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BALIK PATOJENI BAZI ViBRiO BAKTERIYOFAJLARININ
iZOLASYONU VE KARAKTERIZASYONU

Gizem YILDIZLI

0z

Bu ¢alismada, iilkemizde deniz baliklar1 yetistiriciliginde ekonomik degere
sahip Dicentrarchus labrax (deniz levregi)’ta yiiksek Oliim oranlarina sebebiyet
veren Vibriosis etkeni Vibrio bakterilerinin izolasyonu, karakterizasyonu; patojen
Vibrio bakterilerinin dogal diismanlar1 olan bakteriyofajlarinin izolasyonu ve
karakterizasyonu amaclanmistir. Bu tez kapsaminda deniz levreginin; karaciger,
mide-barsak, ve bobrekleri homojenize edilmistir. Homojenize edilen organlar, %1,5
NaCl igeren Triptik Soy Broth (TSB) besiyerine ekilmistir ve 25 °C’ de 24 saat
inkiibe edilmistir. Izole edilen bakteriler, Vibrio bakterileri igin segici besiyeri olan
Tiyosiilfat Sitrat Safra Tuzlarn Sukroz Agar (TCBS)’ye ekilmistir ve olusan sari
koloniler izole edilmistir. Bakteriyofaj izolasyonu; deniz suyundan, 0.22 um por
capht filtreler kullanilarak gergeklestirilmistir. Cift tabaka agar yontemi ile
bakteriyofaj varligi tespit edilmistir. Faj plaklar1 gozlemlenen 5 bakterinin
karakterizasyonu, APl 20E hizli tam1 kiti ve 16S rRNA dizi analizi yapilarak
belirlenmistir. APl 20E test kiti ile Aeromonas hydrophila olarak belirlenen bakteri
izolatlart 16S rRNA dizi analizleri sonucunda Vibrio anguillarum olarak
tanimlanmistir. Konak bakteri suslarina ait faj izolatlari, tek plak yOntemi
saflastirilmistir. Fajlarin genomik DNA’lar1 Hind III restriksiyon endoniikleaz enzimi
ile kesilerek genom biiyiikliikleri analiz edilmistir. Saf faj izolatlari, uranil asetat ile
negatif boyanak Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) ile goriintiilenmistir.
Fajlarin morfolojik 6zellikleri belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, faj terapisi Vibrio, Dicentrarhus labrax, Vibrosis

Damisman: Prof. Dr. Gokhan CORAL, Mersin Universitesi, Biyoteknoloji ABD
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF SOME FISH PATHOGEN
VIBRIO BACTERIOPHAGES

Gizem YILDIZLI

ABSTRACT

In this study, we aimed to isolate and characterize, Vibrio bacteria. Vibrio
anguillarum is a marine bacteria that can cause vibriosis in Dicentrarchus labrax.
We isolated and characterized bacteriophages -naturel enemy of bacteria-. In this
study, tissue samples were taken from kidney, stomach, intestine and liver of the sea
bass and inoculated in Tryptic Soy Broth with 1.5% sodium chloride. Bacterial
strains were purified by three times streaking on Thiosulfate Citrate Bile salts
Sucrose Agar (TCBS) which is differential medium for Vibrio.bacteria and yellow
colonies were isolated. Phages were isolated from sea water samples. Samples
filtered through 0,22 pum syringe filter for extract phage suspension. Presence of
bacteriophages were determined by the double layer agar method. Areas of clearing
(plaque) were observed and the presence of lytic activity determined by plague assay.
Bacteria were then analysed by API 20E identification kit and 16S rRNA analyse
performed as well. Bacteria were identfied as Vibrio anguillarum. High amount of
DNA was electrophoresed through 0.7% agarose gel to determine size of phage
DNA. Phage containing filtrates were mixed with buffered glutaraldehyde. Fixed
phages were added onto the surface of a pioloform coated grid and negatively stained
with 0.5% uranyl acetate. Grids were then inspected with a Transmission Electron
Microscopy (TEM).

Keywords: Bacteriophage, phage therapy, Vibrio, Dicenthrarhus labrax, Vibriosis

Advisor: Prof. Dr. Gokhan CORAL, Mersin University, Department of
Biotechnology
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SIMGELER ve KISALTMALAR

°C santigrat derece

ul mikro litre

ug mikro gram

kb Kilobaz

ADH Arjinin dihidrolaz

DNA Deoksiriboniikleik asit

DNase Deoksiriboniikleaz

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit
EtBr Etidyum bromid

IND Indol

FAO Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
FTS Fizyolojik tuzlu su

LDC Lizin Dekarboksilaz

oDC Ornihn Dekarboksilaz

ONPG Orta nitrofenil beta galaktosidaz
PEG Polietilenglikol

pfu/ml Mililitredeki plak olusturma birimi
RNA Riboniikleik asit

rRNA Ribozomal Riboniikleik asit
rpm round per minute

SDS Sodyum dodesil siilfat

TBE Tris-Borik asit-EDTA

TCBS Tiyosiilfat sitrat safra tuzlar1 sukroz agar
TDA Triptofan Deaminaz

TSA Triptik Soy Agar

TSB Triptik soy

TUIK Tiirkiye Istatistik Kurumu

u Unit

uv Ultraviolet

VAM Vibrio anguillarum besiyeri

VP Vogues-Proskauer
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SIMGELER ve KISALTMALAR (devami)

JEL Jelatin
GLU Glukoz
MAN Mannitol
SOR Sorbitol
CIT Sitrat
RHA Rhamnoz
SAC Sukroz
MEL Melibioz
AMY Amigdalin
ARA Arabinoz

0X Oksidaz
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1. GIRIS

Su iirlinleri yetistiriciligi, dlinya besin gereksiniminin O6nemli kismini
karsilayan temel bir endiistridir. Asya iilkelerinde yiizyillardir uygulanmaktadir.
Ozellikle son 50 yilda egitim merkezleri ve hizli teknoloji transferi ile sasirtict bir
gelisim gdstermistir. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan diinyada en hizh
bliyliyen gida sektorii olarak belirlenmistir. Diinyada yetistiricilikle iiretilen su
tirtinleri miktar1 1980°de 7,4 milyon tondan 1990°da 16,8 milyon tona ve 2002
yilinda 40 milyon tona ulasmistir. Su drlinleri yetistiriciligi, diinya balik¢ilik
tiretiminin yaklagsik %30 unu karsilamakta [Davenport vd., 2003] ve yilda % 10’dan
daha fazla artarak biiyiimektedir.

