistir,

9. 2 mL toplama tiipii atilmis, tekrar GD kolonuna yeni 2 mL toplama tiipii
yerlestirilmistir,

10. GD kolonuna 400 puL W1 tamponu ilave edilmis, 14-16.000 xg 30 sn
santrifiijlenmis ve toplama tiipiinde ki akis sivis1 atilmig, GD kolonu 2 mL
toplama tiipiline yerlestirilmistir,

11. Uzerine 600 uL yikama soliisyonu (1 mL yikama tamponu + 4 mL etanol) ilave
edilmis, 14-16.000 xg 30 sn santrifiijlenmis ve toplama tiipiinde ki akis sivisi
atilmig, GD kolonu 2 mL toplama tiipline yerlestirilmis, 14-16.000 xg 3 dk
santrifiijlenmistir,

12. GD kolonu 1.5 mL steril eppendorflara aktarilmis, tizerine énceden 70 °C’de
inkiibasyona birakilan Eliisyon tamponundan 50 pL ilave edilmis, 3 dk
bekletilerek 14-16.000 xg 30 sn santrifiijlenmistir.

Elde edilen DNA’lar PCR reaksiyonlar1 gercgeklestirilene kadar, -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.7.2. DNA Miktar Tayini ve Saflik Derecesinin Belirlenmesi

DNA o6rneklerinin miktar1 ve safligi, nanodrop (Thermo 2000c) ile 260 ve
280 nm’lerdeki absorbanslari dikkate alinarak belirlenmistir. DNA 6rneklerinde, 260
nm’de Olgiilen absorbans degerleri (A260) DNA miktarin1 ve 280 nm’de Olgiilen
absorbans degerleri (A280) protein miktarin1 gostermektedir. A260/280 oran1 1.90

veya yakin olan DNA Ornekleri saf olarak kabul edilmistir.
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Elde edilen DNA orneklerinin saflik kontrolleri agaroz jel elektroforez ile
kontrol edilmistir. Buna gore; DNA agaroz jel elektroforezi %1’lik agaroz, 1IXTAE
tampon cozeltisi ve 4 uL niikleik asit boyas1 (Genmark) ilave edilerek hazirlanmis,
ilk kuyucuga DNA marker (1 kb DNA Ladder, Geneaid), digerlerine DNA ornegi
aktarilarak [1.2 pL (6xYiikleme boyasi, Biotechrabbit) + 5 uL DNA 6rnegi] 100V 45
dk sureyle jelde vyiritilmistir. Jelde yiiriitilen DNA Ornekleri, UV
transilluminatorde (goriintilleme cihazinda) incelenmis, tek bant olusturan saf DNA

ornekleri PCR reaksiyonuna alinmistir.

3.2.7.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Amplifikasyonu
Izolatlarin genomik DNA’sindan 16S rRNA genini kodlayan DNA bélgesinin
amplifikasyonu icin, sekiz primer seti kullanilmistir. Bu primerlerin (Tablo 3.2.)’de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. DNA Bélgesinin Amplifikasyonu i¢in Kullanilan Primerler.

BbsF216 (forward primer:5’-TTTCGCTCTAAGATGAGTCCGCGT-3’)

BbsR707 (reverse primer:5’-TTCGCCTCCGGTATTCCTGTTGAT-3’)

Bac676F (forward primer:5’-ATTTCGCATGTAGGGGTA-3’)

Bacl442R (reverse primer:5’-GCCACGGCTTCAGGTAAG-3)

Per676F (forward primer:5’-ATTTCACGTGTAGGGGTA-3’)

Per1443R (reverse primer:5’- AGTCACGTCTTAAAATGAAA-3’)

Mic431F (forward primer:5’-AAGCTCTTTTAGGTGTGAAA-3’)

Mic996R (reverse primer:5’-TGAAAGTCAAAAGGAGGAT-3’)

PCR i¢in optimize edilen reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlart Tablo

3.3. ile optimize edilen PCR kosullar1 Tablo 3.4.”de gosterilmistir.
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Tablo 3.3. PCR Reaksiyonu Bilesenleri ve Konsantrasyonlari.

Reaksiyondaki
Bilesen Stok Son Son Hacim
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu (uL)
PCR Buffer 10X 1X 5
MgCl," 50 mM 3mM 3
dNTP 10 mM 0.2mM 1
Forward Primer 10 uM 0.5 uM 2.5
Reverse Primer 10 uM 0.5 uM 2.5
Polimeraz” 5.0 U/uL 2.0 U/uL 0.4
Template DNA 10/20 ng/uL 10 ng/uL 1
PCRGradeSu | - | - 34.6
Toplam Reaksiyon | = | - 50
Hacmi

*Bazi reaksiyonlarda Geneaid Taq DNA polimeraz kullanilmigtir. Bu enzimle beraber reaksiyonda
tabloda gosterilen miktarda MgCl, eklenmistir. Baz1 reaksiyonlarda ise, ThermoScientific, Dream Taq
DNA polimeraz (EP0702) kullanilmigtir. Bu enzimle beraber gelen PCR buffer bilesiminde 20 mM

MgCl, bulundugundan dolayi ayrica reaksiyon bilesimine MgCl, eklenmemistir.

Tablo 3.4. PCR ile Uriin Eldesi i¢in Belirlenen Kosullar.

Adim Sicakhik Sare Cevrim
Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 °C 4 dk 1
Denatirasyon 94 °C 1dk
Baglanma 50°C 1dk 35
Uzama 72°C 1dk
Son Uzama 72°C 5 dk 1

Tablo 3.3. ve Tablo 3.4.’de verilen kosullarla Veriti Applied Biosystems
Thermal Cycler kullanilarak PCR amplifikasyonu gergeklestirilmis ve elde edilen
PCR iiriinleri i¢in agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Buna gore; PCR agaroz jel
elektroforezi %1°lik agaroz, 1xXTAE tampon ¢ozeltisi ve 4 uL niikleik asit boyasi
(Genmark) ilave edilerek hazirlanmig, ilk kuyucuga DNA marker (100 bp DNA
Ladder, Geneaid), digerlerine PCR 6rnegi aktarilarak [1.2 pL (6xYiikleme boyasi,
Biotechrabbit) + 5 uLL PCR 6rnegi] 100V 40 dk siirede o6rnekler jelde yiiriitiilmiistiir.
Jelde yiiriitiilen PCR 6rnekleri, UV transilliiminatorde incelenmis, tek bant olusturan
saf PCR oOrnekleri sekans analizleri yapilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
Elde edilen PCR fiiriinlerinin sekans analizleri GATC Biotech (Almanya) firmasina

gonderilmis ve firmadan 16S rRNA kromatogramlar1 saglanmaistir.
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3.2.7.4. 16S rRNA Gen Dizi Verilerinin Analizi, Gen Bankasindaki
Verilerle Karsilastirilmasi ve Filogenetik Dendogramlarinin
Olusturulmasi
16S rRNA ve sckans analizleri yurtdisinda GATC Biotech (Almanya)
firmasina hizmet alimlar1 kapsaminda yaptirtlmistir. Elde edilen ham sekans verileri
degenaratif bazlarin karsilig1 i¢in, BioEdit Sequence Alignment Editor programi (V,
7.2.5.) ile dizenlenmis, muhtemel tiirlerin belirlenmesi i¢in gen bankasindaki
verilerle karsilastirmak amaciyla MEGA X (V, 10.0.4) programi kullanilarak
blastlanmistir. 16S rRNA gen analizi filogenetik dendogramlari olugturmak igin, gen
bankasindan elde edilen Bdellovibrio sp., Bacteriovorax sp., ve Peredibacter sp. tip
ornegi 16S rRNA gen dizileri ile test 6rneklerinin gen dizileri karsilastirilarak, elde
edilen BALO’1n tiir veya cins seviyesinde tanilamalar1 yapilmistir. MEGA X (V,
10.0.4) programi yardimiyla Neighbour-joining, Maximum Composite Likelihood

algoritmalar1 kullanilarak filogenetik dendogramlar olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgularn

4.1.1. Atik Su Numunelerinin Baz1 Fiziko-Kimyasal Parametreleri

Atik su numunelerinin bazi fiziko-kimyasal parametreleri, Bolim 3.2.1.’de
aciklanan yontemlerde belirtildigi sekilde tedarik edilmistir. Tablo 4.1.”de ki verilere
gore, 2018-2019 wyillar1 arasinda Saruhanli Atik Su Aritim Tesisi giris suyu
numunesinde kis doneminde askidaki kati madde ve kimyasal oksijen ihtiyacinin
arttigl, yaz déneminde ise pH’nin arttigi gozlemlenmis olup; sicaklik ve biyolojik

oksijen ihtiyaci ile ilgili yeterince bilgiye ulagilamamustir.

