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ESCHERICHIA COLI FAJLARININ MERSIN-MEZITLI SAHILINDEN
IZOLASYONU VE MEVSIMSEL DEGISIMLERININ ARASTIRILMASI

Suayip SAHIN

0z

Denizel ortamlarda virlislerin rollerini anlayabilmek i¢in mevsimsel
dagilimlarinin ve virlis-konak etkilesimlerinin bilinmesi 6nemlidir. Bu calismada,
Mersin Mezitli sahilinden (Halk plaji) alinan deniz suyu 6rneklerinde Escherichia
coli bakterisi ve fajlarinin mevsimsel dagilimlar1 belirlenmistir. Deniz suyu 6rnekleri
her ay diizenli olarak steril polipropilen siselere alinmis, fiziksel ve kimyasal
parametre Ol¢iimleri yapildiktan sonra bakteri ve faj izolasyonu i¢in kullanilmistir.
Bakteri izolatlarinin morfolojik kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri tespit edilerek
tanimlamas1 yapilmistir. Temmuz-Eyliil aylar1 arasinda 28-30 °C’lerde seyreden
deniz suyu sicakligi toplam bakteri, koliform ve Esherichia coli sayisinin artmasina
neden olmaktadir. Lizogenite testinde yliksek sicaklik ve Mitomycin-C 1 pgr/ml
olacak sekilde kullanilmustir. izole edilen Esherichia coli suslarmin % 44.7’sinin,
diger koliform bakterilerin ise %19.04 oraninda temperent faj tasidigi tespit
edilmistir. Lizogenik bakterilerde yapilan Mitomycin-C uygulamasinda bakterilerin
%72.5 oraninda indiiklendigi tespit edilmistir. Elde edilen bakteriyofajlardan litik
Ozellikte olanlarin 10 tanesi secilerek, bu fajlara iliskin pfu degerleri, plak
morfolojileri, patlama biiytikliigii ve bliylime egrisi ¢aligmalar1 yapilmistir. Patlama
biiyiikliikleri 15-80 arasinda degismektedir. Viriislerin ve bakterilerin epifloreans
mikroskopta incelenmesinde DAPI boyas: kullanilmistir. Deniz suyu bakteriler i¢in
0.2 mm, fajlar icin ise 0.02 mm por ¢apina sahip filtreler kullanilarak filtre edilmis,
filtre kagitlart DAPI ile boyanarak epifloresan mikroskopta incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Esherichia coli, Bakteriyofaj, Litik Faj, Temperent Faj

Danisman: Prof.Dr. M. Nisa UNALDI CORAL, Mersin Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisti, Biyoteknoloji Anabilim Dali
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THE ISOLATION OF ESCHERICHIA COLI PHAGES FROM MERSIN-
MEZITLI BEACH AND THE INVESTIGATION OF ITS SEASONAL
CHANGES

Suayip SAHIN

ABSTRACT

In order to understand the role of viruses in marine environments, it’s so
crucial to recognize their seasonal distributions and virus-host interactions. In this
study, in the seawater samples taken from the coast of Mersin Mezitli (from the
public beach), Escherichia coli bacteria and the seasonal distributions of its phages
have been identified. Seawater samples were regularly collected into sterile
polypropylene bottles every month and after their physical and chemical parameters
had been measured, they were used for isolation of bacteria and phages. The
morphological, cultural and biochemical properties of bacterial isolates were found
out and their definitions were determined. The seawater temperature approximately
at 28-30 °C during July and September leads the total count of bacteria, coliform and
E. coli to increase. In the lizogenit test, high temperature and Mitomycin-C were
used in proportion to 1 ugr/ml. % 44.7 per cent of isolated strains of Escherichia coli
and other coliform bacteria at a rate of %19.04 were identified to convey temperent
phage. In the experiment of Mitomycin-C conducted on lysogenic bacteria, it came
out that bacteria were induced at a rate of % 72.5. Out of the resulted bacteriophage,
10 in the properties of lytic were selected and the studies concerning their pfu values,
plaque morphology, burst size and growth curves were performed. Brust sizes ranged
between 15-80.In the epifluorescence examination of viruses and bacteria, DAPI
paint was used. Seawater were filtered by using filters with a per diameter of 0.2 mm
for bacteria and of 0.02 for phages, and upon having been painted with DAPI, filter
papers were examined in epifluorescence microscope.

Keywords: Escherichia coli, Bacteriophage, Lytic Phage, Temperent Phage

Supervisor: Prof. Dr. M. Nisa UNALDI CORAL, Mersin University, Graduate
School of Natural and Applied Sciences, Department of Biotechnology
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SIMGELER ve KISALTMALAR
Escherichia coli: E.coli

UVTK: Uluslararasi Viriis Taksonomi Komitesi
N: Azot

P: Fosfor

UV: Ultraviyole

C: Karbon

MRSA: Metisilin-Direngli Staphylococcusaureus
NaCl: Tuz

TEM: Transmisyon elektron mikroskobu

NTA: Nano parcacik izleme tabani

NS: NanoSight Limited

HFs: Heteroflagellat kamcililar

DOM: Cozlinmiis Organik Madde

POM: Partikiil Organik Madde

EMB: Eosin Metilen Blue Agar

Lact.: Lactobacillus delbrueckii

chl-a: Klorofil-a

PFU: Plak form tinitesi
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1. GIRIS

Virlisler hiicresel bir organizasyon gostermeyen 20-400 nm arasinda
bliyiikliige sahip, DNA ya da RNA igeren zorunlu hiicre i¢i parazitidirler. Metabolik
faaliyetleri kendi kendilerine gerceklestiremedikleri i¢in konak bir canli hiicreye
ihtiya¢ duyarlar. Hiicre diginda kapsit adi verilen proteinle cevrili niikleik asit
formundadirlar ve bu formlarina virion adi verilir. Konak hiicre olarak prokaryotik
ya da eukaryotik tiim canli hiicreleri enfekte edebilirler. Viral genomlar ¢ok kiigiik
olduklarindan konak hiicrenin yapisal ve metabolik bilesenlerine bagimlidirlar

[Akbulut ve Kesentas, 2013; Gelderblom, 1996].

Viriislerin smiflandirilmast ise iki ana siiflandirma sistemi kullanilarak
gercgeklestirilmistir. Bu sistemler Baltimore siniflandirmast ve UVTK Siniflandirmasi
(Uluslararas1 Viriis Taksonomi Komitesi) olarak adlandirilir. David Baltimore'un
gelistirdigi Baltimore siiflandirmasi, viriisleri Romen rakamlar1 ile numaralanmis
yedi gruba ayirir ve genom yapilarina ve ¢ogalma tarzlarina gore yerlestirir. UVTK
simiflandirmast  ise ek smiflandirma sistemi ortaya koyar. Virlislerin tiir
adlandirmalarin1 yapar ve o tiirleri de biyolojik siiflandirmadakine benzer sekilde
cins, alt familya, familya ve takimlara yerlestirir [Weinbauer, 2004]. Virislerin
tanimlanmasinda niikleik asit tipi (DNA, RNA), niikleik asitin sayis1 ve yapist (tek
veya ¢ift iplikli olmasi, dogrusal ya da halkasal olmasi), viral genomun polaritesi
(pozitif ya da negatif iplikler), niikleokapsitin simetrisi, lipit zarfin bulunup

bulunmamasi 6zellikleri degerlendirilir [ Y1ildirim vd., 2007].

Bakterileri enfekte eden viriisler, 1915°de Ingiltere’de Frederich W. Twort
ve 1917°de Paris’de Felix d’Herelle tarafindan birbirlerinden bagimsiz bir sekilde
kesfedilmistir. Bu iki bilim adami da bakteri kolonilerinin eridigini gozlemisler
ancak buna etken olan faktoriin ne oldugunu baslangi¢ta anlamamuslardir. Felix
d’Herelle bu olayr kesfettiginde bunlara bakteri yiyen anlaminda “bakteriyofaj”
ismini vermistir. Bakterileri lize eden bu viriislerin kesfinden hemen sonra,
bakteriyel enfeksiyonlarin miicadelesinde kullanilmaya baglanmistir. Felix d’ Herelle
tip alaninda yaptig1 viriis calismasinda dizanteri olmus bir cocugun faj tedavi
yontemi ile kurtulmasint saglamistir. Ancak viriisler hakkinda yeterli bilgi sahibi

olunmamasi ve kotii tibbi sonuglar bu ¢alismanin devam etmesini engellemistir.
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Ayrica antibiyotiklerin kesfiyle beraber bu ilginin kisa silirede azalmasina neden
olmustur [Orlova, 2012]. Son yillarda yine artan antibiyotik direngliligine karsi
fajlarin kullanimi giindeme gelmistir. Ayrica son yillarda bakteri viriisleri zararli alg
patlamalarinin ve siyanobakterilerin kontrolii gibi alanlarda da denenmeye
baglanmistir [Wommack ve Colwell, 2000]. Fajlar, dogal ortamlarda bakteri
Olimlerinin  yaklasitk  %20-50’sinden  sorumlu tutulmaktadirlar.  Elektron
mikroskobunun kullanilmaya baslanmasiyla 1959 yilindan bugiine kadar 5568

bakteriyel viriis incelenmistir [Ackermann, 2007].

Bakteriyofajlar (fajlar), yalnizca canli bakteri hiicreleri icinde ¢cogalabilirler.
Bakterilerle olan iliskileri sonucunda ¢ogu zaman bakterilerin parcalanarak erimesine
yol acarlar. Bakteriyofajlar genellikle belirli tiir veya belirli tip bakterilere karsi
ozgiil iliski gosterirler [Arda, 2011; Akman, 1983]. Viriislerin ekolojik ve genetik
rollerinin anlasilmasi ic¢in viriis ile konak arasindaki iliski seklinin bilinmesi
Oonemlidir. Bakteri viriisleri ve konaklar1 arasindaki iliski ortamdaki mikrobiyal
toplulugun yapisini etkilemektedir. Sucul ortamlardaki besin zinciri ve besin agi
kavramlar1 son yillarda degismistir. Ozellikle denizlerde prokaryotlarin besin
zincirindeki yerinin anlagilmasi bu kavraminin yeniden diizenlenmesi gerekliligini
ortaya ¢ikarmistir. Sucul sistemlerde siyanobakteriler birincil iiretici olarak karbon
fiksasyonuna onemli katkilarda bulunmaktadirlar. Ayrica fajlar yiiksek protein ve
DNA igerigine sahip olduklarindan N ve P dongiisiiniin 6nemli bir basamagini

olusturmaktadir [Fuhrman, 1992; Oner, 1996].

Viriisler ve bakteriler ile ilgili ekolojik ¢alismalarin cogunlugu bakterilerin
6liimii ile sonuglanan litik enfeksiyonlar lizerine odaklanmistir. Oysa lizogenik hayat
dongiisii gosteren fajlar da ekolojide oldukg¢a onemlidir. Cilinkii profa; durumundaki
herhangi bir faj cesitli etkenlerle litik dongiiye gegebilmektedir. Simdiye kadar
fajlarin indiiklenmesine UV, sicaklik, mitomycin-C, hidrojen peroksit, alkilleyici
etkenler, 6-azourasil gibi etkenlerin neden oldugu bilinmektedir. Son g¢alismalarda
kirlilik etkenlerinin de faj indiiksiyonuna neden olabilecegi gosterilmistir. Su,
sicaklik, hidrostatik basing, radyasyon, iyonlar, oksijen, pH, organik materyal ve

ulasilabilir konak gibi ¢evresel faktorler fajlar1 etkilemektedir. Ortamin kimyasal
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yapisi, fajlarin adsorbsiyonu, replikasyonu veya litik aktivitesi {izerine etkilidir

[Weinbauer, 2004].