2014 yih istatistiklerine gore Tiirkiye kiiltiir balik¢iligr tiretimi 537 bin 345
ton olarak belirlenmistir. 2013 yili avlanilan deniz {riinleri tretim rakamlarina
bakildiginda, Tirkiye 339 bin ton ile Avrupa filkeleri arasinda 7. sirada yer
almaktadir. [FAO, 2014; Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK), 2014] Yetistiriciligi
yapilan tiirler arasinda 78 bin ton ile tathh suda en ¢ok iiretilen alabaliktan sonra,
denizde yetistirilen 50 bin ton levrek gelmektedir [TUIK, 2014].

Euryhalin bir tiir olan deniz levregi (Dicentrarchus labrax), Akdeniz’de
yetistiriciligi yogun olarak yapilan bir tiirdiir. Genellikle kiyisal alanlarda yasamini
stirdiiren bu tiir, sicaklifa ve tuzluluga tdleransi nedeniyle daha ¢ok lagiinlerde ve
nehir agizlarinda yayilim gosterir. Yaz sonunda kiyisal alanlara ve nehir agizlarina
dogru iireme gogleri yaparlar [Dando ve Demir; 1985; Pickett ve Pawson; 1994;
Jensen vd., 1998].

Bu tiirlin ekonomik degerinin yiiksek olmasi ve yetistiriciliginin giderek
artmas1 nedeniyle, yetistiriciliginde karsilagilan hastalik sorunlarinin da ¢6ziilmesi
oldukca 6nem kazanmaktadir. Kiiltiir balik¢iliginda artis hizla devam ederken
tretimde karsilagilan en 6nemli sorunlardan birisi de ekonomik kayiplara yol acan
hastaliklarin ortaya ¢ikmasidir. Kizil hastaligi (Vibriosis) baliklarda en sik
karsilagilan enfeksiyonlardan biridir. Hastaligin etmenlerinin basinda Vibrio
anguillarum gelmektedir [Demircan ve Candan, 2006]. Hastalik bir¢ok literatiirde

red pest, kirmiz1 hastalik, pestis rubia anguillarum, erysipelosis anguillarum, cod
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pest, goz hastaligi, lilser, bakteriyel dermatitis ve tuzlu su furunkulozisi gibi isimlerle
ifade edilmistir.

Ulkemizde ve tiim diinyada balik hastaliklarin1 tedavi etmek icin gesitli
antibakteriyel maddeler kullanilmaktadir. Bu maddelerin uygunsuz ve kontrolsiiz
kullanim1 ise direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina ve giderek kullanilabilecek etkili
antibiyotik sayisinin azalmasmma neden olmaktadir. Bu durumda tedavideki
basarisizlik ile mortalite ve tedavi maliyeti artmaktadir. [Smith vd., 1994; Colquhoun
vd., 2007].

On yildan fazla bir siiredir, antibiyotik kullanimina bir alternatif olarak,
patojen bakterileri, onlarin dogal diismanlari olan bakteriyofajlar1 kullanarak yok
etme diigiincesinin benimsenmis Ve faj terapisi ad1 verilen bir tedavi yontemi iizerine
yogunlasilmistir [ Breitbart vd, 2002; Hambly vd, 2005; Weinbauer vd, 2004].

Yetistiriciligi yapilan ve ekonomik katma degere sahip baliklarda bakteri
hiicrelerini 6zgiil olarak 6ldiiren yapilarin bulunmasi, fajlarin bakterilerle savasta
etkili silahlar olarak kullanilabileceklerini diisiindiirmiistiir. Bu amagcla baz1 spesifik
fajlar iiretilmis ve bu fajlar basilli dizanteri ve kolera basta olmak {izere bir ¢ok
hastaligin tedavisinde, kontamine olmus sularin temizlenmesinde uzun yillar
denemistir. Son yillarda fajlarin yine Ozellikle antibiyotiklere direng gelistirmis
enfeksiyon etkenlerine karsi kullanilmasiyla ilgili ¢alismalar baslamis ve bir ¢ok
arastirmaci olumlu sonuglar almistir [Chan vd. 2012; Chibani-Chennoufi vd., 2004;
Lorch, 1999: Biswas vd., 2002; Kudva vd., 1999].

Bu calismada, faj terapisinde kullanim potansiyeline sahip bakteriyofaj
kiiltiirleri elde etmek ve elde edilen bakteriyofajlarin morfolojik genomik
karakterizasyonlar1 amaclanmigtir. Faj terapisi antibiyotik kullanimina alternatif bir
tedavi yontemi olup, bu yontemle {ilkemiz balik yetistiriciliginde ekonomik bir yeri
olan Levrek’te gozlemlenen Vibrio enfeksiyonlari ile etkin bir miicadele yontemi

olacag diisiincesindeyiz.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. BAKTERIYOFAJLAR

Bakterileri enfekte eden viriisler, bakteriyofajlar olarak adlandirilirlar.
Fajlar, bakterilerin zorunlu parazitleri olup, yalnizca canli bakteri hiicreleri iginde
cogalabilirler. Bakteriyofaj kelimesi; bakteri ve Yunanca’da yeme anlamina gelen

‘Phagein’ kelimelerinden olusmakta ve bu kelime ‘bakteri yiyen’ anlamina

gelmektedir [Chhibber, 2012].