Tablo 4.1. 2018-2019 Yillar1 Arasinda Ornekleme Yapilan Istasyonla (Saruhanl Atik

Su Anitim Tesisi ‘Giris Suyu Numunesi®) 1lgili Baz1 Fiziko-Kimyasal Parametreler.

Askidaki
Aylar pH Sicaklik Kati KOi BOI
Madde

Ocak” 8.12 15.3 74.2 263.1 N.D.
Subat 7.74 13.4 184.5 223.1 N.D.
Mart 7.40 14.1 77.7 165.1 55.3
Nisan 7.38 16.6 63.3 87.5 177.4

Mayis 8.26 N.D. 106.7 190.6 28
Haziran 7.34 N.D. N.D. N.D. N.D.
Temmuz 8.56 N.D. 91.8 148.2 N.D.
Agustos 7.99 N.D. 48.5 148.6 N.D.

Eylil 7.65 N.D. 44.4 181.7 35
Ekim 7.75 N.D. 53 258.1 98.2
Kasim 7.97 N.D. 117.6 252.1 N.D.
Arahk N.D. 17.3 106.1 252.5 N.D.

*: Ay Bazinda 2-10 Arasinda Yapilan Olgiimlerin Ortalama Degerleri Olarak Verilmistir; N.D.: Olcim
Yapilmadz; KOI: Kimyasal Oksijen Ihtiyact; BOI: Biyolojik Oksijen ihtiyaci.

4.1.2. Bdellovibrio sp. Suslarimin Aktive Edilmesi

Bdellovibrio sp. suslarmnin aktive edilmesi, Bolim 3.2.2.’de agiklandigi
sekilde gergeklestirilmistir. Buna gore, hem Bdellovibrio bacteriovorus HD100 ile
konak E.coli ML35, hem de Bdellovibrio bacteriovorus HD100 ile E.coli S17 ile kati
ortamda (Diliie Nutrient Agar) yapilan deneylerde, Bdellovibrio sp. suslarinin
tiremedigi ve bunun sonucu olarak, ortamda bulunan konak bakterileri
pargalamadigi, boylece ortamda ki konak bakterinin zaman (1-3 gin) iginde
cogaldigr gosterilmistir (Sekil 4.1.). Fakat sivi ortamda (Dilte Nutrient Broth) belli

bir sicaklikta ve siirede kiiltiirlerle yapilan denemelerde hem calkalamali kiiltiir hem
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duragan kiltirde, Bdellovibrio sp. suslarinin iiredigi ve ortamda bulunan konak

bakterileri parcaladigi, spektrofotometre yardimiyla tiiplerdeki absorbans degerlerine

bakilarak tespit edilmistir. Absorbans degerindeki diisme (0.1-0.05 civarina diisis)

Bdellovibrio sp. hicrelerinin E.coli hiicrelerini pargaladigin1 gostermektedir (Sekil

42).
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Sekil 4.1. Optik Yogunluga Bagli Olarak Bdellovibrio sp. Susu ve Konak Hucrelerin

Sayilarinin Belirlenmesi 1.
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Sekil 4.2. Optik Yogunluga Bagli Olarak Bdellovibrio sp. Susu ve Konak Hucrelerin

Sayilarinin Belirlenmesi 2.
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Sivi ortamda istenilen sonuglarin eldesi ile birlikte, predatér ve konak
bakteriler ile HM ortaminda ¢ift katmanli agar plaka deneyi yapilmis, fakat sivi

ortaminda iiretilen bakteriler tekrar kat1 ortamda tiretilememistir (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. Aktiflestirilen Bdellovibrio sp. Susu ve Konak E.coli ML35.

Bdellovibrio sp. suslar1 ile beraber gelen tuplerde konak bakterileri tespit
etmek amaciyla yapilan preparasyonlar sonucu, yogun olarak bulundugu mikroskop

ile gortinttilenerek belirlenmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Bdellovibrio sp. Susunun ve Konak Bakterilerin Bulundugu Tiiplerden
Yapilan Preparatlarin Isik Mikroskobisi GOrlntust (100x).

4.1.3. Konak Bakterilerin Aktive Edilmesi

B6lim 3.2.3.’de agiklandigi lizere konak bakteriler aktive edilmistir. Boylece
saf koloniler elde edilmistir. Sekil 4.5.’de secici besiyeri olan Eozin Metilen Blue
Agar, Cetrimide Agar ve King B Agarda konak bakterilerin sonuclar1 ile Sekil
4.6.’da Gram boyama iglemi sonucu, preparatlarin 151k mikroskobunda ki goriintiileri

verilmistir.
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Sekil 4.5. Eozin Metilen Blue Agarda E.coli (ATCC 29998) (A) ve E.coli ML35 (B),
Cetrimide Agarda Pseudomonas aureginosa (C) ve King B Agarda Erwinia

amylovora (D) Suslari.
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Sekil 4.6. Konak Bakterilerin Isik Mikroskobunda 100x Biiyiitmede GOrintisu. [A)
E.coli S17 B) E.coli ML35 C) E.coli (ATCC 29998) D) Pseudomonas aureginosa E) E.coli Stbl3 F)

E.coli DH5a G) Erwinia amylovora H) Pseudomonas syringae pv. morsprunorum].

4.1.3.1. Konak Bakterilerin Absorbans Degerleri

Bolim 3.2.3.2.°de acgiklandig1 tizere konak bakterilerin absorbanslari
hesaplanmistir.  Sonuglar asagidaki Tablo 4.2.°de gosterilmistir.  Yapilan
caligmalarda, BALO silispansiyonlarinin belli bir yogunlukta olmayan konak

bakterilere kars1 lizis olusturmadigi tespit edilmis olup, BALO izolasyon deneyleri
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icin konak bakterilerin optimum absorbans degerlerinin olduk¢a Snemli oldugu

belirlenmistir.

Tablo 4.2. Konak Bakterilerin Absorbans Degerlerine Karsilik Gelen Hiicre Sayilari.

Konak Bakteri Ismi Optimum
Absorbans Degerleri (kob/mL)
E.coli ML35 0.75 Abs (4.2x10%)
E.coli S17 0.81 Abs (2.3x10°)
E.coli (ATCC 29998) 0.67 Abs (3.3x107)
E.coli DH5a 0.80 Abs (1.7x10°)
E.coli Stbl3 0.71 Abs (4.5x107)
Pseudomonas aureginosa 0.78 Abs (1.4x108)
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum 0.95 Abs (6.8x107)
Erwinia amylovora 0.69 Abs (3.2x107)

4.1.4. Diferansiyel Santrifiijleme ve Filtrasyon ile BALO izolasyonu
(Cift Katmanh Agar Plaka Deneyi)

BALO izolasyonu Bolum 3.2.4.’de agiklandig1 sekilde gergeklestirilmistir.
Blydyen litik plaklar inkibasyon siiresince diizenli olarak kontrol edilmistir. Litik
plaklarin inkiibasyon sirasinda 24-48 saatte ortaya ciktigi, yaklasik bir hafta
biiyiimenin devam ettigi ve ayn1 zamanda bu siire zarfinda litik plaklarin ¢apinin da

arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.7.).

—4— E coli ML35+Litik
Plaka

8
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Piaka
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L £ coll Sbi3+Litk
2
0

.—’_‘_—_,.-w Plaka

Litik Plak Capi {mm)

Zaman (giin)

Sekil 4.7. izolasyonda Litik Plaklarin Caplarinin Artisi.

Izolasyonda birgok farkli besiyeri (HM Agar, DNB Agar ve YP Agar), farkli
konak bakteri (E.coli ML35, E.coli S17, E.coli DH5a, E.coli Stbl3, E.coli (ATCC
29998), Pseudomonas aureginosa, Pseudomonas syringae pv. morsprunorum,

Erwinia amylovora) ve farkli numune 6rnegi (toprak numunesi ve atik su numunesi
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‘on ¢okeltim ¢ikis suyu, atik su aritma tesisi girig suyu, geri devir pompa suyu’)

kullanilmastir.