Mikroorganizmalarin tiimiinde bulunan karbon miktar1 yeryliziindeki tim
bitkilerde bulunan karbon miktarina yaklasik olarak esittir. Azot ve fosfor miktari ise

tiim bitki canli kiitlesinde bulunandan 10 kat daha fazladir [Giiven vd., 2011].

Escherichia coli (E.coli) bakterisi 1885 yilinda Theodor Escheric tarafindan
tamimlanmustir. E. coli boyu eninden daha uzun 2-6 um, 1-1,5 um diiz bakterilerdir.
Gram negatif, bazen fakiiltatif anaerob, 1-2 mm capinda S tipi koloniler yapan
bakterilerdir [Mikrobiyoloji.org, 2014]. Genomik bilgiler temelinde, alti farkli
filogenetik gruba (A, Bl, B2, C, D, E) aynlmistir [Touchon vd., 2009]. Ilk
zamanlarda hayvan ve insan bagirsak florasinda tespit edilen E.coli’nin patojenik
Ozellige sahip olmadigi kabul edilmistir. Yapilan aragtirmalar sonucunda bazi
serotiplerinin hastaliklara neden oldugunun ortaya ¢ikmasi ile potansiyel bir patojen
olarak tanimlanmustir [Chen ve Frankel, 2005]. insan ve hayvanlarda patojen olup
sindirim ve diger sistemler i¢in zararli olan suslart mevcuttur. E.coli kommensal,
intestinal patojenik ve extraintestinal patojenik suslari olarak smiflandirilabilir
[Johnson ve Thomas, 2000; Dongyou, 2014]. E.coli bakterileri bifazik (konaga bagli
ve bagl olmayan ) ozellige sahiptirler. E.coli tiirleri ¢ogalma ve yasamda kalma
sanslar1 da cevresel faktorlerle degisebilmektedir. Ornegin sicaklik ve sicaklik
rejiminin degisimi E.coli varhigm etkileyen bir faktordiir. Genellikle sabit sicaklik
degerlerinde hayatta kalma sans1 daha yiiksek iken sabit bir sicakligin dlgiilemedigi
toprak ve su gibi ortamlarda verimli Ol¢timler yapilamamistir [Elsas vd., 2011].
Bakterilerde konjugasyon, rekombinasyon, operon kavramlari ilk E. coli ‘'de
kesfedilmistir, DNA'nin cogalmasi, RNA transkripsiyonu, protein sentezi gibi,
molekiiler genetigin ¢ogu mekanizmasi, E.coli lizerinde yapilan arastirmalarla ortaya
cikarilmistir. E. coli, iyi bilinen genetik yapisi, onun genetik miihendisligi,
metabolizma miihendisligi ve protein miihendisligi alanlarinda da calisma yapan
bilim adamlarinin siirekli basvurdugu canli haline getirmistir. Ayrica hizli tireme
orani ve kiltiir ortaminda kolay iretilebilmesi E. coli’yi endiistriyel alanlarda dahil

bir ¢ok arastirmada vazgeg¢ilmez yapmistir [Yin vd., 2007]. Mikrobiyoloji alaninda
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yapilan calismalarla kazanilan ¢cogu Nobel Odiilii E. coli 'de yapilan arastirmalara

dayanir [Wikipedia, 2014].

E.coli kanalizasyon ¢ikiglarina yakin bulunan yiizme havuzu, goller, sebeke
sular1 ve deniz sularindan izole edilebilmeleri miimkiin olmustur. Su igerisinde E.coli
tespit edilmesi mikrobiyolojik acidan digki kirlenmesi ve sithhi agidan su kalitesi
olgiitii olarak kullanilabilir. Clinkd E.coli diski kirlenmesinin evrensel bir gostergesi
olarak kabul edilir [Tsen ve Chi, 1988]. Koliform grubu bakterilerin ¢ogunlugu
enfeksiyona neden olmaz ancak ortamda hastalik yapici viriis, bakteri, protozoa

olabilecegini gosterir.

Arastirmamizda, Mersin-Mezitli sahilinde (Mezitli Halk plaji) koliform
grubu bakterilerden olan E.coli’ye ozgii fajlarin mevsimsel degisimi hakkinda
bilgiler edinilecektir. Cesitli fiziksel ve kimyasal parametrelerin bakteriyofajlarin
sayisal ve yasam dongiileri lizerine etkisi belirlenecektir Bu calisma, bu bolgede
koliform grubu bakteri fajlar1 ile yapilan ilk ¢alisma niteligindedir. izole edilen E.coli
bakterilerinin faj profilleri ¢ikarilmis ve ortamdaki mikrobiyal toplulugun dagilimi
hakkinda bilgiler edinilmis olacaktir. Ortamda bulunan fajlarin enfeksiyon tipleri
(lizogenik veya litik) saptanarak, bazi ¢evresel faktorler acisindan degerlendirmesi
yapilacaktir. Ozellikle ekolojik agidan onemli olan bu fajlarm dogal ortamlardaki
bakterilerle iliskilerini iceren ¢alismalar olduk¢a sinirlidir. Ulkemizde bu konu ile
calisan arastirmaci sayisinin olduk¢a sinirli olmast konunun Onemini daha da
artirmaktadir. Izole edilen bakterilerin fajlarinin elde edilmesi, saflagtirilmasi ve
kismi tanimlanmasi gergeklestirilecektir. Faj enfeksiyon tiplerinin belirlenmesi ile
bakteriler arasindaki iliski saptanacaktir. Litik ve lizogenik tipte hayat dongiisii
gecirenlerin oranlar1 saptanip ortamdaki mikrobiyal sistemin dinamigi hakkinda
bilgiler edinilecektir. Ayrica ortamda bulunan faj ve konak bakterilerin mevsimsel
degisimlerinin tespit edilmesiyle, fiziksel ve kimyasal parametrelerle olan iligkileri

degerlendirilecektir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. BAKTERIYOFAJLAR VE UYGULAMA ALANLARI

Fajlarin kesfedilmesi Fredrick Twort ve Felix d’Herelle tarafindan 1915-
1917 yillarina dayanmasma ragmen son 50 yilda fajlar molekiiler biyolojinin
gelismesiyle, genetik kodun c¢oziilmesi ve DNA identifikasyonu gibi 6nemli
buluslarin merkezinde yer aldi. Fajlar gen eylemleri ve biyolojik yapilarin temel
molekiiler mekanizmalar1 kesfinde kullanildi. Fajlar son yillarda, ozellikle faj
genomigi alaninda yeni biyokimyasal mekanizmalar1 agiklayicidir. Ayrica faj gen
rtinlerinin kullanimi, enfeksiyon hastaliklari, terapdtik maddeler olarak da faj
kokenine yeni bakis acilar1 kazandirilmis. Ayrica fajlarin evrimsel gegmisi ¢ok
eskilere dayanan bakterilerle, evrimsel ge¢misi paylagmalart dogadaki tiim
mikroorganizmalarinin  genetik  cesitliliginin  depolar1 oldugu goriisiinii  de
desteklemektedir. Bakteriyofajlar sadece genetik bilgi tasiyan ajanlar degil ayrica
mikrobiyal niifuz tlizerine de 6dnemli etkileri mevcuttur. Mikrobiyal ekolojide fajlar
beslenme dalgalanmalari, konak canli sayilari, konak canli fizyolojisiyle arasinda ki
dinamik iligkileri ve faj popiilasyonlar1 olarak ta bahsedilebilir. Buna ek olarak,
fajlarin besin dongiisii, solunum sistemi, biyolojik cesitlilik, mikrobiyal gida aglar
ve biyokimyasal dongiiler iizerindeki giiglii etkisinden de bahsedilebilir. Fajlarin
okyanuslarda enerji transferlerinde onemli rollerinin olmasi, deniz bakterileri ve
fitoplanktonlar iizerine etkilerinin olmasi fajlarin dogal ekosistemdeki roliinii de
aci8a cikarmaktadir. Bu ¢alismalar 1s18inda fajlarin neden tarim ve gida alaninda da
uygulanmasin sorusu gindeme gelmis ve arastirmacilar bu alanlarda da
incelemelerde bulunmuslar. Gida alaninda bakteriyel bozulmanin 6niine gegilmesi ve
tarim alaninda da tarim zararlilar1 olan bakterilerin bertaraf edilmesi {izerine
calismalar gerceklestirilmis. Fajlarin tarim ve gida alaninda kullanilmasinin
arastiritlmasi bilim adamlarini insanda bakteriyel kaynakli hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilirligini arastirmaya itmistir. Fajlarin terapotik ajan olmalar faj ve faj gen
tiriinlerinin  Oonlimiizdeki yillarda ila¢ endiistrisi ve biyoteknolojik ¢aligmalarda

onemli bir etkiye sahip olacagi diisiiniilmektedir [Borysowski vd., 2014].
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2.1.1. Tip Alaninda Bakteriyofajlar

Bakteri hiicrelerini 6zgiil olarak eriten yapilarin bulunmasi, fajlarin
bakterilerle savasta etkili silahlar olarak kullanilabileceklerini diisiindiirmiistiir. Bu
amacla baz1 spesifik fajlar iiretilmis ve bu fajlar basilli dizanteri ve kolera basta
olmak {izere bir ¢ok hastaligin tedavisinde, kontamine olmus sularin
temizlenmesinde uzun yillar denemisse de pek basarili sonuglar elde edilememistir
[Chanishvili, 2012]. Ancak son yillarda fajlarin yine 6zellikle antibiyotiklere direng
gelistirmis enfeksiyon etkenlerine kars1 kullanilmasiyla ilgili calismalar baslamis ve
bir ¢ok arastirmaci olumlu sonuglar almistir [Chan vd., 2012; Chibani-Chennoufi vd.,
2004; Lorch, 1999; Biswas vd., 2002; Kudva vd., 1999]

Pek cok antibiyotigin aksine bakteriyofajlar yalnizca belirli bir bakteri
tirtine saldirmaktadir. Bakteriyofajlarin kuyruk kisimlarinda bulunan ve adhesin
denilen enzimler, bakterinin ylizeyindeki tiire 6zgii molekiillerle etkilesime girerek
faj adsorbsiyonu baslamaktadir. Oysa antibiyotikler, yararli zararli ayirt etmeden
bakteri gruplarinin biiyiik bir kismini yok etmekte ve etkileri zamanla azalmaktadir.
Fajlarin alerjiye neden olmamalari, ¢ok az yan etkilerinin olmasi, iretimlerinin ucuz
ve kolay olmasi gibi ozelliklerinden dolayr antibiyotiklere alternatif bir tedavi
yontemi olarak goriilmektedir. Bu konuda 6zellikle Rusya ve Giircistan’da bazi
hastaliklar hatta radyasyona maruz kalmis hastalarin bile fajlarla tedavi edildigi

bilinmektedir [Coskun, 2003].

Sahin ve arkadaslar1 [2013] Diinya Saglik Orgiitii’niin de belirttigi gibi
antibiyotiklerin, o6zellikle MRSA’lar olmak {izere bir ilaca direngli, enfeksiyon
etkenleri tizerindeki etkinlikleri giderek azalmaktadir. Giiniimiizde antibakteriyel faj
tedavi yontemi klinik olarak ©Onem kazanmaya baslamistir. Sonug¢ olarak,
caligmalarinda {izerinde durduklar1 ve ¢ LizAnk olarak adlandirdiklar1 fajin,
fibroblast hiicreler iizerinde sitotoksik etkisinin olmamast ve gii¢lii antibakteriyel
etkileri nedeniyle, S.aureus’lar tarafindan olusturulan Ozellikle yiizeysel deri
enfeksiyonlarinin tedavisinde sorunsuz olarak kullanilabilecegini gdstermislerdir

[Sahin vd., 2013].
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2.1.2. Gida Alaninda Bakteriyofajlar

Kalkan ve arkadaslar1 [2010] bakteriyofajlarin gidalarda patojen bakterilere
kars1 kullanilmas1 ve biyokontrol konusunda gelismeleri tizerine ¢alismislardir. Etkili
bir bicimde biyokontroliin saglanmasi her patojen tiirii i¢in bakteriyofajlarin kontrolii
ile konak¢1 fajin belirlenmesi gerekmistir. Arastirmacilar Campylobacter, E. coli
O157:H7, Listeria ve Salmonella gibi gida kaynakli patojen bakteriler iizerinde
yogunlasmaktadir. Bu ¢alismalarin sonucu olarak gidalarda kullanilacak faj esash
ticari iirlinlerde imal edilmistir. Bunun yan1 sira diger koruyucu maddelerle karsi-
lastirildiginda fajlarin kolay elde edilmesi ve tiretilmesi diisiik maliyetli bir alternatif

olarak goze ¢arpmaktadir [Kalkan vd., 2010].