2.1.1. Bakteriyofajlarin Simiflandirilmasi

Smiflandirma caligsmalar1 sayesinde tanimlanmig olan 5000°den fazla fajin
ozellikleri kategorize edilerek, izole edilen yeni fajlarin da hangi gruplara ait
olduklar1 belirlenmistir. Ayrica, tedavide ve endiistriyel ¢alismalarda kullanilabilecek
yararli fajlar ile biyoteknoloji ve fermentasyon islemlerinde zararli olabilecek fajlar
tanimlanmis, koleksiyonlari olusturularak kontrol altina alinmistir [Ackermann,

2005; Ackermann, 2006].

Modern faj arastirmalari, kesfedildikleri 1915 yilinda Frederick W. Twort
ile baslamis, Felix d’Herelle ile devam etmistir [Summers, 2005]. Daha sonra, Felix
d’Herelle’nin Bacteriophagum intestinale olarak adlandirdigi ve tek tip oldugunu
diistindiigii fajlarin; partikiil biiytikliiklerine, konakg¢1 dizgelerine, serolojik ve stabil
kalabilme ozelliklerine gore alt gruplara ayrildigir goriilmiistiir [Ackermann, 2005;
Ackermann, 2006]. 1930 yilinda, virlis taksonomisi ve terminolojisi i¢in ilk
girisimlerde bulunulmus, ancak basit taksonomik bir dayanagin bulunamamasi

nedeniyle siniflandirma ¢alismalarinda basar1 saglanamamustir [Tikhonenko, 1970].

1943 yilinda elektron mikroskobunun kesfiyle, fajlar1 oncelikle {ig
morfolojik tipe ayirmak miimkiin olmustur. Daha sonra konak¢r dizgesi, plak ve
partikiil bliyiikligii, sicaklik ve tireye dayanikliliklar1 dikkate alinmis ve 46 faj sinifi
olusturulmustur. Ancak, adi daha sonra International Committee of Taxonomy of
Viruses, Uluslar Aras1 Viriis Taksonomi Komitesi (ICTV) olarak degistirilen komite
bunu kabul etmemis ve tiim virlislerin kendi fizikokimyasal 6zelliklerine bakilarak

siiflandirilmasini uygun gormiistiir. 1962 yilinda Lwoff, Horne ve Tournier (LHT);
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viriislerin igerdikleri niikleik aside, kapsid sekline, zarfi olup olmamasma ve
kapsomer sayisina gore siniflandirilmasini énermislerdir. Bunun iizerine, viriislerin
dort ¢ift karakterden olusan kriptogramlarmin c¢ikarilmasi istenmistir. Elektron
mikroskobunda ve preparat hazirlama tekniklerinde kaydedilen gelismeler
sonucunda, fajlarin morfolojik olarak siniflandirilmasi miimkiin olmustur [Matthews,
1985]. 1967 yilinda Bradley, tasidiklari niikleik asit tipine ve morfolojik yapilarina
gore fajlar1 6 basit tipe (A — F) ayirmustir (Sekil 2.1.). Bradley smiflandirmasindaki
gruplar i¢cinde bulunan faj sayis1 ve tipi; kiibik, flament6z ve pleomorfik fajlarin kesfi
ve eklenmesiyle daha da genislemistir. 1971 yilindan bu yana gegerliligini koruyan
Bradley smiflandirmasina gore; Sekil 2.1.’de gosterildigi gibi 6 faj cinsinin varlig

kabul edilmistir [Arda, 2000; Ackermann, 2005].

jiTEEOOJ

D E F
Tip Niikleik asit Ozellik
A DNA, 2, L Polihedral bas, kuyruk etrafinda

kontraktil kilif, kuyruk levhasi,
kuyruk ignesi ve fibrilleri

B DNA, 2, L Polihedral bas, kontraktil kilifi
olmayan uzun kuyruk

C DNA, 2, L Polihedral bas, kontraktil kilifi
olmayan kisa kuyruk

D DNA, 1, C Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid
iizerinde ¢ok biiyiik kapsomer

E RNA,1, L Kuyruksuz, ikosahedral bas, kapsid
tizerinde kii¢iik kapsomer

F RNA,L, L Fleksibl filamentoz

Sekil 2.1. Bradley Siniflandirmasi (1; Tek iplikgik, 2; ¢ift iplik¢ik, L: Lineer
C: Sirkiiler ), [Bradley, 1967]

Daha sonra, fajlarin morfolojik 6zellikleri yaninda niikleik asit yapilarinin

da dikkate alindigi ‘Ackermann Smiflandirmasi’ olarak adlandirilan, diger bir
4
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smiflandirma modeli gelistirilmistir (Cizelge 2.1.) [Ackermann 1987]. 1959 yilindan
1990 yilina kadar 3400 [Ackermann, 1991], giiniimiize kadar ise yaklasik 5100 adet
degisik bakteri tiirlerine 6zgiil faj; dort yapisal gruba ayrilmis ve 1 takim, 13 aile ve
31 cins olarak karakterize edilmistir. Bradley ve Ackermann siniflandirmalarina gore
kiibik, filamentdz ve pleomorfik grupta yer alan faj sayis1 yaklasik 180°dir ve 10
kiigiik aile i¢cinde toplanmistir [Ackermann, 2001, Ackermann, 2003, Ackermann,

2005, Ackermann, 2006].