Izolasyonda en iyi plak olusumunun gorildiigii besiyeri sirasiyla YP Agar ve
DNB Agar iken, HM Agar da hi¢ plak olusumu tespit edilememistir (Sekil 4.8.).
Farkli konak bakterilerle yapilan izolasyonda ise, en iyi litik plagin olusumunun
goriildiigii konak bakteriler sirasiyla E.coli ML35, E.coli DH5a, E.coli Stbi3,
Erwinia amylovora, E.coli (ATCC 29998), E.coli S17 ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum oldugu belirlenirken, Pseudomonas aureginosa susuna karsi higbir
litik plak olusumuna rastlanmamistir. Farkli numune 6rneklerinden toprak numunesi,
atik su numunesi ‘On ¢okeltim ¢ikis suyu ve geri devir pompa suyu’ndan alinan
numuneler ile yapilan izolasyon deneyinde litik plaklar olusmazken (Sekil 4.9.,
4.10.), sadece atikk su numunesinde (giris ham atik suyu) litik plak olusturan
organizmaya rastlanmistir (Sekil 4.11.).

Sekil 4.8. Izolasyonda Kullanilan Kat1 Besiyerleri. (Besiyeri: A) HM Agar, B) DNB Agar,
C) YP Agar)

A o\ y
Sekil 4.9. Toprak Numunesi (Meyve Bahgeleri Topragi) ile Izolasyon Sonuglar1 (Konak

bakteriler; A) E.coli ML35, B) Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, C) E.coli (ATCC 29998),
D) Erwinia amylovora, Besiyeri: A, C; HM Agar, B, D; DNB Agar).
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Sekil 4.10. Atik Su Numuneleri (On Cokeltim Cikis Suyu, Geri Devir Pompa Suyu) ile

Izolasyon Sonuglar1 (1). (Konak Bakteriler: A-B) E.coli ML35, C) E.coli S17; Besiyeri: HM
Agar).

Sekil 4.11. Atik Su Numuneleri (Giris Ham Atk Su) ile izolasyon Sonuglar1 (2). (Konak

Bakteriler: A, C, D, E, G, I) E.coli ML35, H) E.coli DH5a, B) E.coli Stbl3, F) Erwinia amylovora;
Besiyeri: YP Agar).
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Izolasyon sonucu konak bakterilere karsi olusturulan litik plaklarin, konak
bakteri yogunluguna, tipine, inkiibasyon kosullarina (siire, sicaklik, havalandirma
vb.) kullanilan besiyerleri gibi bircok faktorden etkilendigi belirlenmistir. Ayni
zamanda deney basamaklarindan numunenin filtrelenmesinin ve santrifiijlenmesi de
litik plak olusumunda oldukga etkili oldugu tespit edilmistir. Atik su numesinden
yapilan izolasyonlarda elde edilen litik plaklarin yogunluklari Sekil 4.12.°de

gosterilmistir.

Sekil 4.12. Atik Su Numunesinden Yapilan Izolasyonlarda Elde Edilen Seyreltme

Oranlar1. (Konak Bakteri: E.coli DH5a; Seyreltme Plaka Yogunluklari: A-D)102-10°%; Besiyeri YP
Agar).

Cevresel kaynakli numunelerden bakteriyofajlar da predator bakteriler gibi,
Bolim 3.2.5. (litik plaklarin faj kaynakli olup-olmadiginin belirlenmesi)’de
aciklandigr sekilde izole edilmistir. Atik su numunelerinde izolasyon deneyi sonucu
olusan litik plaklarin bakteri ya da bakteriyofaj kaynakli olup olmadigim
belirleyebilmek icin, inkiibasyon siresince litik plaklarin ilk olusmaya basladigi an
(faj plaklar1 12-16 saat icerisinde gézlemlenmistir) ve litik plaklarin ¢ap boyutunda
Ki biiyime goz Oniine alinmigtir. Elde edilen sonuglar, bu plaklarin BALO plagi
oldugu goriisiinii  giiclendirmistir. Konak bakterilere karsi gozlemlenen litik
plaklardan alinan orneklerin, molekiler biyoloji ¢alisma sonucu ile BALO plagi
oldugu, faj kaynakli plak olmadig: ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.13., Sekil 4.14.).

Predator bakterileri izole etmek oldukga zordur. Bunun sebebi bu
mikroorganizmalarin metabolizmalarinin hizli olmasi ile beraber 20 saat gibi kisa bir
stire i¢inde, hiicre siispansiyonlarinda %95'lik bir hiicre kaybina ugramalarindan
kaynaklandig1r diisliniilmektedir. Bu tir olumsuzluklara ragmen ¢aligmada,

mikrobiyolojik o6lglimler ve gozlemlerle beraber, hem de molekiler biyoloji
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yontemleriyle litik plaklarin  predatér bakteriler tarafindan olusturuldugu

dogrulanmistir.

Sekil 4.13. Atik Su Numunelerinden Izole Edilen Litik Plaklar (Bdellovibrio

bacteriovorus) (1). (Konak Bakteriler: A-B) E.coli ML35, C, E-F) Erwinia amylovora, D) E.coli
(ATCC 29998), G) E.coli S17; Besiyeri YP Agar).

Sekil 4.14. Atik Su Numunelerinden izole Edilen Litik Plaklar (Bdellovibrio sp. ) (2).
(Konak Bakteriler: A) E.coli ML35, B) E.coli (ATCC 29998); Besiyeri YP Agar).

4.1.4.1. Saflastirma Deneyi

Bolim 3.2.4.1.’de agiklandig1 iizere deney gergeklestirilmistir. Saflagtirma
sonucu elde edilen litik plaklarin, izolasyon deneyi ile elde edilen litik plaklara gore;
daha net, parlak ve yogun oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. izolasyon ve Saflastirma Sonucu Elde Edilen Litik Plaklarin

Karsilastirmas1 A) Izolasyon Sonucu B) Saflastirma Deneyi Sonucu. (Konak Bakteri:
E.coli DH50; Besiyeri YP Agar).

4.1.4.2. Lizat Deneyi

Lizatlar ~ bolim  3.2.4.2°de  aciklandigi  sekilde  hazirlanmistir.
Spektrofotometrede  inkiibasyon siiresi boyunca yogunluklari Olglilmiistiir.
Yogunluklarinda diisiis gorulen lizatlarin, ayn1 zamanda renk olarak da tlplerde
meydana gelen berraklasmanin BALO izolatlar1 tarafindan konak bakterilerin
parcalanmas1 neticesi ile gerceklestigi  gdzlenmistir. Ortamda yogunluk olarak
gerektiginden fazla konak bakteri asilanmasi, yogunlugun artisina neden olmus ve

tiiplerde lizis kaynakli renk degisimi meydana gelmemistir (Sekil 4.16.).

Sekil 4.16. HM Ortaminda Elde Edilen Lizatlar. (A) inkiibasyon Oncesi B) Inkiibasyon
Sonrasi; Konak Bakteri: E.coli ML35).]

Baz1 konak bakteriler ile sivi ortamda yapilan lizat deneyleri sonucunda, en

hizli pargalanan konagin E.coli ML35 oldugu Sekil 4.17.’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.17. Optik Yogunluga Bagli Olarak Konak-Predator Bakterilerin Litik
Aktivite Iliskisi. (Besiyeri; HM).

4.1.4.3. Litik Plaklar ile Biyokontrol Deneyi

Bolim 3.2.4.3.’de agiklandig1 sekilde yapilan deneyler sonucunda, E.coli
ML35’¢e kars1 olusan litik plaklar ile saflastirma deneyi yapilmis, olusan saf klonlarin
farkli konaklara karsi biyokontrol ajani olup olmadigi tespit edilmistir. Buna gore;
E.coli DH5a, E.coli Stbl3 ve Erwinia amylovora ile plak olusumu gosterdigi; E.coli
S17, E.coli (ATCC 29998), Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ve
Pseudomonas aureginosa ile plak olusumu gostermedigi belirlenmistir. E.coli
Stbl3’e karsi olusan litik plaklarla da farkli konaklara kars1 biyokontrol denemeleri
yapilmig, sonug¢ olarak E.coli ML35 ve E.coli DH5a ile plak olusumu gosterdigi;
E.coli S17, E.coli (ATCC 29998), Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum ve Pseudomonas aureginosa ile plak olusumu goéstermedigi
gozlenmistir. Sekil 4.18.’de litik plaklarin farkli konak bakterilere kars1 biyokontrol

deney sonuglar1 gorilmektedir.
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Sekil 4.18. Litik Plaklarin Farkli Konak Bakterilere Karsi Biyokontrol Deney

Sonuglari. (Konak Bakteriler: A-B) E.coli Sthl3, C-D) E.coli DH5a; Besiyeri: YP Agar).

4.1.4.4. Litik Plaklarin Sayimi

Bolum 3.2.4.4.’de agiklandigi iizere litik plaklarin sayisi hesaplanmigtir.
Verilere gore olusan litik plaklarin sirasiyla en ¢ok yazin (4.5x10% pfu/mL), en az
kisin (1.4x10? pfu/mL) olustugu tespit edilmis ve Sekil 4.19.‘da mevsimsel olarak

dagilimlar1 verilmistir.