Seckin ve Baladuraya [2010] gore gidalarin islenmesi ve depolanmasi
boyunca fajlarin antimikrobiyal aktivitesi sinirhdir; fakat sonuglar umut vericidir.
Cedar peyniri tretiminde Salmonella ile kontamine olmus siite fajlarin ilave
edilmesiyle depolamadan sonra canli hiicrelerin sayisinda azalma goriilmistiir.
Benzer olarak siit ve pihti liretimi boyunca S. aureus gelisimi fajlarla inhibe
edilmekte asitle pithtilasmis ve yar1 sert peynirlerin depolanmasi ve olgunlasmasi
boyunca inhibisyon devam etmektedir. Ayrica meyvelerde de Salmonella faji analiz
edilmistir. Faj sayis1 kavunda stabil kalarak hedef bakteride 6nemli derecede azalma

gorilmiistiir [Seckin ve Baladura, 2010].

Lu ve arkadaslar1 salatalik fermentasyonunda fajlarin etkisi {zerine
calismislardir. Salatalik fermentasyonunda yiliksek tuz yogunlugunun azaltilarak
diisiik tuz yogunlugunda fermentasyonlar gelistirmeye ¢aligmislar. Calismada normal
starter kiiltlirler kullanilmig, 90 giin fermentasyon tankindan alinan tuzlu su 6rnekleri
DEMAN-Rogosa-Sharpe agar plakalar {izerine dokiilmiistiir. Rastlantisal olarak faj
izolasyonu gerceklesmesi i¢cin 576 laktik asit bakteri izolatt kullanilmistir.
Filtrelenmis tuzlu sular 6nemli bir faj kaynagi olarak gorev yapmis faj izolatlar
arasindan 57 bagimsiz faj izolati elde edilmistir. Bakterial izolatlarn % 10 faj
saldirilarima duyarli oldugu tespit edilmistir. Arastirma sonuclarinda en fazla L.
brevi’in faj saldirilarina maruz kalmis ve baz1 fajlarin bir ka¢ konak tiire etki ettigi
tespit edilmistir. Calismada diisiik tuz yogunluklu salatalik fermantasyon firtinleri

elde edilebilmesi adina fajlarin kullanilabilecegi gosterilmistir [Lu vd., 2012].
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Park ve arkadaslar1 [2000], Plecoglossus altivelis baliklar1 yetistirme
havuzlarindan izole ettikleri Myoviridae ve Podoviridae familyalarini temsil eden iki
bakteriyofaj  kiiltirtinii  Plecoglossus  altivelis  baliklarinda  ¢alismustir.
Bakteriyofajlarin yemle baliklara oral olarak verilmesi sonucu Plecoglossus altivelis
baliklarinda hastaliklara neden olan Pseudomanas plecoglossicida’dan kaynaklanan
enfeksiyonlara karsi koruma olusturdugu ve bobreklerde bakteriyel hiicrelerin
sayilarinda hizli diisiis oldugu gozlemlemislerdir. Bu sonuglar P. plecoglossicida’nin
neden oldugu hastaliklar1 kontrol etmek i¢in faj kullanmanin miimkiin olabilecegini

gostermistir [Park vd., 2000].

Cox-Foster ve arkadaslar1 tarafindan [2007] ABD ‘de milyonlarca bal
arisinin toplu 6limiiyle aricilik sektoriinii tehdit eden sorunun kaynaginda IAPV adli
bir viriisiin oldugunun ortaya konulmasi gosterildi. Shotgun dizileme tekniklerinin
gelismesiyle insanlarla bakteriler arasindaki iliskilerin agiga c¢ikarilmasinda da

Metagenomik yaklasim daha sik kullanilmaya baslanmigtir [Ustek vd., 2011].

2.2. FiZIKSEL VE KIMYASAL FAKTORLERIN MiKROORGANIZMALAR
UZERINE ETKISI

Mikroorganizmalarin ~ gelisimini  ve aktivitesini  belirleyen  6nemli
faktorlerden birisi ortamin pH’ dir. Bazi mikroorganizmalar pH=4,0' iin altinda
gelismekle birlikte biiylik bir kismi en 1yi pH=7,0 (6,6-7,5) civarinda gelismektedir.
Patojen bakteriler basta olmak iizere, bakteriler minimum 4,5 optimum 6,5-7,5 ve
maximum 9,0 pH degerlerinde yasayabilirler. Bu yoniiyle maya ve kiiflere gore daha
secicidirler. Bunun yaninda E. coli serotipleri optimum olarak 37 °C'da ve pH 7,2'de
tiremektedirler [Ekici vd., 2008].

Lerner ve arkadaslar1 [2003], yaptiklar1 arastirmada biyolojik sistemlerde
pH degerinin, mikroorganizmalarin hayatta kalabilmeleri ve cevresel ortamlarda
faaliyette bulunabilmeleri agisindan 6nemli bir faktor oldugunu ortaya koymuslardir.
Cogu mikroorganizmalar distile suda yasamay1 tercih etmemeleri ve bazi bakterilerin
asidik ortamlar: tercih etmeleri ortamin pH’nin iireme {izerine direk etkili oldugunu

gostermektedir [Lerner ve Lerner, 2003].
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Quiberon ve arkadaslar1 [2004], sicakligin fajlar {izerine etkisini
arastirmiglardir. Yapilan ¢alismada 0, 10, 20, 30, 37, 45 ve 50°C’lik inkiibasyon
sicakliklarinin fajlarin konakgilar1 iizerine adsorbsiyonlarini etkileyip etkilemedigi
arastirillmistir.  Fajlardan sadece birinde, inkiibasyon sicakligt 0’dan 20°C’ye
yiikseltildiginde, adsorbsiyon oranmnin % 77,2’den % 98,2’ye yiikseldigi
goriilmistiir. 30°C’ye ¢ikildiginda bu oran % 99’a ulasmis ve 50°C’de dahi bu
degerde kalmistir. Diger fajlarin ise YAB, Ib3 ve LL-H, sicaklik degisiminden
etkilenmedikleri tespit edilmistir. Benzer pH’in fajlarin plak olusturmalar: iizerine
etkilerine bakmislar ve Sekil 2.1°de gosterildigi gibi farkli pH degerlerinin PFU

tizerine etkisi gosterilmistir [Quiberoni vd., 2004].
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Sekil 2.1. pH'in denenen fajlar iizerine etkisi [Quiberoni vd., 2004]

Carmen ve arkadaglar1 Alboran denizinde yaptiklar1 ¢alismada izole edilen
ornekler iizerinde viral toplulugun g¢esitliligini belirleyerek ve oOzelliklerini tespit
etmislerdir. Izole edilen bakteriler ¢ubuk seklinde hareketli ve gram negatif
ozellikteydi. Bakterilerin ortamda NaCl olmadan biiyiiyebilme 6zellikleri incelenmis,
ayrica kloroform varliginda bakteriyofaj hassasiyetini aragtirmislardir. DNA igeren
tiirlerin, birkag bakteriyofaj tiirii harig, hassas olmadiklarini géstermislerdir [Carmen

vd.,2002].

Bouvy ve arkadaslar1 [2009], giin 15181 ve sicaklik gibi ¢evresel faktorlerin

viriisler lizerine etkilerini arastirmislar. Sudaki serbest viriislerin kalict giin 15181 ve
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sicaklik etkilerini tespit etmek i¢in 1liman Fransa ve tropik Senegal bolgelerinden
tatlt ve deniz suyu Ornekleri alinmistir. 12 saatte bir sabah ve aksam saatlerinde
alinan bu orneklerin suyun orijinleri ve enlemi degerlendirmeye katilmadan yapilan
calismada gece ve giindiiz yapilan inkiibasyonlarda viriis degerlerinde ciddi bir
farklilik tespit edilmemistir. Yaptiklart calismada giicli radyasyon etkisinin
virioplankton pargalarina etki etmedigi, aksine, sicakligin tim Orneklerde viral
canliligin baslica belirleyicisi olarak ortaya ¢ikmistir. Bu durum sicaklik aninda
virlislerin adaptasyon gii¢lerini artirarak uzun siire hayatta kalmak i¢in evrimsel

stireg icerisinde gelistikleri varsayimini ortaya ¢ikarmistir [Bouvy, 2009].

2.3. ESCHERICHIA COLI FAJLARI

E. coli enfekte eden fajlar ayrintili olarak ¢alisilan ilk fajlardandir. E.coli’yi
sikca enfekte eden yedi tip faj tespit edilmistir. Bu fajlar T1, T2, T3, T4 vb.
adlandirilmig ve daha sonra yapilan arastirmalarda tiplendirilen T2, T4, T6 fajlarinin
kafa, kuyruk ve fibrillerinin birbirine benzedigi tespit edilmistir. Benzer sekilde olan
bu fajlar daha sonralar1 T-cift fajlar1 olarak adlandirilmistir. Diger viriislerde
karsilagilan durumlar E.coli’yi enfekte eden fajlarda da gézlemlenmistir. Fajlar tek
yada cift sarmalli DNA yada RNA bulundururlar ve genom yapilar1 lineer yada
dairesel olabilir. E.coli fajlar1 genetik materyallerini ¢ogaltabilmek igin konak
canliya ihtiya¢ duyarlar. Farkli kaynaklarda E.coli’yi enfekte eden fajlar olarak farkli
gruplandirmalarda mevcuttur. T4, Lambda, P1, M13 seklinde de adlandirilmis ve bu
grup fajlarin hepsi E.coli’yi enfekte edebilmektedir. Tim fajlarda kodlanmis
proteinlerin olusan bir kapsid bir kromozomu vardir. T4 ve P1 fajlar1 ise ¢ift sarmalli
DNA genomuna sahiptir ve bu genom bir kapsitle sarilmistir. P1 faji1 90 kb kiiciik bir
faj iken T4 172 kb bir fajdir. T4 faji kapsidi uzunlamasina ikosahedron yapisina
sahip olup ¢ok ayrintili bir kuyruk yapisina da sahiptir. P1 kapsidi ikosahedraldir, bir
kilif, bir taban plakasi ve kuyruk fibrilleri olan bir kuyruga sahiptir. Lambda faj1 ise
48,5 kb'lik bir dogrusal ¢ift sarmalli DNA genomunu, bir kapsidi ve bir kuyrugu
igerir. M13 faj1 kodlanmig proteinler ile ¢evrili 6407 niikleotidlik bir dairesel tek
zincirli DNA genomunu icermektedir. M 13 faj1 ipliksi bir faj olarak bilinmektedir.

10
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Bradley ve arkadaslar1 E. coli fajlarinin simiflandirmasinda Sekil 2.2°de ki

gibi kafa, kuyruk ve kuyruk fibrilleri 6zelliklerini kullanmislardir.