Cizelge.2.1 Faj temel 6zellikleri ve siiflandirmasi [Ackermann, 2007]

Morfoloji | Niikleik | Takim ve Cins Ornek | Uye Ozellikleri
Asit Familyalar Sayisi
Kuyruklu | dsDNA Caudovirales 15 4950
(L) Myoviridae 6 T4 1243 Kontraktil
. ' \Y Kuyruk
Siphoviridae 6 T7 3011 Uzun Kuyruk
Podoviridae 3 696 Kisa Kuyruk
Polihedral | ssSDNA Microviridae 4 cX17 40
©) Corticoviridae |1 4 3? Lipid ,geren
Tectiviridae 1 PM2 18 Kompleks
Leviviridae 2 PRD1 39 Kapsid
Cystoviridae 1 MS2 1 Lipoprotein
c6 Kapli Kapsid
Filamentdz | SSDNA Inoviridae 2 fd 57 Lipid zarf
©) Lipothrixviridae 1 TTV1 6? Uzun veya
Rudiviridae SIRV 2 Kisa
Filament
1 Lipid Zarf
T™MV
Benzeri
Yap1
Pleomorfik | dSDNA Plasmaviridae |1 L2 6 Kapsid Yok,
. Lipid Zarf
?
(C,S) Fuselloviridae |1 SSV1v 8" Kapsid Yok,
dsDNA Limon
(C,S) Formlu

ds: ¢ift sarmal C: sirkller S: pargall, ss: tek sarmal L: lineer T: slper helikal
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Virlis siniflandirmasinda, morfolojik yap1 ve niikleik asit dogast 6n
plandadir. Ancak, cins ve tiirlerin ayrimi i¢in belirgin bir kriter bulunmamaktadir. Bu
nedenle ICTV, siniflandirma icin uygun 6zellikleri belirlemekte ve tasiabilir kriterler
seti hazirlamaktadir. ‘Polytetik Tiirler Kavrami’ denilen bu sistemde bir faj tiiri,
belirlenmis 6zelliklerden tamamini veya bir kismini tagiyarak tanimlanabilmektedir.
Dolayisiyla, aynit grupta yer alan fajlarin birbirleri ile birebir benzerlik
gosteremeyecegi bilinmektedir. Niikleik asit dogasi, partikiil yapisi, DNA-DNA
hibridizasyonu, niikleotit veya aminoasit sekanslar1 gibi parametreler bu siniflandirma
sistemi i¢in kullanilabilmektedir. Su anki sistem aileye kadar tanimlama yapabilmekte
(Sekil 2.2., Cizelge 2.1.), daha ayrintili yani tir bazinda siniflandirmaya
gidememektedir [ICTV; Ackermann, 2003; Ackermann, 2005].

ZARFLI ZARFSIZ

,./

ds DNA
Yiizey Goninlgl Kesit

gl o Ol N

o

Tectiviidae
(PRD1) e

Plasmavwiridae

Yizey Girinist  Kesit (MVL2)
D "8 o

Myoviridae Siphoviridae Podavirdae Corticoviridae
lzometrik Bag  Uzemig Bag T7) (PM 2)
{F2) (Elengated)
(T2)
55 DNA ds RMNA
U ss RNA
Inovirk
[n:'?rv:;d :,:] Micraviridee —
(ex174) l/ )
S I.n—.l '~__:__F’_/_/
——m N s izmrencicen e
B Cystovifidas
Leviviridae {o5)
Inoviridae (M52)
(fd tipi)

Sekil 2.2. Bakteriyofaj familyalar1 [ Ackerman, 2007]
2.1.1.1. Kuyruklu Fajlar
Faj populasyonunun % 96’sin1, 5100’e yakin iiyesi ile ‘kuyruklu fajlar’

olusturmaktadir [Maniloff ve Ackermann, 1998; Ackermann, 2001; Ackermann,
6
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2003]. Kuyruklu fajlar, lineer ¢ift sarmal DNA ve bu DNA’y1 gevreleyen ikosahedral
kapside ve helikal yapida kuyruga sahiptirler. DNA biiyiikliikleri 17-500 kb, kuyruk
uzunluklar1 da 10-800 nm arasinda degismektedir. Kapsidleri, ‘kapsomer’ ad1 verilen
alt tinitelerden kapsomerler ise 5 veya 6 adet ‘protomer’ den olusmaktadir. Kontraktil
veya kontraktil olmayan kuyruklarinin sonunda kuyruk plagi, kuyruk ignesi ve/veya
fibrilleri bulunabilmektedir [Tikhonenko 1970; Prescott vd. 1993]. Biiyiik ve
kompleks olan DNA’larin da, konak¢t DNA’larindan farkli olarak (T4 faj
DNA’sinda oldugu gibi) ‘5-hidroksimetilsitozin’ veya ‘5-hidroksimetilurasil’
bulunabilmektedir ~ [Ackermann, 2006]. Birbirleriyle  benzer  morfolojik,
fizikokimyasal ve fizyolojik ozellikler tasiyan bu fajlar, ‘monophyletic’ bir evrim
grubu olusturmus ve ‘Caudovirales’ (Cauda=kuyruk) adli tek bir takim igerisinde yer
almiglardir (Sekil 2.3.). Bununla beraber bu fajlar; biiyiikliiklerinin, DNA icerik ve
kompozisyonlarinin, proteinlerinin, serolojik Ozelliklerinin, konak¢i dizgeleri ve
fizyolojilerinin farkliliklar gdstermesi nedeniyle Myoviridae, Siphoviridae ve
Podoviridae familyalar1 (Bradley siiflandirmasina gore sirasiyla A, B ve C grubu)
icerisinde gruplandirilmiglardir [Maniloff and Ackermann, 1998]. Myoviridae
familyasinda bulunan fajlar kontraktil kuyruga sahiptir ve kuyruklu fajlarin % 25°1
bu grupta yer almaktadir. Kuyruklu fajlarin % 14’{inii olusturan, kisa ve kontraktil
olmayan kuyruga sahip Podoviridae familyasinda ise, 700 adet faj bulunmaktadir.
Fajlarin geri kalan kismi (% 61), kontraktil olmayan uzun kuyrugu ile karakterize
edilen Siphoviridae familyas1 tiyesidirler [Ackermann, 2001; Ackermann, 2003;
Ackermann, 2005; Ackermann, 2006]. Kuyruklu fajlar, DNA veya RNA polimeraz
varhigina, farkli baz icermelerine, niikleotit dizileri ile konkatamer olusumlarina
bakilarak 15 cinse ayrilmustir. Siniflandirilmayr bekleyen c¢ok sayida faj
bulundugundan, var olan cinsler okyanustaki adalar gibi diisiiniilmektedir. Su anda,
izolasyonlar1 gerceklestirilen fajlardan sadece 250 adedinin morfolojik yapilari,
DNA-DNA hibridizasyon oranlari, niikleotit dizi analizleri ve serolojik o6zellikleri
dikkate alinarak tiir bazinda ayrimi yapilabilmistir [Ackermann, 2003; Ackermann,
2005; Ackermann, 2006].
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Myoviridae Siphoviridae Podoviridae