4,500E+03

4,000E+03
3,500E+03
3,000E+03
2,500E+03
2,000E+03
1,500E+03
1,000E+03
5,000E+02
0,000E+00

Sayisi  (pfu/mL)

Sonbahar

ilkbahar
Sekil 4.19. Atik Su Numunelerinden izolasyonlar Sonucu Litik Plaklarn Mevsimsel

Seyreltme Plaka Yéntemi ile Belirlenen Litik Plak

Olarak Dagilimi. (Konak Bakteri: E.coli ML35; Seyreltme Plaka Sayim Sonuglar;; Mevsim

Bazinda 2-3 Numune Arasinda Yapilan Sayimlarin Ortalama Degerleri Olarak Verilmistir).

4.1.5. Litik Plaklarin Faj Kaynakh Olup-Olmadiginin Belirlenmesi

Litik plaklarin faj kaynakli olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in BOlim
3.2.5. (litik plaklarin faj kaynakli olup-olmadiginin belirlenmesi)’de agiklandig:
sekilde faj izolasyon denemeleri yapilmistir. Sonu¢ olarak, bakteriyofaj litik

plaklarinin inkiibasyon sirasinda 12-16 saat igerisinde olustugu, inkiibasyon boyunca
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ise litik plaklarin ¢apinda higbir degisiklik olmadigi ve tespit edilen BALO litik
plaklarindan daha kigik boyutlarda oldugu belirlenmistir. Sekil 4.20.’de atik su

numunelerinden elde edilen muhtemel faj plaklar1 gosterilmistir.

Sekil 4.20. Atik Su Numunelerinden Izolasyon Sonucu Olusan Muhtemel Faj Litik
Plaklari. (Konak Bakteri: E.coli ML35; Besiyeri YP Agar).

4.1.6. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

B6lim 3.2.6.’da agiklanan yonteme gore gergeklestirilmistir. Kurutulan filtre
kagitlari, hizmet alimi karsiliginda Ege MATAL’da altinla kaplanmis (yaklasik
yarim saat) Ve ardindan goriintiilenmeye alinmigtir. Sekil 4.21.’de 50.000x, 80.000x
ve 100.000x biylitme ile taramali elektron mikroskobunda (SEM) incelenen

numuneler goriintiilenmistir.

SEM’in ¢alisma prensibi, yeteri kadar hizlandirilmis elektronlar ile 6rnegin
etkilesmesi esasina dayanir. Isik mikroskoplarina kiyasla yiiksek ¢oziiniirliigii olan
morfolojik goriintiileme yapmaktadir. Sekil 4.21.’de A) Negatif kontrol olarak konak
bakteri E.coli ML35’in 50.000x biiyiitme ile taramali elektron mikroskop (SEM) ile,
B) Lizat (Bdellovibrio sp. plak materyali+konak hiicre E.coli DH5a), konak bakteri
E.coli DHSo’nin igerisine inokile edilerek, 18-24 saat inkibasyon sonucu olusan
Bdellovibrio sp. ve bdellokistler 100.000x biiyiitme ile taramali elektron mikroskop
(SEM) ile, C) Lizat (Bdellovibrio sp. plak materyali+konak hiicre E.coli DH5a) ile
konak bakteri E.coli DH5a. steril bir ortama (LB) inokule edilerek 18-24 saat
inkiibasyon sonucu olusan bdellokist ve enfektif konak hiicreler 50.000x buyitme ile
taramali elektron mikroskop (SEM) ile, D) Filtrat (Bdellovibrio sp. plak materyali
preparasyon ic¢in 0.45 um por gaph filtreden gegirilmis) ile konak bakteri E.coli

ML35 steril bir ortama (LB) inokile edilerek 18-24 saat inkiibasyon sonucu olusan
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bdellokist ve konagin olusturdugu ekzopolisakkarit maddeler 80.000x buyttme ile

taramali elektron mikroskop (SEM) ile goriintiilenmistir.

Sekil 4.21. Konak ve Predator Bakterinin Taramali Elektron Mikroskobi (SEM)

GOruntlsl. A) Konak Hiicre: E.coli ML35 (Negatif Kontrol), B) Lizat [a) Bdellovibrio sp. b)
Bdellokist] Konak Hiicre: E.coli DH5a, C) Lizat [c) Bdellokist d) Enfektif Konak Bakteri] Konak
Hicre: E.coli DH5a, D) Lizat [e) Bdellovibrio sp. f) Konagin Olusturdugu Ekzopolisakkarit Madde
(EPS)] Konak hiicre: E.coli ML35.

4.1.7. Molekiiler Sistematik Calismalar

4.1.7.1. BALO Genomik DNA’larmnin izolasyonu

Litik plaklardan alinan 6rneklerin DNA izolasyonu Bélim 3.2.7.1. (BALO
genomik DNA’larinin izolasyonu)’de agiklanan yonteme gore, toplam 160 genomik

DNA izolasyonu gerceklesmistir. Litik plaklar, agarli kat1 ortamlardan steril 6ze ile
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dikkatlice alinirken, ister istemez DNA izolasyonunda, kontaminasyonlara neden
olmaktadir.

4.1.7.2. DNA Miktar Tayini ve Saflik Derecesinin Belirlenmesi

B6lim 3.2.7.2.°de agiklandig iizere DNA 0Orneklerinin miktar tayini ve saflik
derecesi belirlenmistir. Tablo 4.3.’de izolatlarin niikleik asit konsantrasyonu ve saflik
oranlart gosterilmistir. Bu absorbans degerleri ve agaroz jel elektroforezde tek bant
olusturan saf DNA o&rnekleri (Sekil 4.22.) gbz Oniine alinarak, PCR reaksiyonu

gergeklesmistir.

PCR reaksiyonunda DNA miktari en az 10-20 (ng/uL) konsantrasyonda olan
ornekler agaroz jel ¢alismalarinda kullanilmig, daha az konsantrasyonlara sahip
ornekler ise DNA konsantrasyonlar1 arttirilarak PCR reaksiyonlarinda kalip DNA

olarak kullanilmistir.

=== 250

=-— 1000

=—— 3000

== 5000

E—

=—— 10 000

Sekil 4.22. Bazi BALO izolatlarindan Elde Edilen DNA Uriinlerinin Agaroz Jel

Elektroforez Gorintileri. [M=DNA Ladder (1000 bp), 1-12 izolatlar DNA Uriinleri, N=Negatif
Kontrol].
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Tablo 4.3. izolatlarin Niikleik Asit Konsantrasyonu ve Saflik Orani.

Izolat No Nukleik Asit Konsantrasyonu (ng/nl.)  A260/A280 (nm)
SAT17-02-14 30.67 1.86
SAT18-01-14 23.46 1.38
SAT18-00-19 12.9 1.63
SAT19-00-12 21.34 1.97
SAT19-00-19 16.4 1.68
SAT19-04-25 1.7 1.25
SAT19-00-26 6.4 1.96
SAT19-01-26 28.3 0.87
SAT19-02-26 23.1 2.05
SAT19-03-26 2.3 2.14
SAT19-04-26 2.8 1.63
SAT19-00-27 8.1 2.42
SAT19-03-27 5.0 2.84
SAT19-04-27 6.7 2.21
SAT19-00-28 S 2.53
SAT19-01-28 4.5 1.21
SAT19-04-28 9.2 2.51
SAT19-05-28 10.3 1.68
SAT19-01-27 10.1 1.08
SAT19-00-29 9.8 2.74
SAT19-01-29 20.0 2.27
SAT19-03-29 3.7 2.21
SAT19-04-29 6.8 2.62
SAT19-05-29 19.0 2.23
SAT19-06-29 3.1 2.85

4.1.7.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Amplifikasyonu

Elde edilen genomik DNA’lar kalip olarak kullanilarak, 16S rRNA genini
kodlayan DNA bdlgesinin amplifikasyonu icin, Bolim 3.2.7.3.”de ki PCR kosullar
saglanarak, dort primer seti BbsF216, BbsR707, Bac676F, Bacl442R, Per676F,
Perl443R, Mic431F ve Mic996R ile PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir.
Kullanilan primerlerden Mic431F ve Mic996R ile pozitif sonug alinamamistir. Elde
edilen PCR dirlinleri UV transilliminatérde incelenmis, tek bant olusturanlar
secilerek sekans analizleri i¢in -20 °C’de muhafaza edilmistir. Toplamda 25 predat6r
bakterinin (BALO) PCR amplifikasyonu ile elde edilen Grlnleri, sekans analizine
gonderilmis ve sonuglar alinmistir. PCR f{irtinlerine ait agaroz jel elektroforez

goruntusi Sekil 4.23.°de verilmistir.
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Sekil 4.23. Bazi BALO Izolatlarindan Elde Edilen PCR Uriinlerinin Agaroz Jel
Elektroforez Gorintileri. [M=DNA Ladder (100 bp), 1-10 izolatlar PCR Uriinleri] (Farkl: Jel

Goriintiileri Orijinalini Bozmadan Tek Bir Sekil Uzerinde Birlestirilmistir).