= o fia 3

Ll

Tip Nikleik Asit
A DNA.2, L
B DNA.,2, L
C DNA.2, L
D DNA.1,C
E RNA,1,L
: 53 RNA,1.L

1: Tek iplikgik
2: Cift iplikgik

C D

Ozellik

Polihedral bas, uzun kuyruk etrafinda
kontraktil kilif kuyruk levhas: (hegzagonal)
kuyruk ignesi ve fibrilleri

Polihedral bas. konuraktil kilifi olmayan uzun
kuyruk

Polihedral bas. kontraktil kilifi olmayan kisa
kuyruk

Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid tizerinde

¢ok biiyiik kapsomer

Kuyruksuz, ikosahedral bas. kapsid iizerinde
¢ok kiigiik kapsomer
Fleksibl filamentsz

L: Lineer

C: Sirkiler

Sekil 2.2. Bradley siniflandirmasi [Soykut, 2007].

Ormek

T2.T4.T6

T1.T5. %

T3.T7. P22

$X174.S13

F2R17, Fr, MS2

FE, fd, M13

Ackerman ise E.coli fajlarim1 Sekil 2.3.’deki gibi kuyruklu, kiibik simetrili ve

filamentoz fajlar olarak siniflandirmistir [Soykut ve Tunail, 2009].
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Morfoloji Niikleik Asit Takum ve Cins Omek Uye Ozellikleri
Familyalar Sayist
Kuyruklu DNA, ds, L Caudovirales 15 4950
Myoviridae 6 T4 1243 Kontraktil
Siphoviridae 6 A 3011 Kuyruk
Podoviridae 3 T7 696 Uzun Kuyruk
Kisa Kuyruk
Polihedral DNA, ss,C Microviridae 4 O0X17 40
ds,C.T Corticoviridae 1 4 3? Lipid Igeren
ds, L Tectiviridae 1 PM2 18 Kompleks
RNA,ss, L Leviviridae 2 PRD1 39 Kapsid
ds,L.S Cystoviridae 1 MS2 1 Lipoprotein
@6 Kaplh Kapsid
Lipid Zarf
Filamentsz ~ DNA, ss, C Inoviridae 2 fd 57 Uzun veya
ds.L Lipothrixviridae 1 TVl 6? Kisa Filament
ds, L Rudiviridae 1 SIRV 2 Lipid Zarf
1 TMV Benzeri
Yap
Pleomorfik = DNA,ds,C, T Plasmaviridae 1 L2 6 Kapsid Yok,
ds,C, T Fuselloviridae 1 SSvl o &7 Lipid Zarf
Kapsid Yok,
Limon Formlu

ds: gim sarmal  C: sirkiiler S: parcali
ss: tek sarmal ~ L: lineer T: stiper helikal

Sekil 2.3. Faj temel 6zellikleri ve siniflandirmasi [ Ackermann, 2009]

T-Cift fajlarindan olan E.coli faji T4 1940’lh yillarda incelenmeye
baslanmis ve molekiiler biyolojinin 6nemli bir kdse tasi olmustur. Teknolojik
ilerlemeler sayesinde simdi molekiiler biyologlar karmagik model yapili karyotlarla
da calisma imkani bulmuslar. Genomik popiiler bir dal olunca bakteri ve fajlarda
calisma olanagi sagladi. E. coli iiriner ve gastrointestinal enfeksiyonlara neden olan
cok yonlii bir patojen oldugu i¢in E.coli fajlar1 tip alaninda da 6nemli arastirma
sahas1 olusturmus, bilgi edinme adina ¢aligmalar yapilmis [Zuber vd., 2007]. E.coli
enfeksiyonuna karst kullanilacak faj ailesi sliphesiz T4 ailesi koli fajlaridir. T4
Fajlar1 E.coli fajlar1 arasinda en karmasik yapiya sahip fajlardir. Kuyruk fiberleri ve
konak canliyr tanima Ozelligine sahip sensorleriyle konagini tanima ve tutunma
gorevini yerine getirir. Kuyruk ayrica faj DNA smi konak sitoplazmasina tagimayi
saglayan kanal gorevini de {istlenir [Leimana vd., 2003]. T4 faj1 en iyi karakterize faj
olmast ayrica bu fajlarin memeli bagirsaklarinda dogal bir bilesen olmasi, diski ve

kanalizasyondan kolayca izole edilebilmesi faj terapide kullanilmasini
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kolaylastiriyor. E.coli fajlarmin kanalizasyon ve diskidan izole edilmesi bagisak
florasinda E.coli fiziksel yada fizyolojik faj enfeksiyonuna karst korunakli oldugu
tespit edilmis [Chibani-Chennoufi vd., 2004].

Mikroorganizmalar arasinda gen klonlamasinda bir ¢ok aract molekiillerden
(vektor) yararlanilmaktadir. Vektor olarakta E.coli’yi enfekte eden (M13, lambda
vb.) fajlar sik¢a kullanilmaktadir. Tek iplikcikli flament6z fajlardan olan E. coli M13
faji, lambda faj1 kadar olmasa bile, yabanci genlerin aktarilmasinda denenmistir

[Arda, 2000].

2.4. VIRUS SAYIM YONTEMLERI

F.d’Herelle’ nin 1917 yilinda uyguladigi yontem giiniimiize kadar kiiciik
degisikliklerle korunmustur. Geleneksel anlamda faj deneyi, litik bir faj ve bu fajin
litik aktivitesine izin veren konak bir bakteri ve ortama salinan serbest fajlardan
olusur. Faj sayilarinin belirlenmesinde geleneksel ve modern anlamda ydntemler
bulunmaktadir. Bulagici viriis sayisinin saptanmasi i¢in yaygin bir sekilde kullanilan
yaklasim plak deneyidir. Bu deney bakteriyofaj titrelerinin hesaplanmasi i¢in
kullanilan bir yontemdir. Renato Dulbecco prosediire birka¢ yenilik getirmistir.
Hayvan virolojisi de dahil ¢ok farkli viriis titrelerinin belirlenmesi i¢in bu yontem
kullanilmaya baslanmistir. Viriis sayilarinin hesaplanmasi klasik yontemde petride
olusan plaklarin sayilmasiyla gergeklestirilir. Plaklarin sayilmasi sirasinda petri
kaplarinin biiyiikliigiine dikkat edilmesi gerekmektedir. Plak deneyi sayim yontemi
gergeklestirilirken petride olusan plak sayilar1 g6z oniinde bulundurulur. Bu sayimda
genellikle 10-100 plak olusturan kaplar kullanilmaktadir (Sekil 2.4.). Yontemde
arastirmacilar 100 plak bulunduran petrileri kullanmislar ve hesaplama sirasinda (+,-)
% 10’luk hata payr eklemislerdir. Viriis plaklarmin titresi gerceklestirilen dillisyona
gore de farklilik olusturmaktadir [Racaniello 2009].
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Sekil 2.4. Faj plak deneyi [Racaniello, 2009]

Cift tabaka ekim yontemi uygulanarak gergeklestirilen bu yontemde, konak
bakterileri faj olmayan bolgelerde ¢ogalmalarina devam eder. Faj olan yerlerde litik
aktivite sonucu plak olusumu gozlenmektedir. Faj sayist PFU/ml olarak
degerlendirilmektedir. Litik aktivitenin gozlendigi faj formlarinda bu yontem
uygulanabilmektedir. lizogenik yasam formuna sahip fajin plak olusturmasi ilk
asamada miimkiin olmayacagi i¢in bu yontem gozle goriile bilen plak olusumlarinda

kullanilabilmektedir.

Geleneksel yontemlerden sonra giliniimiizde faj sayilarinin belirlenmesi i¢in
farkli yontemlerde kullanilmaktadir. Transmisyon elektron mikroskopu (TEM)
kullanilarak gergeklestirilen sayim yontemi, epifloresans mikroskopu kullanilarak
gerceklestirilen sayma yontemi, bu yontemler DNA florokrom boyama yontemiyle
gerceklestirilmektedir. Fajlarin  bu yOntemlerle sayilmasinda da zorluklarla
karsilasilmistir. Epifloresans mikroskopu kullanilarak gergeklestirilen yontemde arka
planda farkli floresans noktalar1 olusmasi gergek faj sayisinin belirlenmesinde
karsilagilan zorluklardandir. Yine TEM kullanilarak gerceklestirilecek yontemin ise
ekipmanlarinin ¢ok pahali olmasi bu ydntemin normal laboratuvar ortaminda

kullanilmasini miimkiin kilmamaktadir.

Son olarak iki yeni yontem faj konsantrasyonlarmin tespiti i¢in dnerilmistir.

Kantitatif gercek zamanli PCR yontemi, bu yontem sonucu yaklasik 4 saat igerisinde
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vermektedir. Nanopargacik izleme tabanli (NTA), NanoSight Limited (NS)
teknolojisi kullanilarak gerceklestirilen yontemde siispansiyon igerisindeki nano-
taneciklerin tespiti i¢in kullanilmistir. NS yontemi ise sonuglar1 daha hizli bir sekilde

elde edilmesini saglamistir yaklasik 5 dk igerisinde sonuglara ulagilmaktadir.

NTA-tabanli yaklagim berrak bir sivi iginde nanopartikiillerin dogrudan,
gercek zamanli gorsellestirmesi i¢in lazer 1s1ikli optik mikroskopi kullanilarak
hesaplanmistir. Nanotaneciklerin analizi bu yontemle gergeklestirilmistir. [Anderson,
vd., 2011]. PA yonteminin uygulanmasi son zamanlarda gelistirilen yontemlere
nazaran daha uzun silirede sonu¢lanmaktadir. Yaklasik 18 saat, bunun yaninda diger

yontemlere gére daha ucuz olmasi laboratuvarlarda tercih edilmesini saglamistir.

Genel korelasyondan PA kullanildiktan sonra diger testlerin uygulanmasi

sonuca ulasma ag¢isindan daha yararli olabilmektedir.

Bettarel ve arkadaglar1 [2000] ve Lang ve arkadaslarina [2009] gore virlis
varliginin tespit edilmesi ve sayillmasinda TEM  kullanilmis, fakat yiiksek
biiylitmeler sonucu hatali sonuglara ulasilmistir. Daha sonra epifloresan mikroskobu
ve akiskan hiicre sayim1 kullanilarak daha dogru sonuglara ulagilmistir. Epifloresans
mikroskobunun kullanilmaya baslanmasi ile gesitli (SYBR —GOLD, SYBR GRN
vb.). floroklor boyalar1 kullanilmigtir ssDNA yapisina girisi kolay olan bu boyalar
sayesinde viriis sayimi1 daha kolay elde edilmektedir [Bettarel vd., 2000; Lang vd.,
2009].

Forterre ve arkadaslarmma [2013] gore DNA viriislerinin sayisinin tespit
edilmesinde kullanilan floresan mikroskobunun zorluklarla da karsilagsmasi olmus
floresan noktasi olusturabilecek yapilar zar tiirevi kesecikler, gen transfer ajanlari,
oli hiicre atiklar1 vb. DNA viriisleri ile karistirilmasina neden olmustur [Forterre vd.,
2013].

Suttle ve Fuhrman, epifloresan mikroskobuyla aquatik ve sediment
orneklerinden virlis partikiillerinin saymmi i¢cin SYBR Green 1 boyast ve YO-Pro
boyasi kullanmiglardir. Benzer sekilde Lunau ve arkadaslar1 epifloresan mikroskobu
ile sediment ve bulanik ortamlardan bakteri sayimi i¢in SYBR Green I boyasi

kullanarak yeni bir metot gelistirmislerdir [Suttle ve Fuhrman, 2010].
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2.5. MIKROBIYAL EKOLOJI

Murray ve arkadaslarini [1994] mikrobiyal dongiiniin tanimlanmasindan
sonra mikroorganizmalar ile planktonik canlilarin etkilesimleri 6nemli aragtirma
konusu olmustur. Yakin zamana kadar planktonlarin mikrobiyal dongiide bakteriyel
iiretimle etkilesiminden bahsedilirken simdilerde virlislerin mikrobiyal dongiide ¢ok
daha etkili oldugu goriisii savunulmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda mikrobiyal
dongiiye bakteriyel liretimin biiylime ve geri donilisiimiinlin virlis varken nasil
isledigini mesoplankton ve zooplankton aktivitelerinin virlis varliginda ve
yoklugunda hangi degerlerde seyrettigini agiklamaya calismislardir. Ornegin viriis
varliginda mesoplankton ve zooplankton degerleri % 10-30 arasinda iken viriis
yoklugunda % 5-15 arasinda seyretmistir. Bdylece mesoplanktonik ortamda
bakteriyofajlarin deniz iiretimini 6nemli o6l¢iide etkiledigi kanisina varilmistir

[Murray ve Eldridge, 1994].