Kuyruk Kuyruk =—= dsDNA
e
Adserbsiyon
/\\ aparati

Sekil 2.3. Kuyruklu faj ailelerinin temsili ¢izimleri [Chibber ve Kumari, 2012]

2.1.2. Bakteriyofajlarin Yasam Dongiileri

Cift zincirli DNA’ya sahip fajlarin, konakgilar1 tizerinde litik ve lizogenik
olmak tiizere iki tip yasam sekli vardir (Sekil 2.4.). Litik yasam seklini secen fajlar
viriilent faj, lizogenik yasam seklini secenler ise temperent (ilimli) faj olarak
adlandirilir [Guttman vd., 2005]. Fajin hangi yasam dongiisiine girecegi Cro ve Cl
proteinleri arasindaki yarisa baglidir. Ciinkii ikisi de ayni operatér (OL ve OR)
bolgesine baglanabilmektedir. Cro ve CI, operatorde bulunan 3 adet baglanma
bolgesine ters yonlerden tutunabilmektedir. CI proteini lizogenik dongiiniin; cro
proteini ise litik dongiiniin baglamasi ve devami i¢in gereklidir. Proteinlerden hangisi
operatoriin oncelik verdigi bolgeye baglanirsa, kendi sentezini stimiile ederken diger
proteinin sentezini bloke eder. Buna gore de lizogenik veya litik yasam baslamis
olur. T4 faji, viriilent fajlarin; V faj1 ise temperent fajlarin prototip 6rnegi olarak

kabul edilmektedir [Hendrix, 2002b; Lerner ve Lerner, 2003].

Her iki yasam tipinde de, fajin konakgisina adsorbsiyonu ve DNA’sini
enjekte etme asamalar ortaktir [Birge, 2000; Guttman vd., 2005]. Kuyruklu fajlarda
fibril, kuyruk plagi gibi 06zel adsorbsiyon yapilari, konakei iizerindeki belirli

molekiillere baglanir. Gram negatif bakterilerde proteinler, oligosakkaritler,
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lipopolisakkaritler faj reseptorleri olarak gorev yaparlarken; Gram pozitif
bakterilerde daha kompleks olan murein tabakasi, daha farkli baglanma bdlgelerini
gerektirir. Birgok fajin konakg¢iya adsorbe olmasi, adsorbe olma hiz1 ve etkinligi, bazi
maddelerin ortamda yliksek konsantrasyonda bulunmasina ve konak¢imin fizyolojik
durumuna baglidir. Ornegin, T4 tipi fajlar iki ayr1 asamada ve farkli iki reseptore
baglanarak konakg¢ilarmma adsorbe olabilmektedirler. T4 faji, ortamda L-triptofan
olmas1 durumunda konakgisina daha etkin sekilde baglanabilirken; V faji reseptort,

ancak maltoz varliginda aktive olmaktadir.

Fajin doniisiimsiiz olarak hiicre yiizeyine baglanmasindan sonra, faj DNA’s1
kuyruk icerisinden gecerek konakei hiicre sitoplazmasina birakilir. Kuyruk ucu,
hiicre membraninda bulunan peptidoglikan tabakayi delici bir enzim sistemine
sahiptir. Hiicre yiizeyine bagl olan kuyruk, DNA’nin, konak¢iya uygun bir sekilde
baglanana kadar, kapsidde kalmasin1 saglamaktadir [Garen ve Kozloff; 1959, Luria
and Darnell; 1967 Guttman vd., 2005].

/—»&)\ @

leogemk

thlk dongii
* “ (00

Sekil 2.4. Bakteriyofajlarin iki yasam dongiisii [Chibber ve Kumari, 2012]
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2.1.2.1 Lizogenik Yagsam Dongiisii

Lizogenik durum, CI, CII ve CIII kodlu ii¢ viral proteinin varlifina bagh
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Viral DNA’nin hiicreye girisiyle birlikte, CI proteininin
tiretimi baslamakta ve bu protein sayesinde yeni faj partikiillerinin iiretimi i¢in
gereken bilginin genom iizerinden okunmasi engellenmektedir. Dolayisiyla, litik

dongiiye ge¢is miimkiin olamamaktadir.

Sitoplazmada dairesel formda bulunan viral DNA; ya plazmid formunda
kalmaya devam eder, ya da konak¢1 genomuna entegre olmaya baslar. Integrasyon,
attP ve attB bolgeleri arasinda gergeklesmektedir. CI proteininden sonra iiretilmeye
baslanan CII proteini, konake1 transkripsiyon organellerini kullanarak CI {iretiminin
devamini saglarken; CIII proteini de, CII’nin konak¢i enzimleri tarafindan
par¢alanmasina engel olmaktadir. CI proteininin cro proteinine oranla daha fazla
tiretilmesi, viral genomun konak¢i genomuna entegre olmasini indiiklemektedir.
Integrasyon tamamlandiginda ise, sadece CI’in iiretimi s6z konusudur. Buradan,
lizogenik durumun olusumunun ve devaminin, CI, CII ve CIII proteinlerinin
varligia bagli oldugu acik bir sekilde anlasilmaktadir [Hendrix, 2002b; Lerner ve
Lerner, 2003]. Bakteri genomuna entegre olmus faj DNA’sma ‘profaj’, profaj
tasiyan bakteriye de ‘lizogen bakteri’ adi verilmektedir. Artik viral DNA, konak¢1
DNA’s1 ile aym1 hizda replike olmakta ve kardes hiicrelere gegmektedir. Konakg1
hiicre viral DNA’y1 tasidigindan, infeksiyon durumu da devam etmekte ve
dolayisiyla ayn1 karakterdeki bagka bir faj ile infeksiyonu s6z konusu olamamaktadir.
Bu duruma ‘siiperinfeksiyon’ denilmekte ve faj direng sistemlerinden biri olarak da
kabul edilmektedir. Profajin; UV, mitomisin C, mutajenik maddeler ve inkiibasyon
sicakligindaki degisim ile indiiklenebildigi bilinmektedir [Sanders; 1988, Neve;
1996; Birge, 2000; Hendrix, 2002b; Lerner ve Lerner 2003].