4.1.7.4. 16S rRNA Gen Dizi Verilerinin Analizi, Gen Bankasindaki
Verilerle Karsilastirilmasi ve Filogenetik Dendogramin
Olusmasi

Bolum 3.2.7.4.°de verilen yonteme gore yapilmistir. 16S rRNA sekans
verileri alindiktan sonra ham diziler, BioEdit Sequence Alignment Editor (V, 7.2.5.)
ve MEGA X (V, 10.0.4) programi kullanilarak diizenlenmis, gen bankasindaki
verilerle karsilastirmak amaciyla muhtemel tiirlerin belirlenmesi igin blastlanmustir.
Elde edilen ve diizenlenen izolatlarin 16S rRNA sekans verilerinin gen bankasiyla
karsilastirilmas1 ve en ylksek (%97 ve uzerinde) benzerlik gdsteren predator
bakterilerin verileri Tablo 4.4.”de verilmistir.
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Tablo 4.4. 16S rRNA Dizilerinin Gen Bankas1 (NCBI:https://blast.nchi.nlm.nih.gov)

Verileri ile Karsilastirilmasi.

Eslesen (en
yuksek
izolat No benzerlik Benzerlik | Editlenen | Gen Bank Atanan
goOsteren) (%) Sekans Erisim No Cins/Tur
Muhtemel Sayisi
Cins/Tur
Bdellovibrio o
SATLT-02- | acteriovorus | %697.43 NR_027553.1 | Bdellovibrio
14 strain HD100 506 bacteriovorus
Bdellovibrio o
SATIBOL- | o) strain - | %94.88 MGos7118.1 | Bdellovibrio
14 Kdesi 696 sp.
Uncultured )
SAT1198'00' Bacteriovorax | %9177 | .. | GQI80036.1 Ba"teg'o"orax
sp. clone C57 P-
Peredibacter .
SATI-00- | iarriistrain | 9695.63 NR_024943.1 Peredibacter
12 A312 784 sp.
Uncultured )
SATllg'oo' Bacteriovorax | %9163 | .. | GQI80036.1 Ba"te;'o"orax
sp. clone C57 -
Uncultured .
SAT;S'M' Peredibacter | 9696.27 g5 | F1648628.1 Pere‘:‘ba“ter
sp. clone pb8 -
Peredibacter .
SAT19-00- | oiorrii strain | %95.99 NR_024943.1 Peredibacter
26 A3.12 779 sp.
SAT19-01- | LBdellovibrio NR 027553.1 | Bdellovibrio
=" | bacteriovorus | % 99.39 — ' X
26 strain HD100 494 bacteriovorus
Bdellovibrio o
SATL9-02- | pacteriovorus | 9699.77 NR_027553.1 Bdellovibrio
26 strain HD100 439 bacteriovorus
Uncultured .
SATzlg'OS' Peredibacter | 969640 | o, | F1648628.1 Pere‘i‘ba‘:ter
sp. clone pb8 -
Uncultured .
SAT;;"O“' Peredibacter | 996.65 | o, | FJ648628.1 Pere‘i‘ba“ter
sp. clone pb8 -
SAT19-00- | Peredibacter .
27 starrii strain | % 96.52 NR_024943.1 | Peredibacter
A3.12 782 sp.
Bdellovibrio o
SAT19-01- bacteriovorus | %98.20 NR_027553.1 Bdellovibrio
27 strain HD100 501 bacteriovorus
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_027553.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S937KKM2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_027553.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S93BNKB8015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024943.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S93XX04601R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_027553.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S942A4ZJ015

Uncultured

SATI-03- | o edibacter | %94.22 Flg4se28.1 | T eredibacter
27 800 sp.
sp. clone pb8
Uncultured .
SATI3-04- | boedibacter | %96.13 Fle4se28.1 | Teredibacter
27 780 sp.
sp. clone pb8
Peredibacter Peredibacter
SAT19-00- | starrii strain %96.39 783 NR_024943.1 s
28 A3.12 P-
SAT19-01- | Bdellovibrio Bdellovibrio
28 bacteriovorus | % 99.80 494 NR_027553.1 bacteriovorus
strain HD100
Uncultured .
SATI9-04- | o edibacter | %96.03 Flg4se8.1 | Teredibacter
28 787 sp.
sp. clone pb8
Bdellovibrio Bdellovibrio
SAT19-05- | bacteriovorus | % 99.80 494 NR_027553.1 bacteriovorus
28 strain HD100
Uncultured .
SATI3-00- | poedibacter | 995.01 Fle4se28.1 | Teredibacter
29 837 sp.
sp. clone pb8
ulelloygien Bdellovibrio
SAT19-01- sp. strain %96.81 503 MG821232.1 s
29 MMHZ2 P-
Uncultured Peredibacter
SAT19-03- | Peredibacter | %95.12 FJ648628.1
784 sp.
29 sp. clone pb8
Uncultured Peredibacter
SAT19-04- | Peredibacter 2095.45 FJ648628.1
855 sp.
29 sp. clone pb8
Bdellovibrio Bdellovibrio
SAT19-05- | bacteriovorus | %97.22 504 NR_027553.1 bacteriovorus
29 strain HD100
Uncultured Peredibacter
SAT19-06- | Peredibacter | %94.13 FJ648628.1
761 Sp.
29 sp. clone pb8

Elde edilen sekans verilerine gore BALO’a %97 ve Uzerinde benzerlik

goOsteren tir bazinda 7 adet ile %97 ve altinda benzerlik gosterenler cins bazinda 18

adet tabloda listelenmistir. Toplamda yiiksek benzerlik gosteren, 7 farkli 6rnekten

allnan ve tir bazinda

Identifikasyonu yapilan bakterilerin gen bankasina

belirlenebilen bakteri

numaralarinin alinmasi i¢in ¢alismalarimiz devam etmektedir.

sunulmasi

Bdellovibrio bacteriovorus’tur.

ve erisim



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024943.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S94DKRSA014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_027553.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S94HRRSH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ648628.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=M89FN915014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/FJ648628.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=M89FN915014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_027553.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S94SAZ7X01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_027553.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S9583NEK014

16S rRNA gen analizi filogenetik dendogramlar icin databanklardan elde
edilen Bdellovibrio bacteriovorus, Bdellovibrio sp., Peredibacter sp. ve
Bacteriovorax sp. tip 6rnegi 16S rRNA gen dizileri ile test bakterilerinin gen dizileri
karsilastirilarak tiir veya cins seviyesinde tanilamalar1 yapilmistir. Filogenetik
analizler igin ise MEGA X (V, 10.0.4) paket programindan yararlanilmais,
Neighbour-joining ve Maxsimum Composit Likelihood algoritmalar1 kullanilarak

dendogramlari olusturulmustur (Sekil 4.24., 4.25.).

499|: SAT19-05-29
4 SAT19-01-27
13 L SAT19-04-29

¥ |: Peredibacter starrii strain A3.12
a7 Uncultured Bacteriovorax sp. clone C57
— SAT19-02-26
13— SAT18-01-14

SAT19-00-29
- SAT17-02-14
= SAT19-01-29
= SAT19-05-28
” SAT19-01-28
433: SAT19-01-26

36 Bdellovibrio sp. strain MMHZ2

e B SAT19-06-29

——  Bdellovibrio bacteriovorus strain HD100
1 ——— SAT19-00-12
- SAT19-03-29
{ SAT19-03-26
38 SAT19-00-28
e e A SAT18-00-19
SAT19-03-27
- SAT19-04-28
51 SAT19-04-26
- S SAT19-04-25
L SAT19-04-27
M ——————— SAT19-00-19
— 5 SAT19-00-27
1 495: SAT19-00-26

Sekil 4.24. Segilen ve Tanimlanan Strainlerin Bdellovibrio sp., Bacteriovorax sp. ve

Peredibacter sp. Tip Tiirleri ile Evrimsel iliskileri. (Evrimsel analizler Neighbor-Joining
metodu ile 1000 replikattan elde edilen bootstrap konsensiis agaci kullanilarak ¢ikarilmistir. %50'den
daha az filogenetik dallanmalar gosterilmemektedir. Evrimsel uzaklik Maksimum Kompozit
Likelihood y&ntemi kullanilarak hesaplanmistir [155]. Bosluklar ve eksik veriler igeren tiim

pozisyonlar elenmistir), Bar 1 pum.