Tuomi ve Kuuppo [1999] Baltik denizinin Finlandiya korfezi korunakli
bolgesinde yaptiklari deneyde inorganik besin ilavesi N, P ve C denenmistir. Karbon
kaynag1 olarak ta sukroz ilavesi yapilmis. Eklenen maddeler N ve P fitoplankton
sayisini artirirken sukroz eklenmesi ise bakteriyel tliretimi artirmistir Gozlemlerde
bakteriyel, viral ve nanoflagellat oranlarmmin bolluguna dikkat g¢ekilmis, bakteri
bollugu ve enfekte olmus bakteri bollugu da dikkat ¢ekilen noktalar arasinda olmus.
Ayrica bu caligmada viral lizizin neden oldugu bakteriyel 6liim ve bozulma oranlari,

enfekte olan bakteri oranlarina bakilarak ogrenilmeye ¢alisilmigtir [Tuomi ve

Kuuppo, 1999].

Jiang ve arkadaslari Mamala korfezinde, denizel temperent faj-konak
sistemlerinin karakterizasyonu ile ilgili yapmis olduklart c¢alismada lizogenik
bakterilerin olduk¢a yogun olduklarini ve bunlarin mikrobiyal genetik farkliliklara ve
mikrobiyal kompozisyona oOnemli katkilarinin oldugunu goéstermislerdir [Jiang,

Kellogg ve Paul 1998]

Paul ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismada ise denizel ortamlarda lizogeniyi
indiikleyen ¢evresel ve insan kaynakli etkenlerin oldugunu gostermislerdir [Paul vd.,

1997]
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Fuhrman’a [1999] gore viriisler yeryiliziindeki en  kalabalik
topluluklardandir. Viriisler i¢in denizdeki mikrobiyal ajanlar tanimlamasi yapilmakta
ve viriisler i¢in kiiresel biyojeokimyasal dongiiler ve mikrobiyal topluluk
ekolojisinde onemli rol oynadiklar1 kabul edilmektedir. Viriislerin tiim canlilar
enfekte edebilme yetenekleri besin dongiisti, bakteri ve algal topluluklarin dagilimi
ve biyocesitliligini etkilemeleri, genetik aktarimda gorev almalari dnemini ortaya
c¢ikarmaktadir. Yeni olusturulan floresans ve molekiiler teknikler bu
degerlendirmelerin Olglilmesinde Onemli adimlar atilmasina imkan saglamaktadir
[Fuhrman, 1999]. Simdiye kadar fajlarla ilgili yapilan ¢alismalar, tip alaninda bakteri
tiplendirilmesi, endiistriyel alan1 (fermentasyon iiriinlerinden verimin artirilmasi igin)
ve molekiiler biyoloji c¢alismalarim1 (klonlama, ekspresyon ve enzimleri)
kapsamaktadir. Ancak ekolojik agidan 6nemli olan bu fajlarin dogal ortamlardaki

bakterilerle iliskilerini igeren ¢alismalar olduk¢a sinirlidir.

Williamson ve arkadaslarinin [2002] yaptiklar calismada Florida Tampa
korfezinde lizogenik fajlarin mevsimsel degisimlerini arastirmiglar. Fajlar iizerine
cevresel ve biyolojik faktorlerin direk veya indirek etkisinin varligini tespit

etmislerdir [Williamson vd., 2002].

Maurice ve arkadaslarinin bir yil boyunca kuzey gollerinde yaptiklar
caligmada fajlarin mikrobiyal dongiisiiniin mevsimsel olarak nasil degistigi hipotezi
tizerine ¢alismiglardir. Kuzey gollerinin tercih edilmesi bu gollerin 4-5 aylik buzul
doneminin olmasi, giiglii mevsimsel degisimlerin gézlemlenmesi bu degisimlerle
beraber fizyolojik metabolik aktivitelerin dalgali olmasi, hipotezin verimli olmasinda
onemli etken olusturmustur. Kisin buz Ortiisiiniin hakim oldugu goéllerde viral ve
bakteriyel degisimleri, 6zellikle bakteriyel toplulukta olumsuz etkiler gézlenmistir.
Otrofik gollerde diisiik metabolik bakteriyel aktivite, hasarli hiicrelerin yiiksek
oranda olmalar1 lizojenik faaliyetlerin en {ist diizeyde oldugu doneme denk

gelmektedir. Olumsuz kosullarda konak bakterilerin viriisler i¢in bir sigmak

olduklar1 anlami ¢ikarilmistir [Maurice vd., 2010].

Saura ve arkadaslarinin [2011] Blanes korfezinde viriislerin heterotrofik
kamgcililar (HFs) iizerine etkilerini arastirmislar Nisan 2006 ve Subat 2007 tarihleri

arasinda alinan Orneklerle inceleme gerceklestirmisler. Her deneme icin 5
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mikronmetre siiziilmiis deniz suyu Ornekleri alinmis bu 6rnekler aktif viriisler ve 1s1
ile inhibe edilerek pasiflestirilmis virlislerle hazirlanmis. Degisikliklerin 6l¢iilmesi
icin 48 saat boyunca inkiibasyona birakilan 6rnekler incelendiginde aktif virlislerin
HF oranlar1 inaktif viriislerin oranlarina gore daha fazla tespit edilmistir. Bu sonuglar
virtislerin dogrudan protistleri par¢alamasi olabilecegi gibi dolayli olarak bakterilerin
lizizi ile HF popiilasyonunu etkilemis olabilecegini gostermis. Sonuglar ayrica virtis,

bakteri ve HF etkilesimlerinin 6nemli olduklar géstermektedir [Saura vd., 2011].

Karel ve arkadaslarinin yaptigi deneyde ornekler Meksika korfezinden
alimmis. Virlis ve bakterilerin mikrobiyal dongiiye etkileri syanococcus iizerinde
yapilan arastirmayla ortaya ¢ikarilmaya ¢alisilmis. Ornekler Meksika korfezinden 0,2
mikro metrelik siiziilme ile virlisler muhafaza edilmis; diger Ornekte ise ultra
stizilme ile virilissiiz deniz sular1 olusturulmus. Alinan sonuclarda bakteri, viriis ve
tiretici  bir hiicrelilerin oldugu ortamlarda syanococcuslarin {ireyebildikleri
gosterilmis. Bu bulgu heterotrofik bakterilerin viral lizizlenmesi ile fitoplankton

biiyiimesini ve ekosistem Ol¢ekli karbon iiretimini nasil etkiledigini gostermektedir
[Karel, 2011].

Kang ve arkadaglar1 [2013] deniz bakterilerini enfekte eden fajlarin

izolasyonu ve karakterizasyonunda metagenomik ¢aligmislardir [Kang vd., 2013].

Son on yilda yapilan ¢alismalar deniz ekosistemleri ve mikrobiyal
topluluklarin 6nemini gostermistir. Mikrobiyal toplulugun (¢oziinmiis organik
karbon (DOM), partikiil organik madde (POM), inorganik besinler i¢in mevcut
kaynaklarin degerlendirilmesi ve dogrudan viral ve mikrobiyal sayim yoluyla viral
ve bakteriyel topluluklarin kapsamli bir aciklama getirilmeye ¢alisilmistir. Viral ve
bakteriyel topluluk karakterizasyonu i¢in kullanilan, 6zellikle metagenomik dizileme
teknikleri, ancak son yillarda kurulmustur ve hala iyilestirme stirmektedir. Burada
sunulan yontemler sucul ekosistemlerde viral ve mikrobiyal dinamikleri kapsamli bir

degerlendirme olusturmak igin bir ara¢ saglayacaktir [Haas vd., 2014].

Roossinck ve arkadaslarmin son donemlerde fajlar iizerine yapilan
arastirmalarinda fajlarin indiiklenmesine Uv, sicaklik, mitomycin-C, hidrojen

peroksit, alkilleyici etkenler, 6-azourasil gibi etkenlerin sebep oldugu belirlenmistir.
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Bu caligmalarda kirlilik etkenlerinin de faj indiiksiyonuna neden olabilecegi
anlagilmistir. Ayrica aragtirmalara goére mutualist yasam formlarinda oldugu gibi bazi
virlislerin lizojenik formda olmasi konaklar1 ile uyum saglayarak uzun siire yasam
stirmelerini saglayabilmistir [Roossinck, 2011]. Yine Lerner ve arkadaslarina gore
viriisler artik konak DNA’s1 replike oldukca viral DNA’ da replike olmaktadir.
Profaj durumundaki DNA’ nin tekrar indiiklenebilmesi gesitli faktorlere baglidir [
Lerner vd., 2003] bu faktorlerin Uv, Sicaklik, Mitomycin-C .vb. olduklarindan
bahsedilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Deniz suyu ornekleri Eyliil 2013 Agustos 2014 tarihleri arasinda her ay
Mersin-Mezitli sahilinde (Halk plaji)) 36°44'26.60" K. ve 34°36'30.11"D
matematiksel konumundan steril 50 ml’lik polipropilen siselere alinmistir. Buz
tizerinde laboratuvara getirilen su 6rnekleri bakteriyofaj ve bakteri izolasyonunda

kullanilmastir.

3.2. FIZIKSEL VE KIMYASAL PARAMETRELER

Ornek alimi sirasinda Wissenschaftlich (pH 315 i/set 2 A10-1012) marka
taginabilir pH metre kullanilarak (Bknz. Sekil 3.1.) su sicakligi ve pH degeri
Olglilmiis, tuzluluk (salinity) igin ise Eutech EcoScanhand-held TDS6+ marka (Bknz.
Sekil 3.2.) kullanilarak tuzluluk degerleri ppm diizeyinde belirlenmistir.

Sekil 3.1. pH ve Sicaklik Olger
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Sekil 3.2. Tuzluluk 6lger (Salinity)

3.3. BAKTERI IZOLASYONU ve TANIMLANMASI

Laboratuvar ortamia getirilen deniz suyu Ornekleri membran filtrasyon
teknigi kullanilarak filtre edilmistir. Bakteri izolasyonu i¢in 0.2 um por ¢apina sahip
Anodisc 25 (catno: 6809-6022) filtreleri kullanilmistir. 20 ml deniz suyu aseptik
kosullarda filtre edildikten sonra filtre kagidi Nutrient agar besiyerine birakilmistir.
Filtrasyon islemi 3 tekrar seklinde uygulanmis, 30°C’de 24 saatlik inkiibasyondan
sonra olusan koloniler sayilmistir. Tek koloniler Nutrient Agar ile hazirlanmis yatik
agar besiyerlerine ekilmis, 24 saat 35 °C’de inkiibe edilmistir. Ureyen suslar bakteri

tanimlamasi i¢in stoklarda buzdolabinda bekletilmistir.

3.3.1. Nutrient Agar

Icerigi pepton 5 gr, et oziitii 3 gr ve agar 12 gr olan dehidre besi yeri
(Merck 1.05450.0500) 20,0 gr/L olacak sekilde distile su igerisinde eritilmis, stok

amacli hazirlananlar i¢in tiiplere yaklasik 10-15 ml kadar dagitilmistir. Tiiplere
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dagitildiktan sonra 121 °C 1 atm basing altinda otoklavda 15 dakika steril edilen
besiyerlerine bir ylikselti koyarak yatik bir sekilde donmas1 beklenmistir.