2.1.2.2. Litik Yasam Dongiisii

Litik dongii, lizogenik dongliden ‘Latent Donem’ olarak adlandirilan

periyodun baglamasi ile ayrilir. Cilinkii faj DNA’sinin hiicre i¢ine alinmasiyla,

10
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konak¢r RNA polimeraz enzimi devreye girer ve erken genlerin transkripsiyonu
baglar. Bu gen irilinleri, faj genomunu konak¢1r tarafindan sentezlenen
endoniikleazlara kars1 korumakta ve fajin ihtiyacina gore konakgida tekrar
yapilanmay1 saglayabilmektedir. Ayrica, konak¢i proteazlarimi ve diger bazi
proteinleri inaktive edebilmektedir. Daha sonra, orta (middle) genlerin
transkripsiyonu ile yeni faj DNA’sinin sentezi gergeklesmektedir. Son olarak, gec
genlerin kodlanmasi ile faj partikiiliiniin kapsid, kuyruk, kuyruk fibrilleri gibi
parcalarinin  iiretimi, dolayisiyla faja 0Ozgiil sekil olusumu (morphogenesis)
baslamaktadir [Hendrix, 2002b].

Prokapsid olarak adlandirilan tam yapilanmamig ikosahedral protein kilif
icerisinde, faj DNA’s1 paketlenmekte ve kuyruk ile kapsid birlestirilmektedir (Klug
and Cummings 2000). Litik dongiiniin son asamasi, konak¢i hiicrenin lizize
ugratilmasidir. Kuyruklu fajlar, lizizin gerceklesmesi igin iki bilesen kullanmaktadir.
Bunlardan, ‘lisin’ enzimi peptidoglikan matriks igerisinde kesim yaparken; ‘holin’
adli ikinci enzim de, i¢ membranda porlar agarak lisin enziminin peptidoglikan
tabakaya ulagmasin1 ve hiicre lizizinin gergeklestirilmesini saglamaktadir [Guttman

vd., 2005].

2.2.  FAJ TERAPISI

Fajlar ilk olarak; Ingiliz bilim insam1 E. Hanbury Hankin 1896’da
Hindistan’in nehirlerinde, oldukga ince porselen filtrelerden gecirildigi halde, ayirt
edici yapist bozulmayan, kolera etmeni; Vibrio cholera iizerinde antibakteriyel etkisi
olan bir canli tespit ettiginde rapor edilmistir. Ancak bu canlinin tanimlamast 1915
yilinda Frederick W. Twort tarafindan yapilmistir. Felix d’Herelle 1916°da bir filtre
yardimiyla, bakterilerden arindirdig filtrati, dizanteri bakterisinin bulundugu kiiltiire
inokiile ederek, bakterinin 6ldiiglinii goézlemlemistir. Felix d’Herelle bu kesfini
“gOriinmez, dizanteri mikrobu antagonisti” olarak yayimmlamistir. D’Hérelle, bu
sekilde, bakteriyofajlarin hastaliklar1 tedavi edici yoniinii kesfeden ilk kisiydi
[Chibber ve Kumari, 2012].

11
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1923°te Tiflis’te bakteriyofaj calismalart ve faj terapisini gelistirmek
amaciyla Eliava enstitiisii agildi. O zamandan beri birgok bilim insant faj
calismalarinda yeni teknikler gelistirmis ve ¢esitli amaglarda kullanmistir. 1969°da
Max Delbriick, Alfred Hershey ve Salvador Luria viriislerin genetik yapisi ve
replikasyonu alanindaki g¢alismalariyla Nobel odiilii aldilar [Chibber ve Kumari,
2012].

1966-1996 yillar1 arasinda Pollanda, Sovyetler Birligi ve Britanya' da
yapilan caligmalarda, fajlar; insanlara ve c¢ocuklara, agiz yoluyla ya da bdlgesel
olarak uygulanarak, antibiyotige direngli patojenleri tedavi etmek amaciyla
kullamilmustir.  Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella, Escherichia, Proteus,
Pseudomonas, Shigella and Salmonella spp gibi patojenlerin sebep oldugu, iltihap
olusturan yara enfeksiyonlari, sepsis, mide-barsak iltihabi, kemik iligi iltihab1 deri
iltihab1 gibi enfeksiyonlar1 tedavide kullanilmig ve yontem yiiksek oranda basari

gostermistir [Alisky vd., 1998].

1982, 1983 yillarinda Britanya’da Smith ve Huggins, farelerde goriilen
E.coli enfeksiyonlarinda ve geng buzagi ve domuzlardaki diyareik hastaliklarda bir
seri kontrollii deneylerde faj terapisini kullanarak olumlu sonuglar almiglardir
[Morrison vd., 2004].

Asheshov vd. ve Ward yaptiklar1 deneyler sonucunda; fazla miktarda
bakteriyofaj verilen hayvanlarin, bu canlilarda bulunan spesifik bakteriyel

enfeksiyonlara kars1 koruma gelistirdiklerini gosterdiler [Barrow vd, 1997].