450: SAT19-04-26
% SAT19-04-25

2 L SAT19-04-27
SAT19-00-19
6 sl SAT19-00-27
a1 SAT19-00-26
SAT19-00-12
]

- SAT19-03-29
499: SAT19-03-26
—— SAT19-06-29

19— SAT19-04-28

39 SAT19-05-29

e e R SAT19-01-27

5 L SAT19-0429

SAT19-02-26

13 L SAT18-01-14

g SAT19-00-29
= SAT17-02-14
= SAT19-01-29

= SAT19-05-28

2 SAT19-01-28

482|: SAT19-01-26

SAT19-03-27

7 SAT19-00-28
—_ —i
99 SAT18-00-19

Sekil 4.25. Secilen ve Tanimlanan Strainlerin Kendi Aralarindaki Evrimsel Iliskileri.
(Evrimsel analizler Neighbor-Joining metodu ile 1000 replikattan elde edilen bootstrap konsensiis
agact kullanilarak ¢ikarilmigtir. %50'den daha az filogenetik dallanmalar gosterilmemektedir.
Evrimsel uzaklik Maksimum Kompozit Likelihood yontemi kullanilarak hesaplanmistir [155].
Bosluklar ve eksik veriler igeren tiim pozisyonlar elenmistir), Bar 1 pm.

Tanimlanan strainlerin % G+C orani, niikleotit frekanslar1 ve toplam niikleotit

sayilar1 Tablo 4.5.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Strainlerin Niikleotit Frekanslar1 ve Toplam Niikleotit Sayilari.

Strain No Nukleotit Frekansi (%)
T C A G  G+C T‘Zg:gm

SAT17-02-14 27.5 30.4 22.1 20.0 50.4 506
SAT18-01-14 27.0 27.9 22.3 22.8 50.7 696
SAT18-00-19 24.9 29.0 22.2 23.9 52.9 783
SAT19-00-19 25.3 28.9 22.1 23.8 52.7 783
SAT19-01-26 27.4 31.1 22.8 18.7 49.8 492
SAT19-02-26 26.4 31.2 22.6 19.8 51.0 439
SAT19-00-12 25.4 29.2 22.4 23.0 52.2 784
SAT19-00-26 25.3 29.0 22.7 23.0 52.0 779
SAT19-03-27 25.6 28.3 23.8 22.4 50.7 800
SAT19-04-27 25.4 29.0 22.7 22.9 51.9 780
SAT19-04-25 25.7 29.0 22.2 23.1 52.1 785
SAT19-03-26 25.5 29.0 22.8 22.7 51.7 784
SAT19-04-26 25.5 29.1 22.9 22.5 51.6 783
SAT19-00-27 25.7 29.2 22.3 22.9 52.1 782
SAT19-00-28 25.7 28.9 22.6 22.9 51.8 783
SAT19-01-28 27.3 31.2 22.7 18.8 50.0 494
SAT19-04-28 25.7 28.7 22.6 23.0 51.7 787
SAT19-05-28 27.4 31.2 22.5 18.9 50.1 493
SAT19-01-27 26.7 31.7 22.2 19.4 51.1 501
SAT19-00-29 26.3 29.7 22.9 21.0 50.7 837
SAT19-01-29 26.2 31.4 23.3 19.1 50.5 503
SAT19-03-29 255 28.2 23.7 22.6 50.8 784
SAT19-04-29 26.5 29.8 22.2 21.4 51.2 855
SAT19-05-29 27.0 30.6 22.6 19.8 50.4 504
SAT19-06-29 21.3 22.6 28.3 27.9 50.5 761

Ortalama 25.8 29.2 22.9 22.2 51.4 691.1
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4.2. Tartisma

Bu calisma ile bildigimiz kadariyla iilkemizde simdiye kadar calisilmamis
olan, Bdellovibrio ve benzeri organizmalar (BALO) atitk su ve toprak
numunelerinden izole edilmeye c¢alisilmis, izole edilebilenler tanimlanarak
bulunduklar1 ortamda cesitlilikleri ortaya konulmustur. Yaptigimiz tiim denemelere
ragmen, topraktan yapilan tiim izolasyon iglemlerinde predatdr bakteri varlig: tespit
edilememistir. Su Orneklerinden izolasyonlarda sadece atik su aritim tesisinin giris
ham atik suyundan alinan 6rneklerde BALO varlig tespit edilmistir. Izole edilen litik
plaklar farkli gram negatif bakteriler kullanilarak, konak-predator iliskileri yonuyle
incelenmistir. DNA izolasyonlar1 yapilan ve spesifik primer setleri araciligr ile 6zel
bolgelerin PCR ile c¢ogaltilmasiyla elde edilen amplikonlarin sekans analizleri
sonucu, toplamda 25 predator bakterinin %56’s1 Peredibacter sp., %28’i
Bdellovibrio bacteriovorus, %8’i Bdellovibrio sp. ve %8’i Bacteriovorax sp. olarak
tanimlanmistir (Tablo 4.4.). Ayn1 zamanda ¢alisma kapsaminda, metodolojik olarak
BALO izolasyon kosullar1 optimize edilmis olup, nihayetinde elde ettigimiz veriler

yeni projelerin iiretilmesi ve diger ¢aligmalar i¢in yol gosterici olacaktir.

BALO izolatlarinin karakterizasyonu ve ¢esitliligi genellikle konak bakteri-
duyarlilik modelleri ile tuzluluk ve sicaklik gibi baz1 ekolojik faktdrlere olan tercih
ve toleranslarina gore yapilmaktadir. Bu nedenle, yapilan arastirmalarda predator
bakterilerin izolasyon kaynaklarindan biri tuzlu su ekosistemleri, digeri ise tuz igin
diisiik toleransa sahip olan tatli su ekosistemleri ve topraktir [102]. Calismamizda
predatdr bakterilerin izole edildigi bolge atik su olarak tatl su ekosistemi ve toprak
sinifinda bulunmaktadir. Predator bakterilerin izolasyonu ile ilgili ¢alismamizda
konak bakteriler olarak E.coli ML35, E.coli S17, E.coli DH5a, E.coli Stbl3, E.coli
(ATCC 29998), Pseudomonas aureginosa, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum ile Erwinia amylovora kullanilmig olup, en iyi litik plak olusumu
E.coli ML35 ile gozlemlenmistir. Benzer diger ¢alismalara bakildiginda atik su
numunelerinden BALO izolasyonunda genellikle konak olarak E.coli susu

kullanilmaktadir.

Dias ve Bhat [156], predator bakterilerin kanalizasyon ve aktif camur
orneklerinden izolasyonu icin konak bakteri olarak E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aureofaciens, Salmonella

typhosa, Salmonella paratyphi, Serratia marcescens, Proteus morganii ve
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Aerobacter aerogenes’i kullanmislardir. En fazla litik plak olusumunun E. coli ile, en
az litik plak olusumunun ise Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aureofaciens
ve Serratia marcescens ile oldugunu bildirmislerdir. Staples ve Fry [35], nehir ve
kanalizasyon suyu 6rneklerinden BALO izolasyonu i¢in konak bakteri suslar1 olarak;
Arthrobacter aureofaciens, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa,
Achromobacter sp., Streptococcus faecalis, Lactobacillus plantarum, Serratia
marcescens, E.coli, Aerobacter aerogenes ve Proteus vulgaris kullanmis, en iyi plak
olusumunu Achromobacter sp. ve E.coli ile tespit etmislerdir. Afinogenova ve ark.
[157], kanalizasyon ve nehir suyu ile yapilan predator bakteri izolasyonunda, konak
bakteri olarak E. coli, Pectobacterium carotovorum, Alcaligenes faecalis ve
Pseudomonas fluorescens ile litik plak olusumunu tespit etmis, Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophila ve Brevundimonas vesicularis ile litik
plak olusumunu tespit etmemislerdir. Predator bakteriler ile izolasyonda kullanilan
konak bakteriler genellikle gram negatif Ozellikte ise de [32, 39-40, 158-164],
yukarida verilen 6rneklerde belirtmis oldugumuz gibi birkag¢ ¢alismada [19, 35] ise
gram pozitif bakterilerde kullanilmistir. Farkli bakterilerin predatorlere karsi
duyarliligi ise; yapilan deneylerde tatli su ve karasal ortamlarinda E. coli ile
kanalizasyon ve nehir suyunda ise E. coli ve Achromobacter sp.’nin en duyarli konak
bakteri olduklar1 tespit edilmistir [105].