Izolasyon ve ¢ift tabaka ekimler igin ise besiyeri dnceden steril edilerek 50-
60°C' ye kadar sogumasi beklenmis ve aseptik kosullarda, 170 °C’de 1 saat steril
edilmis olan petri kutularina yaklasik 20 ml olacak sekilde dokiilmiistiir [Halkman ve
Sagdas, 2011].

3.3.2. Saf Kiltur Eldesi

Filtrasyondan sonra filtre kagidi besiyeri lizerine yatirilmis ve inkiibasyona
birakilmistir. Ureyen ve tek diisen koloniler saf kiiltiir olarak alinmustir. ikinci kez
saflagtirmak icin tek koloni ekim yontemi kullanilmistir. Inkiibasyonu takiben elde
edilecek kiiltiirden tiipteki egik kat1 besiyerine tekrar ekim yapilarak inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Elde edilen saf kiiltiirlerin tekrar kullanilmalari amaciyla stoklari

olusturulmus, bu stoklar +4°C’de egik kati1 besiyerlerinde saklanmistir [Karagetin vd.,
2011].

3.3.3. EMB (Eosin Metilen Blue)

Dehidre Hazirlanan dehidre besiyeri 36,0 g/L olgiilerinde olacak sekilde
damitilmis su icinde 1sitilarak eritilmistir. Besiyeri, otoklavda 121 °C'de 15 dakika
sterilize edilmistir. Besiyeri 45-50 °C’ye sogudugunda steril petri kutularina
dokiilmistiir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kirmizimsi-kahve, menekse-
kahverenginde ve 25 °C'da pH's1 7,1+0,2 olmalidir. Genellikle koliform grup bakteri
sayiminda ve E. coli tanimlanmasinda kullanilmaktadir. 35-37 °C'de 24 saat
inkiibasyon sonunda menekse renkli ve yansiyan isikla yesilimsi metalik parlak
sekilde goriilen koloniler E. coli 'nin varligin1 gostermektedir. Siirme ve yayma ekim
teknikleri kullanilarak Metalik parlakligin izlenebilmesi miimkiin olabilmektedir

[mikrobiyoloji.org, 2014].
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3.3.4. IMVIC Testleri
3.3.4.1. Indol testi

Indol testi, triptofanaz enziminin varligini tespit etmektedir. Bu enzime
sahip bakteriler triptofandan zengin besiyerlerinde tirerken triptofan1 hidrolize eder
ve yikim {riinlerinden biri olan indoliin agiga ¢ikmasini saglarlar. Bu test, aciga
¢ikan indoliin bazi aldehitlerle birlestiginde renkli bir bilesik olusturmasi prensibine
dayanir. Indolun olusup olusmadigi ortama katilan reaktifin igindeki aldehit ile
birleserek pembe/kirmizi renklerin meydana gelmesiyle anlasilabilir. indol testi i¢in
yaygin iki yontem kullanilmaktadir. Bunlar spot (hizli) test ve geleneksel test olup,
spot testte indol dogrudan triptofandan zengin besiyerinde lireyen koloniden saptanir.
Geleneksel tiip testinde ise; tiiplerin bir gece inkiibasyona birakilmasi1 gerekmektedir.
Bu yontemle zayif indol iiretimi olan bakterilerin tanimlanmasi bile miimkiin
olabilmektedir. Calismamizda spot indol testi kullanilmistir. Whatman (no:1) filtre
kagidi tizerine 1-2 damla spot indol ¢6zeltisi (remel R21245) damlatilir. Taze bakteri
kiltiri filtre kagidina birakilarak 1-3 dakika beklenir. Mavi renk olusumu testin

pozitif sonug verdigini gosterir [thsk.saglik.gov.tr, 2015].

3.3.4.2. Metil kirmizisi testi

Metil kirmizis1 testi, besiyerinde bakterilerin glukozu fermente ederek
organik asit olusturmasi ve besiyerinin pH'mi1 diigiirmesi esasina dayanmaktadir. Bu
test icin Clark Lups veya MR-VP besiyeri kullanilir. Test i¢in taze bakteri
kiiltiirinden MR-VP besiyerine ekim yapilir. Kiiltiir 1-7 giin inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyondan sonra 3-5 damla metil kirmizis1 indikatorii damlatilarak kirmizi renk
olusumu gozlenir. Kirmizi renk olusumu sonucun pozitif, sar1 renk olusumu ise

sonucun negatif oldugunu gosterir [Barry vd., 1970].

3.3.4.3. MR-VP besiyeri (Metil kirmizisi, Voger proskauer broth)

Metil kirmizisi ve Voger-Proskauer testleri igin MR-VP besiyeri
kullamilmustir. Igerigi; Peptone from meat 7,0 g/L; D(+) Glucose 5,0 g/L; Phosphate
buffer 5,0 g/L. Dehidre besiyeri, 17,0 g/L olacak sekilde damitik su iginde eritilip,
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standart deney tiiplerine S'er ml olarak dagitilir ve otoklavda 121 °C 'da 15 dakika
sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri berrak, sarimsi-kahve renktedir ve 25 °C' de pH'

s1 6,9+0,2'dir [sigma-aldrich.com, 2014].

3.3.4.4. Voges - Proskauer (\VVP) testi

Baz1 bakteriler, Glikozu parcalayan bazi bakteriler nétral bir iiriin olan
asetil metil karbinolu olustururlar. Ayrica Glikozun fermentasyonu sonucu acetoin ve
bunun bir nétral rediiksiyon iriinii olan 2,3 -butanediol’ da CHj;.CHOH,.CHj
meydana gelmektedir.. VP testi i¢in taze kiiltirden MR-VP besiyerine ekim yapilir.
1-7 giin inkiibasyon siiresinden sonra 6 damla Barrit’sreagent A (Fluka 29333) ve 2
damla Barrit’sreagent B (Fluka 39442) c¢ozeltisinden damlatilir. 30 saniye ile 1
dakika aras1 yavasca calkalanir. Tiipler 10-15 dakika bekletilir. Pembe renk olugmasi
testin pozitif sonug verdiginin gostergesidir [Milli Egitim Bakanligi, 2013].

3.3.4.5.Sitrat testi

Sitrat1 kullanabilme yetenegi karbon kaynagi olarak sodyum sitrat ve azot
kaynagi olarak amonyum fosfat igeren bir besiyerinde alkali yan driinlerin
olusumunun besiyerindeki indikator boya yardimiyla saptanmasiyla anlagilir.
Simmon’un sitrat besiyerine ekilen bakteri suslar1 35 °C’de 24-48 saat bekletilir.
Indikatér kullanilmigsa renk degisimine gore sonuglar degerlendirilir. Indikator

kullanmadan da gozle goriiliir bakteri tiremesi, sonucun pozitif oldugunu gosterir.

3.3.4.6. E.coli tanimlamasi

EMB agarda metalik reflaksiyon veren koliform grubu bakterilerden E.coli
tanimlamas1 yapmak i¢in IMVIC biyokimyasal testleri yapilir. Bu test sonucunda
Indol testi (+), Metil kirmizisi testi (+), Voger-Proskauer testi (-) ve Sitrat testi (-)

olarak degerlendirilen suslar E.coli olarak tanimlanir.

3.3.5. Membran Filtrasyon Y ontemi
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Membran filtrasyon teknigi, parcacik ve mikroorganizmalarin g¢esitli
caplarda filtre kullanilarak filtrenin yilizeyinde tutunulmasini saglayan fiziksel bir
islemdir. Bakterilerde 0,2 pm ve viriislerde 0,02 um ¢apinda filtre kullanilir.
Membran filtrasyon teknigi kisaca, analiz edilecek Ornegin, igerdigi
mikroorganizmanin biiyiikliigiinden daha kiigiik gézeneklere sahip membran filtre
tizerinden vakum aracilifiyla siiziilmesidir. Bu sekilde orneklerin igerdigi
mikroorganizmalar filtre tizerinde tutulmus olur. Siiziilme isleminin gergeklestirildigi
membran filtre uygun besiyeri iizerine arada hava kabarcigi kalmayacak sekilde
yerlestirilerek, uygun sicakliktaki inkiibatore, filtre kismi yukarida kalacak sekilde
yerlestirilir. Petri kutusu 37 C° 24 saat inkiibasyondan sonra inkiibatorden alinarak
olusan koloniler sayilmasi saglanmistir. Viriisler i¢in 0.02 pm por ¢apina sahip
membran filtre kullanilmistir. Deniz suyu 6rnegi vakum altinda filtreden gegirilerek
fajlarin filtrede kalmasi saglanmistir. Filtre kagidi daha sonraki mikroskop

uygulamalari i¢in saklanmistir [Halkman, 2008].

3.3.6. Fluoressant Mikroskopi Y 6ntemleri

Kisa dalgali 1sinlara maruz birakilan c¢esitli maddeler uzun dalgali
fluoresans 15181 yayarlar. Bu 0zellik, mikroskobik analizlerde kullanilmaktadir.
Normal 151k mikroskobu teknikleri ile goriintiilenemeyen bu objelerin, 6zel boyama
maddeleri ile boyanarak (DAPI, FITC, YO-PRO, SYBR-GREEN, Rhodamine vb.)
boyay1r absorbe etmesi prensibine dayanir. Boyali preparat {izerine boyandig:
maddenin yansima yapabilecegi uygun dalga boyunda 151k gonderilir. Yansitmali 151k

(Reflectedligh) prensibine dayanir [Morikawa ve Yanagida, 1981].

Bu c¢alismada DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride-
SigmaAldrich D9542) boyas: kullanilmistir. DAPT’nin 1 mg/ml’lik ¢ozeltisi filtre
edilmis deniz suyu Orneklerine direk uygulanmistir. Filtre kagidi lizerine 100 pL
damlatilarak 10 dakika karanlik ortamda bekletilmis ve epifloresan mikroskopta

(Olympos BX51 marka) incelenmistir.
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3.4. FAJ iIZOLASYONU VE TANIMLAMASI

Fajlarin izolasyonunda, deniz suyu Orneklerinden saf kiiltlir olarak izole
edilen bakteri suslar1 konak olarak kullanilmistir. Deniz suyundan 100 ml’lik nutrient
broth’a ekim yapilarak 24 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresinden sonra
10 ml (1/10 oraninda) kiiltiir lizerine kloroform eklenir. 15 dakika dinlendirildikten
sonra slispansiyon bakteri filtresinden gegcirilir. Siiziintii karigik faj siispansiyonu
olarak saklanir. Kloroform muamelesinden sonra siiziintii 5000 rpm’de 10 dakika

santrifiij edilerek de bakteriler uzaklastirilabilir.

Daha 6nce deniz suyundan konak bakteri olarak izole edilmis suslarin taze
kiiltiirlinden 2 ml’lik nutrient broth’a 100 pl inokiile edilir. 2 saat inkiibasyondan
sonra lizerine karisik faj siispansiyonundan 100 pl eklenir. 1-1,5 saat inkiibe
edildikten sonra ¢ift tabaka ekim yontemi ile ekim yapilir. inkiibasyondan sonra plak

olusumuna gore saf faj siispansiyonu elde etme asamasina gegilir.

3.4.1. Cift Tabaka Ekim Yontemi

Cift tabaka ekim yonteminde petride Onceden hazirlanmis besiyerinin
tizerine bakteri ve faj karistirllmis top agar dokiilmesiyle uygulanan bir yontemdir.
Yontemde 24 saatlik taze bakteri kiiltiiriinden 100 pl, 2 ml nutrient broth’a inokiile
edilir. 2 saat inkiibasyondan sonra 100 pl faj siispansiyonundan eklenir. 1-1.5 saat
inkiibe edildikten sonra eritilmis ve yaklasik 45 C’ye sogutulmus top agarla
karistirtlarak 6nceden hazirlanmis petrideki besiyeri tizerine dokdiliir. 24 saat 35 C’de
inkiibe ettikten sonra olusan plaklar faj bulunan bolgelerdir.