Carlton, 1999°da, fajlarin Okaryotik canlilara zarar vermedigi ve faj
konaklariin spesifik olmasi dolayisiyla antibiyotiklerin aksine olduk¢a zararsiz bir

yontem oldugunu bir ¢alismasinda bildirmistir.

1999 yilinda Nakai ve digerleri yaptiklar1 bir calismada; Sar1 kuyruk
baliginda hastalik etmeni L. garvieae nin faj terapisi ile kontrolii amaciyla, bu
bakterinin fajlarin1 izole etmislerdir. Fajlar, Sar1 kuyruk baliginin yemine

uygulanmistir. Ayn1 zamanda fajlar, baligin enfekte olmus dalak ve bagirsagina

12
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enjekte edilmistir. Uygulanan tedavi sonrasi hayatta kalma orani, faj kullanilmadan

uygulanan tedavi yontemine oranla daha yiiksektir.

Bir baska ¢alismada; P. plecoglossicida enfeksiyonunu tedavi etmek
amaciyla, ayu baliginin yemlerine fajlar inokiile edilmistir. P. plecoglossicida ile
enfekte edilen ayu baliklarinda, bakteriler ilk olarak bobrekte gozlenmekteydi. Faj
uygulanan baliklarda ise bobrekte bakterilerin tiremedigi gézlenmistir. Faj uygulanan
baliklarda 6liim oran1 % 22,5 iken, tedav uygulanmayan ayu baliklarinda 6liim oran
% 60 olarak gozlenmistir. Sonuglar; agiz yoluyla uygulanan fajlarin, i¢ organlarda
hedef bakteriyel hiicrelerin oldiigiinii, viicuda ait enfeksiyon evrelerinde faj

terapisinin etkili oldugunu bildirmislerdir [Park vd., 2000].

Insanlarda ve deneysel olarak enfekte edilmis hayvanlardaki bazi
enfeksiyonlarin tedavisinde fajlarin, antibiyotiklerden daha etkili olduklari rapor
edilmistir. Bagka bir ¢alismada Staphylococcus aureus fajlar1 akciger enfeksiyonu
olan hastalarin tedavisinde kullanilmistir. Hastalar iki gruba boliinmiistiir; A
grubundaki 223 hasta faj ile, B grubundaki 117 hasta ise antibiyotik ile tedavi
edilmistir. Bu klinik calisma; fajlarin, damar yoluyla (i.v) uygulandigi ender
caligmalardan birisidir. Sonuglarin degerlendirilmesinde hastanin genel durumu, X-
ray muayenesi, kan ve balgamin mikrobiyolojik degerlendirmesi dikkate alinmastir.
1.v olarak faj uygulanan hastalarin hi¢ birinde herhangi bir yan etki saptanmamuistir.
Faj ile tedavi edilen grupta %82 oraninda tam iyilesme, antibiyotik ile tedavi edilen
gurupta ise %64 oraninda iyilesme gozlenmistir. Faj tedavisi uygulanan hastalardaki
lyilesme orani (95%) oldukg¢a yiiksektir. Fajlarin insanda terapdtik kullanimi ile
ilgili mevcut literatiir bulgularinin biiyiik cogunlugu Dogu Avrupa ve Rusya’ya aittir
[Morrison vd., 2004].

Yapilan bir ¢alismada, bilim insanlar1 balik ¢iftliklerinden izole ettikleri 7
farkl1 faj tipi ile farkli cografik bolgelerde bulunan 183 V. harveyi susu iizerindeki
litik etkisini test etmislerdir. Sonu¢ olarak % 15 ile % 69 arasinda litik aktivite

gbzlemlenmistir. Her faj spesifik Vibrio tiirtine etki etmistir [Shivu vd., 2006].
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Vinod vd., 50 V. harveyi izolati1 iizerinde karides giftliklerinden izole
ettikleri fajlarin litik aktivitesini test etmislerdir. Sonrasinda yapilan deneyler hem
laboratuvarda hem de Penaeus monodon (Asya karidesi) larvalarinin enfeksiyondan
korunma potansiyelini belirleyebilmek amaci ile karides ciftliginde gerceklestirildi.
Laboratuvarda gergeklestirilen deneylerde patojenik V. harveyi ile enfekte karides
larvalarinda hayatta kalma orani %45 - %55 arasinda arttig1 gozlemlenmistir. Karides
ciftliginde yapilan deneylerde fajlarin eklenmesini takip eden 17 giin siiresince
enfeksiyondan kurtulan karides sayis1 %17°den %86’ya kadar artmistir. Antibiyotik

uygulanan karideslerde hayatta kalma orani ise %40’ tir [Vinod vd, 2006].

Walakira vd, kedi baliginda enterik kasilmalara sebep olan Edwarsiealla
ictaluri’ye spesifik 2 litik bakteriyofaj izole etti ve bu fajlarin genis konak araligina
sahip oldugunu bildirdiler. Litik fajlarin bu 6zelligi ile faj terapisi ¢aligmalarinda

kolaylikla kullanilabilecekleri diisiiniilmiistiir [Romero vd, 2012].

Yapilan baska bir ¢alismada bilim insanlari, deniz bakterilerini enfekte eden
fajlarin izolasyonu ve karakterizasyonunda metagenomik c¢alismislardir [Kang vd.,
2013].

Karides ciftliklerinde meydana gelen liimlerin 6nemli sebeplerinden biri de
bakteriyel enfeksiyonlardir. Bu enfeksiyonlarin etkenleri arasindan Vibrio bakterileri
yiiksek derecede tehdit olusturmaktadir. Bu probleme yonelik yapilan bir ¢alismada
Vibrio sp. ve bakterinin fajlar1 olan V1G, V1P1, V1P2’nin evrimsel etkilesimlerini
degerlendirmek lizere faj kokteyli hazirlanarak  bakteriyel enfeksiyon

bulundurduklarindan siiphelenilen karides larvalarina verilmistir [Barbosa vd.,2013].