Atik su ve toprak numunelerinden yaptigimiz konak-predatoér bakterilerin
izolasyonu diferansiyel santriflijleme ve filtrasyon basamagi ve ¢ift katmanli agar
plaka yontemi ile gergeklestirilmistir. Litik plak olusturan tek predatdr bakteri ise
Bdellovibrio bacteriovorus’tur. Diger predator bakterilerin (Bacteriovorax sp.,
Peredibacter sp. ve Micavibrio sp.) konak bakterilerle kati ya da sivi ortamda

izolasyonu saglanamamustir.

Fratamico ve Cooke [39], kanalizasyon ve toprak numuneleri ile yaptiklar
predator bakteri izolasyonunda, diferansiyel santriftijleme ve filtrasyon basamagini
kullanmislardir. Izolasyon basamag: olarak diferansiyel santrifiijleme ve filtrasyon,
benzer ¢alismalarda da [19, 27,165, 166] uygulanmistir. Piring tarlasindan predator
bakteri izolasyonunda sadece filtrasyon basamagini kullandigini bildirilmistir [28].
Fry ve Staples [32], nehir suyundan predatOr bakteri izolasyonu igin seyreltme
basamagini, yaptiklar diger bir ¢alismada ise [35], kanalizasyondan predator bakteri

izolasyonu i¢in homojenizasyon basamagin1 kullanmiglardir. Bu ve benzer
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arastirmalarin, izolasyon basamaklarinin herbirinde ¢ift katmanli agar plaka yontemi

uygulanmis, predator bakteri olarak Bdellovibrio sp. izolasyonu gergeklestirilmistir.

Atik su numunelerinden yaptigimiz direk izolasyonlarda litik plaklardan
orneklemeler yapilmis olup, konak bakteri olarak E.coli ML35, E.coli DH5a, E.coli
Stbl3 ve Erwinia amylovora kullanildiginda, tekrar plak olusumu gozlemlenirken,
E.coli S17, E.coli (ATCC 29998), Pseudomonas syringae pv. morsprunorum ve
Pseudomonas aureginosa turine karsi plak olusumu gozlemlenmemistir. Boylece
bazi konak bakterilerin olusturdugu plaklarin, diger konak bakteriler iizerinde
biyokontrol ajani olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir. Klein ve Casida [167],
Bdellovibrio bacteriovorus olarak belirledikleri iki predator bakterinin 16 farkli
konak bakteriye karsi biyokontrol deneyleri yapilmis, sonucgta Agrobacterium
radiobacter, Agrobacterium tumefaciens, Arthrobacter sp., Arthrobacter globiformis,
Erwinia tracheiphila, Nocardia sp. ve Rhizobium japonicum’a karsi hi¢ plak
olusumunun goriilmedigini tespit etmiglerdir. Davidov ve ark. [107], toprak
orneklerinden izole ettikleri predator bakterilerin potansiyel 6 farkli konak bakteriye
kars1 biyokontrol deneyleri yapilmis, Agrobacterium tumefaciens ile Bdellovibrio
sp.’nin, Pseudomonas corrugata ile Peredibacter sp., Agrobacterium tumefaciens,
Azospirillum brasilense, Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum ve E. coli
ML35 ile Bacteriovorax sp.’nin, Pseudomonas corrugata ve Pseudomonas syringae
pv. tomato ile Micavibrio sp.’nin plak olusturdugunu tespit etmislerdir. EI-
Shanshoury ve ark. [160], Suudi Arabistan’da Taif bdlgesinde ki atik sulardan izole
ettikleri 17 Bdellovibrio sp. izolatinin farkli konak bakterilere karsi biyokontrol
deneyleri yapilmis ve sonucta Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ve
Azotobacter sp.’e karsi hi¢ plak meydana gelmedigini bildirmislerdir. BALO
izolasyonunda benzer ya da farkli konak bakteriler kullanilarak yapilan bu tiir
calismalarin sayisint arttirmak mumkandir [39, 119, 162-164]. Calismamiz ile
kaynaklarda belirtilen calismalar birlikte degerlendirildiginde, kullanilan konak
bakterilerin predatdér bakterilere kars1 duyarliliklarinin  farklilk  gosterdigi
anlagilmaktadir. Bunun nedeninin ise diger arastirmalarda kullanilan konak
bakterilerin metabolik, genetik yap1 ve bulunduklart ortamin fizyolojik kosullarinin
(sicaklik gibi) farkliliklaridir.

Predator bakterilerin atik sularda ki mevsimsel dagilimi seyreltme plaka

yontemiyle konak bakteri olarak E.coli ML35 kullanilarak hesaplanmistir.

76


https://www.google.com.tr/search?q=Agrobacterium+Z+radiobacter&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjOvrC2pYLkAhUEjqQKHS0kDtMQkeECCCwoAA
https://www.google.com.tr/search?q=Agrobacterium+Z+radiobacter&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjOvrC2pYLkAhUEjqQKHS0kDtMQkeECCCwoAA

Sonuglarimiza gore litik plaklarm en ¢ok yaz mevsiminde (4.5x10° pfu/mL), en az ise
kis mevsiminde (1.4x102 pfu/mL) olustugu tespit edilmistir. Williams ve ark. [33] bu
bakterilerin mevsimsel dagilimlariyla ilgili Patuxent Nehrinde yaptiklar1 bir
calismada, en ¢cok yaz mevsiminde BALO elde ettiklerini, predatorlerin sayilarinin
gec yaz ile ilk soguk aylara kadar belirgin bir sekilde yiikseldigini ve kig mevsiminde
sayilariin azaldigini bildirmislerdir. Paix ve Jacquet [168] ile Paix ve ark. [169] ise,
Uc¢ dag goliinde (Annecy Golii, Bourget Goli ve Cenevre Golu) farkli mevsimlerde
predator bakterilerin  bollugu, dagilimi, ¢esitliligini arastirmiglardir. gPCR ile
Peredibacteraceae  familyasinin ~ bollugu  1.62x10°  gen  kopya/mL,
Bdellovibrionaceae ve Bacteriovoracaceae familyalarinin bolluk orami ise 4x10-
1.25x10" gen kopya/mL olarak dl¢miislerdir. Hiicre sayilarmi ise Bdellovibrionaceae
10° pfu/mL ile Bacteriovoracaceae 10° pfu/mL olarak tespit etmislerdir. Yaz
mevsiminde, Peredibacteraceae'nin bollugu kis ya da sonbahar mevsimlerinden
belirgin sekilde daha yiiksek oldugunu hem gPCR hem de mikrobiyolojik sayim
yontemleriyle tespit etmislerdir. Yapilan c¢alismalara gore, ilkbahar ve yaz
mevsiminde sicaklik arttiginda, numunenin sicakligi da artmis ve predator

bakterilerin gogalmasi igin sartlar uygun hale doniismektedir.

Atik su numunelerinden yaptigimiz BALO izolasyonunda inkiibasyon
sicakligi 28 °C olarak kullanilmistir. Benzer ¢alismalarda [35, 59, 156, 158, 170] bu
sicaklik 25-30 °C arasinda uygulanmaktadir. Istisnai olarak birka¢ calismada daha
diisiik [42, 171] veya daha yiiksek sicakliklarin [17, 161] uygulandigi gorilmektedir.
Calismamizda ise daha diisiik (20 °C) ve daha yiiksek (35 °C) sicaklik denemelerinde
konak bakterilere karsi litik plak olusmamustir. Paix ve ark. [169], predator
bakterilerin metabolik aktivilerinde 6zellikle sicaklik ve tuzlulugun daha ¢ok, diger
faktorlerin (iletkenlik, pH, oksijen, amonyum vb.) ise daha az etkin oldugunu ortaya

koymuslardir.

Predator bakteri izolasyonlarinda ¢ift katmanli agar plaka yonteminde ortam
olarak YP (Yeast Ekstrakt Pepton) Agar kullanilmistir. Benzer ¢alismalarda [19, 39]
da BALO izolasyon deneyinde ortam olarak kullanilmistir. Baz1 ¢alismalarda [25,
152, 162, 164, 172], ise izolasyon ortami olarak DN (Dilte Nutrient) Agar, HM Agar
ve YPSC (Yeast Ekstrat Pepton Sulfat Sistein) Agar kullanilmigtir. Baz1 ¢alismalarda
ise predator bakterilerin ihtiya¢ duydugu ortamlara bakildiginda genellikle diisiik

besin konsantrasyonlar: igeren ortamlarin tercih edildigi, hatta bazi ortamlarin
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(Hepes gibi) hicbir besin igermedigi, Ozellikle etkin bir predasyon icin ihtiyag
duyulan katyonlar1 (magnezyum ve kalsiyum) icerdikleri gorilmektedir [164].