Plak sayilariin titresini hesaplamak i¢in asagidaki formiilii kullanabiliriz.

PFU _ plak sayiss

ml dxv

(3.1)

d=diliisyon

v=seyreltilmis virlisiin hacmi

[amrita.vlab.co.in, 2015].
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3.4.2. Saf Faj Siispansiyonu Eldesi

Saf faj siispansiyonu elde etmek i¢in plaklar kesilip ¢ikarilir ve taze konak
kiiltiiriine eklenir. Inkiibasyondan sonra santrifiij edilerek veya bakteri filtresinden
gecirilerek saf faj siispansiyonu elde edilir. Siispansiyon SM besiyerinde

buzdolabinda saklanir [Giirgiin ve Halkman, 1990].

3.4.3. Lizogenik Faj Izolasyonu

Lizogenik bakteri iki yolla elde edilir. Cift tabaka ekim yontemi ile elde
edilmis bulanik plaklardan lizogenik bakterilerin elde edilmesi; Bulanik olan alandan
oze ile alman bakteriler ¢ogaltilarak indiikleme testi yapilir. Indiikleme sonucunda
plak olusumunun gézlenmesi lizogenik bakteri oldugunun gostergesidir. Cift tabaka
ekim yontemi sonucunda herhangi bir plak olusumu gézlenmeyen suslarda da profaj
indiiklemesi yapilir. indiikleme sonucunda plak olusumu gozlenirse susun lizogenik

bir bakteri oldugu tespit edilir.

3.4.4. Profaj Indiiklemesi

Profaj durumunda bulunan temperent fajlarin indiiklenmesi icin cesitli
kimyasal maddeler kullanilir. Bu calismada indiikleme ajani olarak Mitomycin-C
kullanilmistir. 24 saatlik bakteri kiiltiirtinden 2 ml’lik nutrient broth’a 100 ul ekim
yapilarak 2 saat daha inkiibasyona birakilmistir. Uzerine son konsantrasyon 0.4
ugr/ml olacak sekilde Mitomycin-C eklenerek 2 saat inkiibasyona devam edilmistir.
Siire sonunda ¢ift tabaka ekim yontemi kullanilarak petrilere ekim yapilmis ve 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi plak olusumu sonucun pozitif

oldugunu gostermektedir.

3.4.5. Patlama Biiytikliigii (Burst Size)

Izole edilen litik bakterilerin patlama biiyiikliikleri baslangi¢ ve bitis bakteri
ve faj sayilar1 arasindaki fark belirlenerek hesaplanir [Sunny vd., 1998].
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B=AV/|AB|=Ve-Vy/ | Be- By |
B= Patlama biiytkligi

AV= Viral sayidaki degisim

AB= Bakteri sayisindaki degisim
Ve= Deney sonundaki viriis sayisi
Vo= Baslangig viriis sayis1

Be= Deney sonundaki bakteri sayisi

Bo= Baslangigtaki bakteri sayisi

(3.2)
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. FIZIKSEL PARAMETRELER
Deniz suyu 6rnekleri Mersin-Mezitli sahilinde (Halk plaji) 36°44'26.60" K.

ve 34°36'30.11"D konumundan alinmustir (Sekil 4.1.ve Sekil 4.2.). Her ay diizenli
olarak ayn1 bolgeden alinan deniz suyu 6rneklerinin, 6rnekleme tarihleri, elde edilen

fiziksel ve kimyasal baz1 6zellikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Deniz suyu Orneklerinin tuzluluk, sicaklik ve pH degerleri

Ornekleme Sicakhk Tuzluluk pH
tarihi (ppt)
°C)

17.09.2013 26,5 33,7 8,20
08.10.2013 25 33,4 8,21
05.11.2013 21,4 33,6 8,13
01.12.2013 19,4 32,1 8,12
15.01.2014 16,4 33,2 8,13
27.02.2014 17,5 33,1 8,33
10.03.2014 17.8 33,1 8,32
05.04.2014 19 33,0 8,20
25.05.2014 26,5 32,5 8,15
19.06.2014 28,5 33,4 8,2
05.07.2014 29,3 33,5 8,23
08.08.2014 30,1 33,6 8,25

Aylara gore pH, tuzluluk ve sicaklik degisimlerini gosteren grafikte, pH ve
tuzluluk degerlerinin fazla degismedigi, sicaklik degerinin ise Aralik ve Nisan aylari
arasinda 20 °C’nin altina diistiigii gortilmektedir. Sicaklik bakteri iiremesini etkileyen
onemli fiziksel faktorlerdendir. Ozellikle Temmuz-Agustos-Eyliil aylarinda 28-30
°C’lerde seyreden deniz suyu sicakligi toplam bakteri, koliform ve E. coli sayisinin

artmasina neden olmaktadir (Bknz. Sekil 4.3,Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Deniz suyu drneklerinin aylik sicaklik degerleri

Akdeniz, 2.5 milyon km? bir alan kaplamakta olup, Cebelitarik Bogazi ile
Atlas Okyanusu'ndan; Siiveys Kanali ile de Kizildeniz'den ayrilir.

Akdeniz’in tuzluluk orani %o 33-38 (binde 38) arasinda olup tuz orani fazla
olan denizler grubunda degerlendirilir. Denizlerin tuzluluk oranlar1 kiyilarda ve
aciklarda farklilik gosterebildigi gibi, yillik bakildiginda aylara gore de farklilik
gosterebilir. Hava sicakligiin yiliksek oldugu yaz aylarinda suyun buharlasmasi
tuzlulugu artirirken, irmak, dere, akarsu gibi tatli su kaynaklarinin bulunmasi
tuzlulugu azaltmaktadir. Calisma bolgesindeki tuzluluk oraninda 6nemli yiikselis ve

diisiis tespit edilmemistir.

Canon ve arkadaglarinin giiney Caroline’de yaptiklari calismada, farkli bolgelerden
alinan su orneklerinde diisiik akim hizi, orta akim hiz1 ve yliksek akim hizi ve tuzlu
bataklik nehir agz1 gibi farkli o6zellikteki ortamlar1 denemislerdir. Yaptiklari
calismada T4 Bakteriyofajlar1 ve bakteriyel popiilasyonun varligini arastirmislardir.
Bakteriyofaj varliginin tespit edilmesinde diisiik su sicakligindan ziyade yliksek
oksijen konsantrasyonuna etkili oldugunu savunmuslardir. Yine ¢alismalarinda litik
aktivitenin varhigir ve patlama biiyiikligiinii su igerisindeki oksijen ve konak E.coli

varligmin bolluguna bagl olarak etkilendigini gostermislerdir. Halic agzindan
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aldiklar1 6rneklerde ise T4 bakteriyofaj varligin1 yagis miktarina bagli olarak fekal
kontaminasyon ve besin bolluguna bagli bakteri artig1 olabilecegini gostermislerdir.
Diger sitelerden alinan Orneklerde ise yiiksek akis hizina bagli olarak T4
Bakteriyofajlarin bakterilere adsorbsiyonun engellendigini bdylece litik aktivitenin

ve patlama biyiikliigiiniin kisith oldugunu gostermislerdir [Cannon vd., 2013].

Calismamizda, deniz suyu 6rnegi laboratuvara getirildikten sonra ilk olarak
bakteri izolasyonu gerceklestirilmistir. Toplam bakterileri elde etmek i¢in filtrasyon
yontemi kullanilmig, filtre kagidi nutrient agar besiyeri ilizerine yerlestirilmistir.
Inkiibasyondan sonra tek koloni seklinde iiremis olan suslardan bakteri stoklari
hazirlanmistir. 2013 Eyliil ve 2014 Agustos tarihleri arasinda her ay izole edilen
orneklerden toplamda 164 bakteri susu ayirt edilmis ve ilerleyen caligmalarda

kullanilmak tizere stok kiiltiir halinde saklanmustir.

Bakterilerin tanimlanmasinda, koliform grubu bakterileri ayirt edebilmek
icin EMB besiyeri kullanilmigtir. Metalik reflaksiyon veren suslar, E.coli

tanimlamasi igin belirlenmistir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. EMB besiyerinde metalik reflaksiyon

E.coli tanimlamasi i¢in IMVIC biyokimyasal testleri yapilmistir. Elde
edilen sonuglara gore degerlendirme yapilarak E.coli suslar1 belirlenmistir. Indol (+),

Metil kirmizis1 (+), Voger-Proskauer (-) ve Sitrat testi (-) sonug veren suslar E.coli
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olarak tanimlanmistir. Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.°de biyokimyasal test sonuglari

goriilmektedir.

Sekil 4.7. indol testi

Sekil 4.8. Metil Kirmizisi testi
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Cizelge 4.2. Alinan 6rneklerdeki toplam bakteri, koliform ve E.coli sayilari
verilmistir

Ornekleme tarihi Toplam bakteri Esherichia coli Diger koliform
sayisi (10%) sayisi (10°) sayisi (10°9)
17.09.2013 25 5 40
08.10.2013 30 5 30
05.11.2013 20 2 30
01.12.2013 4 5 40
15.01.2014 8 2 30
27.02.2014 10 5 30
10.03.2014 8 6 65
05.04.2014 8 50 80
25.05.2014 8 68 200
19.06.2014 18 86 250
05.07.2014 26 180 300
08.08.2014 48 220 400

Faj izolasyonu i¢in, fajlar1 zenginlestirme amacgli deniz suyu Ornekleri
nutrient broth besiyerinde 1 gece inkiibe edilmistir. Filtrasyondan sonra elde edilen
siiziintii karisik faj siispansiyonu olarak saklanmistir. izolatlar ile karigik faj
siispansiyonu top agar yontemi ile enfeksiyona birakilmis litik ve temperent fajlar

belirlenmistir. Bulanik plak olusumu lizogenik bakteri izolasyonunda kullanilmigtir

Viriislerin lizojenik yasam formuna gecisi ortamdaki besin durumu ve
enfeksiyon c¢okluguna gore de degismektedir. Ornegin ortamda besin kithig ve
infeksiyon degerlerinin yliksek olmas1 viriislerin lizojenik formda kalmasini tesvik
etmektedir. Boylece projaj durumunda kalan fajlar DNA’ nin her replikasyonunda

cogalma firsati bulacaklardir [Prescott vd., 1993].
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Jiang ve arkadaslarinin Mamala korfezinde yaptiklar1 ¢caligmada 4 farkl tip
bulanik plak elde etmislerdir. Bunlardan ikisi temperent faj 6zelligi gosteren tipik
bulanik sekildedir. Dot blot hidribidizasyon ve prob kullanilarak konak hiicre DNA
sinda faj DNA’s1 tespit edilerek temperent faj oldugu gosterilmistir [Jiang vd., 1998].
Cizelge 4.3’de elde edilen E. coli bakterilerinin litik ve temperent faj sayilar

verilmigtir.
Cizelge 4.3. Escherichia coli bakterilerinin litik ve temperentfaj sayilar

Esherichia coli Litik faj Lizogenik faj
5 - -

Ornekleme tarihi

i

Freifelder [1987] bakteriyofajlarin % 90’nindan fazlasinin temperent
ozellikte oldugunu savunmaktadir [Freifelder, 1987]. Fuhrman’a [1999] gore virlisler
yeryliziindeki en kalabalik topluluklardandir. Viriisler i¢in denizdeki mikrobiyal
ajanlar tanimlamasi yapilmakta ve viriisler i¢in kiiresel biyojeokimyasal dongiiler ve
mikrobiyal topluluk ekolojisinde ©nemli rol oynadiklar1 kabul edilmektedir.