Elde ettigimiz izolatlara ait litik plaklardan DNA izolasyonlar1
gergeklestirilmis, farkli primer setleri kullanilarak PCR ile uygun sekanslar elde
edilmigstir. Sekans verilerinin sonuglarina gore Ornekleme yapilan atik sudaki
predator cesitliligi tam olarak ortaya ¢ikarilamamistir. PCR ile dort farkli primer seti
ile Uriin olusumuna bakilmistir. Daha fazla ¢esitliligin ortaya konulabilmesi igin

farkl1 spesifik primerlerinde ileri ki ¢alismalarda denenmesi gerekmektedir.

Izolatlarmin tanimlanmasi amaciyla primer setlerinden BbsF216 ve BbsR707
Bdellovibrio bacteriovorus, Bac676F ve Bacl442R Bacteriovorax sp., Per676F ve
Per1443R Peredibacter sp. ve Mic431F ile Mic996R Micavibrio sp. i¢in kullanilmus,
ancak Mic431F ve Mic996R primer seti ile olumlu sonu¢ alinamamistir. Davidov ve
ark. [107], toprak numunelerinden PCR ile Bd529F, Bd1007R, Bac676F, Bac1442R,
Per676F, Perl443R, Mic431F ve Mic996R primerleri ile 17 BALO izolati
tamimlamig, bu izolatlarin Bdellovibrio sp., Bacteriovorax sp., Peredibacter sp. ve
Micavibrio sp. suslar1 oldugunu belirtmislerdir. Bu primer setleri BALO izolatlarinin
tanimlanmasi i¢in farkli ¢alismalarda kullanilmistir [168, 169]. Jurkevitch ve ark.
[76], toprak numunelerinden izole edilen izolatlarin tanimlanmasi igin 176F ve 887R
primerleri kullanmis, ¢alisma sonucu Bdellovibrio stolpii, Bdellovibrio starrii ve
Bdellovibrio bacteriovorus’u tanimlamislardir. Bazi primer setlerinin de kullanildig:
gortlmektedir [119, 162, 173].

16S rRNA gen bdlgesinin c¢ogaltilmast ve bu bdlgelerin dizi analizi
sonuglarmma gore tir ve cins dilizeyinde filogenetik tanimlamalar yapilmaya
calistlmistir. Bu predatdor bakteriler arasinda yapilan DNA hibridizasyon
calismalarina bakildiginda, %75 ve Uzeri oraninda benzerlik goriildiigii i¢in tam
anlamiyla ayrilma meydana gelmemektedir. 16S rRNA analizi sonucuna gore
calismamizda, tiir bazinda; 7 adet izolat %97-99 benzerlik oraniyla Bdellovibrio
bacteriovorus, cins bazinda 14 adet izolat %94-96 benzerlik oraniyla Peredibacter
sp., 2 adet izolat %96-94 benzerlik oraniyla Bdellovibrio sp. ve 2 adet izolat %91
benzerlik oraniyla Bacteriovorax sp. olmak Uzere toplam 25 adet predatér bakteri
tanimlanmistir (Tablo 4.4). Oyedara ve ark. [162], topraktan izole edilen iki farkli
Bdellovibrio spp.min genomlarim1 dizmis, filogenetik analizler sonucu, Bdellovibrio
sp. SKB1291214 %99 oraninda kiiltiire edilemeyen Bdellovibrio sp. clone 12L.106
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benzerlik gosterirken, Bdellovibrio sp. SSB218315 ise %96 oraninda Bdellovibrio
bacteriovorus HD100 ile %100 oraninda Bdellovibrio bacteriovorus Tiberius
benzerlik gosterdigini bildirmislerdir. Koval ve ark. [40] Kanada’da izole ettikleri
izolatin, 16S rRNA gen dizisi ile olusturulan filogenetik analizine gore, %93
oraninda Bdellovibrio bacteriovorus HD100 ile %90-93 oraninda ise Bdellovibrio
bacteriovorus izolatlarina (sus 109J, 114, 127) benzerlik gosterdigini tespit
etmislerdir. Feng ve ark. [163], 16S rDNA gen dizileme analizi ile aktif camurdan
elde ettikleri izolatin %99 oraninda 'Bdellovibrio bacteriovorus susu Tiberius' ile
benzerlik gosterdigini, bu nedenle izolati 'Bdellovibrio bacteriovorus UP' olarak
tamimlamiglardir. Bu ¢alismada ise, Neighbor-Joining metodu ve Maxsimum
Composit Likelihood ile filogenetik analizler yapilmis, dendogramlar olusturularak
sonuca gidilmistir [18, 42, 44, 76, 174].
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5. SONUC VE ONERILER

Predasyon organizmalar arasindaki ortak bir etkilesim sekli olup; populasyon
ekolojisi ve mikroorganizmalar arasi rekabette Onemli bir guctir. Bu gicin
populasyon dinamikleri ve gesitlilikte, mikroorganizmalarin zerinde blyik etkileri
olmaktadir. Son yillarda mikrobiyal ekoloji ¢alismalarinda predatdr bakteri ya da

topluluklariin ortaya ¢ikarilmasiyla bu giic daha da 6nemli hale gelmistir.

Yasamin hemen her alaninda bakteriler; bakteriyofajlarin, protistlerin ve
predator prokaryotlarin predasyonuna maruz kalmistir. Prokaryotik predasyon, farkli
taksonomik bakteri gruplar1 arasinda yaygin bir hayatta kalma sekli gibi goériinmekte
ve muhtemelen gram pozitif ile gram negatifler arasinda genis bir konak araligini
etkilemektedir. Predator prokaryotlar, Bdellovibrio sp.’nin kesfedildigi 1960'larin
basindan beri bilinmekte, bir¢ok sucul ve karasal ortamdan izole edilen Bdellovibrio
ve benzeri organizmalar (BALO) su anda en ¢ok incelenen predatdr prokaryotlar

grubunu olusturmaktadir.

Bu caligsma ile predator bakterilerin bazi suslar1 Diinya’nin farkli iilkelerinde
tespit edilmis, ancak iilkemizde heniiz izolasyonlar1 gergeklestirilmemistir. Bunun
nedenlerinden birisi de predatdr bakteri suslarinin izolasyonunun olduk¢a zor
olmasidir. Manisa Atik Su Aritim Tesisi ham atik suyundan alinan numunelerden
predator bakteriler izole edilerek molekiiler yontemlerle tanimlanmistir. Sonug olarak
bu arastirma sonucunda eclde edilen veriler, ileride yapilacak yeni projeler ve
arstirmalar i¢in yol gosterici olabilecek ve tilkemizde ki predator bakteri ¢esitliligine

katkida bulunabilecektir.

Giliniimiizde 6zellikle ilaca direngli patojenler, diinya ¢apinda bir halk sagligi
tehdidi haline gelmektedir. Genis bir konak hiicre araligina sahip ve predasyon yapan
bu essiz organizmalar, ‘canli antibiyotikler’ olarak patojen veya gida bozulmalarina
neden olabilen saprofitik gram negatif ve bazi gram pozitif bakterilerin kontroliinde
kullanilabilirler. Bu predator bakterilerin yuksek yapili organizmalara karsi patojen
olmamalar1 insan saghginda da, zararli olan patojen bakterilerle miicadelede
kullanim olasiliklarim1  giiglendirmektedir. Bu suretle istenmeyen bakterilerin

biyokontrol ¢alismalarinda biyolojik ajan olarak yararlanilabilinir.

Karasal ortamlarda ki predator suslar ise 6zellikle fitopatojen bakterilere karsi

denenebilir ve bitki hastaliklariyla miicadelede kullanilabilirler. Yine bu
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mikroorganizmalarin toksik kirleticilerden pek etkilenmedikleri ve bu gibi maddeleri
parcalayabildikleri ortaya konulmus olmasina ragmen, ¢evresel Kirleticilerin

temizlenmesiyle ilgili remediasyon arastirmalar1 yeterli seviyede degildir.

Bu ve benzeri ¢alismalar neticesinde varligi ortaya konulan BALO 1n ¢esitli
bakteriler Uzerindeki basarili predasyonu, gelecekte endiistriyel, tibbi, tarimsal,
cevresel ve biyosavunmanin farkli alanlarinda ¢ok daha verimli amaglar igin
kullanilabileceklerini gostermekte ve sayisiz potansiyel uygulamayi hizlandiracak

daha fazla genetik manipilasyonlara da acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.
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