Viriislerin tiim canlilar1 enfekte edebilme yetenekleri besin dongiisii, bakteri ve algal
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topluluklarin dagilimi ve biyogesitliligini etkilemeleri, genetik aktarimda goérev
almalar1 6nemini ortaya g¢ikarmaktadir [Fuhrman, 1999]. Miller ve Ripp [1998]
Pseudomanas aeroginosa ve bunlarin bakteriyofajlariyla yapmis oldugu model
sistemde viral kokenli gen transferinin tatli su mikrobiyal popiilasyonlarinda
gergeklestirildigini gostermistir [Miller, ve Ripp, 1998] Williamson ve arkadaslarinin
[2002] yaptig1 ¢alismada Mitomycin-C ile muamele edilen 6rneklerde % 22 oraninda
lizogeni tespit edilmistir. Lizogenik bakteriler deniz ortamindaki bakteriyel
kommunitenin 6nemli bir parcasi olup ani sicaklik degisimi gibi c¢evresel

faktorlerden etkilenirler [Williamson vd., 2002]

E.coli litik fajlarindan rastgele segilen 10 tanesinin plak morfolojileri ve faj

titreleri belirlenmis ve Cizelge 4.4’de verilmistir. Sekil 4.10.,Sekil 4.11. ve Sekil

4.12°de litik faj plaklar1 goriilmektedir.

Sekil 4.9. Escherichia coli temperent faj plak morfolojisi
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Sekil 4.10. Escherichia coli (E14) litik fajinin plak morfolojisi

Sekil 4.11. Escherichia coli (E32) litik fajinin plak morfolojisi
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Sekil 4.12. Escherichia coli (E65) litik fajinin plak morfolojisi

Cizelge 4.4. Escherichia coli litik fajlarinin plak morfolojileri

izolat Plak morfolojisi Fajtitresi (pfu ml-1)
E14 igne basi buyukluginde 3.4 x10°
E28 1 mm gaph seffaf 4.7 x 10°
E32 igne basi buyukluginde 3x10°
E33 igne basi buyikliginde 5.5x 10°
E42 1.2 mm gapli seffaf 6.2 x 10°
E57 1 mm gaph seffaf 7,1x 10"
E65 1 mm ¢apl seffaf 5.4x 10°
ESS igne basi buyukluginde 6 x10°
E123 1 mm ¢apl seffaf 7,3 x10°
E146 1 mm ¢aph seffaf 5,2 x10°

Lizogenik olarak tanimlanan ve karisik faj siispansiyonuyla enfekte

edildiginde plak olusumu goézlenmeyen suslar i¢in indiikleme testi yapilmistir.
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Indiikleme i¢in Mitomycin-C ve sicaklik kullanilmistir. Cizelge 4.5.’de bu oranlar

verilmigtir.

Fayard ve arkadaslarinin streptekok bakterilerinde temperent fajlarla
yaptiklar1 c¢alismada, 120 streptekok bakteri susu kullanilmis bu suslardan 12
tanesinin lizojenik bakteri susu oldugunu tespit etmislerdir. Bu calismada da faj
indiiklemesi i¢in mitomycin—C‘yi kullanmislardir. Temperent fajlarda profaj,
mitomisin-C, UV, sicaklik gibi indikatorlerden sonra elde edilebilmektedir [Fayadr
vd., 1993].

Cizelge 4.5 Plak olusumu gozlenmeyen suslar i¢in indiikleme testi

Indiikleme Denenen sus Indiiklenmis sus % orani
faktorii sayisl sayisl

Mitomycin-C 62 45 72,5
Sicaklik 62 38 61,2

Litik fajlar arasindan segilen E14, E28, E32, E33, E42, E57, E65, ES88,
E123 ve E146 numarali orneklerin patlama biyiiklikleri tespit edilmistir. Ayni
zamanda bu Orneklerin biiylime egrileri belirlenmistir. Segilen 6rneklerin patlama
biiyiikliikleri Cizelge 4.6.’de verilmistir. Orneklere ait biiyiime egrisi grafikleri de
verilmistir (Bknz. Sekil 4.13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22)

Cizelge 4.6. Litik fajlarin patlama biiytikliikleri

Suslar Patlama biiyiiklugii
E14 16
E28 24
E32 19
E33 39
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Cizelge 4.7. (Devami) Litik fajlarin patlama biiyiikliikleri

Suslar Patlama Biiyiikliigii
E42 17
E57 58
E65 32
ES8 78
E123 25
E146 77

Bakteriofajlarda patlama biyiikliigiiniin fiziksel ve kimyasal faktdrlerden
nasil etkilendigi lizerine bir ¢ok arastirmaci calisma yapmistir. Bu konuda yapilan ilk
calismalardan olan Ellis ve Delbriick [1939] yaptiklar1 ¢alismada, ¢oklu infeksiyon
durumunda fajlarin latent donemi, artis donemi ve patlama biiyiikliigiiniin nasil
degistigini arastirmiglar. Coklu infeksiyon durumunda faj sayisinin fazla olmasi
latent donem siiresinde kayda deger bir artisa neden olmamistir. Calismalarinda
patlama biiylikliigiiniin degerinde de fazla bir artis gézlemlenmemistir. Yine ayni
arastirmacilar patlama biytlikliigiiniin inkiibasyon sicakligina bagli olarak nasil
degistigini incelemisler, arastirmalarinda patlama biyiikliigiiniin sicakliktan fazla
etkilenmezken, sicaklik azalmasinin sadece latent donemin siiresinin uzattigini tespit

etmislerdir [Ellis ve Delbriick, 1939].
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Sekil 4.13. E14 fajinn biiylime egrisi
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Sekil 4.16. E33 fajinin biiylime egrisi
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Sekil 4.18. E57 fajinin biiylime egrisi
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Sekil 4.22. E146 fajinin biiyiime egrisi

Litik fajlarla yapilan biiytime egrisi ¢alismalarinda fajlarin latent donemleri
50-200 dakika arasinda degismektedir. Kaynaklardaki veriler fajlarin latent periotlari
50-60 dk arasinda degisebildigini ancak, optimum sicakligin altindaki derecelerde
170-120 dk kadar yiikselebildigini gostermektedir. Yaptigimiz ¢aligmada latent
periyodunun uzun oldugu gozlenenlerin ortamdaki bakteri konsantrasyonu ile

baglantili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii ortam sicakligi, besin miktari, pH gibi
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etkenler esdeger tutulmustur. Borsheim [1993], yaptig1 ¢alismada, kiiltiire alinmig 52
deniz fajimin patlama biyiikliiglinii ortalama 185 olarak belirlemis ve patlama

bliytikliiklerinin 5 ile 610 araliginda oldugunu géstermistir [Borsheim, 1993].

Epifloresan mikroskobu c¢alismalarinda deniz suyu oOrnekleri bakteri ve
viriis filtrelerinden gegirildikten sonra DAPI ile boyanmis ve mikroskopta
incelenmistir. Sekil 4.23.’de 0,2 um por c¢apina sahip filtreden ge¢irilmis Ornek
gorilmektedir. Virtsler bu por ¢apindan gecebildikleri i¢in sadece bakteriler
goriilmektedir. 0,02 um por ¢apina sahip filtre ile dogrudan deniz suyu Ornekleri
stiziildigli i¢in florasan noktalarinin olustugu goézlenmistir. Ancak bu noktalarin
bakteriyofaj viriislerine ait olup olmadiklar1 belirlenmedigi icin VDC sayimu

yapilmamustir.

Sekil 4. 23. 0,2 um por ¢apina sahip filtreden gecirilmis bakteri 6rnekleri
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada da Mersin ili Mezitli semti halk plajindan alinan deniz suyu
orneklerinde E.coli faji taramasi yapilmistir. Tuzluluk, sicaklik ve pH etkenlerine
gore litik ve lizogenik faj dagilimlari belirlenmistir. Test edilen etkenlerden tuzluluk
orant ve pH degerleri alinan bolgede aylara gore ciddi degisiklik gdéstermemistir.
Ancak sicaklik degerinin artmasi veya diismesi seklindeki degisiklikler lizogenik faj

oranini etkilemistir.

Ornekleme bdlgesi Mersin-Mezitli sahili halk plaji olarak belirlenmistir. Bu
bolgede bahar ve yaz aylarinda halk denize girmekte olup koliform ve E.coli tespit
edilmesi kanalizasyon kokenli karigimin gostergesi olup halk sagligi acisindan
onemlidir. Bakteri sayilar1 6zellikle deniz suyu sicakliginin yiikseldigi yaz aylarinda
artmaktadir. Buna paralel olarak bakteriyofaj sayisinda ortamda enfekte edilebilecek
konak oldugundan artmaktadir. Ayrica profaj durumundaki fajlar cesitli etkenlerle
indiiklenebilmektedir. Uv, Sicaklik, Mitomycin-C gibi etkenler profaj durumundaki
temperent fajin litik dongiiye gegmesine neden olurlar deniz suyu sicakliginin arttigi

yaz aylarinda litik hayat dongiisiine gecis orani artmaktadir.

Sucul ortamlarda bakteri ve viriislerin dinamigini etkileyen ¢esitli faktorler
bulunmaktadir. Ornegin, ortamdaki tuz konsantrasyonu bakteriyofajlarin konak hiicre
lizerine tutunmasi i¢in gereklidir. Akdeniz’in tuzluluk oram1 % 0,33- 0,38 arasinda
olup ornekleme bdlgesindeki tuzluluk oram1 % 0,33 civarinda seyretmektedir ve
aylara gore ciddi degisim gostermemistir. Tuzlulugun diisiik olmasinin nedeni bu

bolgeden Mezitli deresinin denize acilmasindan kaynakli oldugu diistiniilmektedir.

Sucul ortamlarda viriislerin roliinii anlamak i¢in lizogenik dagilimin
bilinmesi Onemlidir. Mikrobiyal ekoloji ¢alismalart son zamanlarda bakteri
popiilasyonlarmin % 30 ila % 72 kadarinin viriislerden kaynakli olarak oldigi
bilinmektedir. Viriisler mikrobiyal kommiinitenin dinamik iiyeleridir. Oyle Ki
prokaryotik populasyonlarda aylik, haftalik hatta saatlik degisimlere neden olurlar.
Fajlarin % 90’nm temperent ozellikte oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle sucul

ortamlarda litik fajlardan ziyade temperent fajlar daha yaygindir [Jiang ve John
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1994]. Yeni viriis partikiillerinin ortamda goriilmesi lizogenik bakterilerin

indiiklenmesiyle gerceklesmektedir.

E.coli ile ilgili yapilan ¢aligmalarda lizogen durumdaki bakterilerin daha
hizli iiredigini ve lyzogen olmayanlara gore avantaj sagladiklar1 gorilmiistiir.
Williamson ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada viral konsantrasyon kis aylarinda
en diisiik yaz ayalarinda ise en yiiksek olarak belirlenmistir. Fotosentez yapan
bakterilere ait viriislerle ilgili calismalar ekolojik agsidan birincil iiretici basamaginda
olan siyanobakterileri kapsadigi i¢in Onemlidir. siyanobakterileri kapsadigi igin

onemlidir.

Viriislerin sayiminda kullanilan ¢esitli yontemler vardir. Direk ve indirek
yoldan sayim ydéntemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 goriilmektedir. Ornegin direk
sayim genellikle Pfu sayisinin normalden daha yiiksek ¢ikmasina neden olmaktadir.
Elektron mikroskobunun kullanildig1 yontemlerde ise hazirlik asamasinda ki her bir
uygulama faj kayiplarina neden olmaktadir. Son yillarda kullanilan epiflorasan
mikroskobu ¢alismalarinda virlis  partikiilleri gézlemlenmekte ve sayim
yapilabilmektedir. Bu yontemde DAPI, SYBR GREEN boyas: gibi florasan boyalar
kullanilmaktadir. Bu yonteminde dezavantaji her bir noktanin virlis olarak

sayilmasidir. Oysa ortamdaki niikleik asit kalintilarina boya baglanabilmektedir.
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