Litik fajlar, hedeflenen patojen bakteriye oldukca spesifik olmalari,
genomlarinda integraz genler icermedikleri, lizogenik fajlarin aksine konak bakteri
ile birlik icinde olmadiklar1 ve etkili bir sekilde lizis gergeklestirdikleri i¢in, patojen

bakterilerin biyokontroliinde tercih edilmektedir [Briissow, 2005].
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Dogada bol miktarda bulunan bakteri viriisleri olan bakteriyofajlarin, dogal
sistemlerdeki bakteriyel populasyonunun kontrol altina alinmasinda ¢ok oOnemli

oldugu diistiniilmektedir [ Abedon, 2008].

Glinlimiizde patojen bakterilerdeki ¢oklu antibiyotik direnci ve bu
organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin immun sistemi baskilanmasi
hastalardaki artik kritik bir sorun olmaya baglamistir. Antibiyotiklere direngli
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavi maliyetlerinin yiiksekligi ve
direncin bakteriler arasinda hizli yayilmasi, antibiyotiklerin etkilerini sinirlar ve bazi
olgularda da tamamen yetersiz kilar. Bakterilerdeki direng probleminin giderek dnem
kazanmasi antienfektif modellerin, modern tipta ve biyoteknolojide oncelik
kazanmasina neden olmaktadir. Antibiyotiklerin kesfi ve yaygin kullanimlarindan
once, litik faj terapisi konvansiyonel antibiyotiklere alternatif olarak Onerilmistir.
Klinik  c¢alismalarda bakteriyofajlarin  ¢esitli  patojenlerin  neden  oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde oldukga etkili olduklar1 goriilmektedir. [Sulakvelidze
vd., 2011].

2.3. LEVREKLERDE GORULEN BAKTERIYEL ENFEKSIYONLAR ve
VIBRIOSIS
Levrek (Dicentrarchus labrax, L. 1758) baligini biyolojisi;

Morone labrax ve Roccus labrax sinonimleri ile de adlandirilan levrek,

Phylum: Vertabrata

Subphylum: Pisces

Classis: Osteichthyes

Subordo: Percoidei

Familia: Serranidae

Genus: Dicentrarchus

Species: Dicentrarchus labrax (Linneaus, 1758) sekliyle sistematikteki yerini

almistir.
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Levrek baliklar, tim Akdeniz'den, Ingiltere'nin kuzey sahillerine ve
Kanarya Adalari'na kadar yayilim gosterir. Ulkemizde rapor edilmis yetistiriciligi
yapilan levreklerde goriilen bakteriyel hastaliklardan; vibriosis [Timur ve Korun,
2004; Akayl ve Timur, 2004; Demircan ve Candan, 2006], pasteurellosis [Candan
vd., 1996; Colak, 1999; Yaman vd., 2003; Korun ve Timur, 2005] tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de tliretimi kisitlayan en 6nemli faktorler arasindadir [Austin,
B., 1987]. Levrek baliklarinda goriilen diger bakteriyel hastaliklar daha az diizeyde

kayiplara neden olmaktadir.

Vibriosis Tirkiye’de ve diinyada en yaygin goriilen hastaliktir. Agik
denizlerle baglantis1 olan kapali kiy1 su (6starin) ve deniz balig1 artiklariyla beslenen
tatli su baliklarinda ¢ok sik goriiliigli rapor edilmistir [Toranzo vd, 2005; Candan ve
Karatas, 2010; Actis vd., 2011]. Vibriosis etmeni olan Vibrio ilk defa 1718 yilinda
yilan baliklarindan izole edilmistir ve Bonaveri tarafindan “kizil veba” olarak
tanimlanmistir. Etkenin identifikasyonu 1893 yilinda Canestrini tarafindan yapilarak
Bacterium anguillarum olarak isimlendirilmistir. Daha sonra Bergman tarafindan
1907 'de Isvecte kafeslerde yetistiriciligi yapilan yilan baliklarindan ayni etken izole
edilmis ve 1909 yilinda da identifikasyonu tamamlanarak bakteriye Vibrio

anguillarum adi verilmistir.

Avrupa’da rapor edilen ilk bakteriyel balik hastaligidir Amerika’da 1953
yilinda rapor edilen vibriosis Rucker ve arkadasglari tarafindan chum salmon (O. keta)
baliklarindan V. anguillarum izole edilmesiyle bildirilmistir. Daha sonra deniz ve
tath su balig1 olan (salmonid, kalkan, levrek, ¢ipura,ayu, morina ve kirmizi mercan
gibi) 50’ye yakin tiirde bir¢ok iilkede biiyiik kayiplara neden oldugu bildirilmistir
[Toranzo ve Barja, 1990; Actis vd., 2011].

Tiim diinyada gelisen su {iriinleri yetistiriciligine paralel olarak farkli Vibrio
tiirlerinin hastalik olusturdugu goriilmiistiir [Austin ve Austin, 2007]. Bu hastaliin
etkeni olan bakteriler, V. anguillarum (Listonella anguillarum), V. ordalii (V.
anguillarum biyotip 2) [Schiewe vd., 1981], V. alginolyticus, V. wvulnificus, V.

damsela (Photobacterium damsela), V. harveyi (V. cairchariae) [Kraxberger-Beatty
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ve McGarey, 1990], V. splendidus, V. cholerae non-O1, V. marinus (Moritella
marina), V. ichthyoenteri, V. logei, V. pelagius, V. trachuri, V. salmonicida [Austin
ve Austin, 2007], V. tubiashii [Hada vd., 1984], V. campbelli [Tendencia, 2002], V.
nereis, V. parahaemolyticus, V. viscosus (Moritella viscosa), V. mediterrani, V.
fischeri, V. chagasii, V. pomeroyi ve V. kanaloae [Thompson vd., 2003a] ve
simiflandirmaya sonradan katilan V. xuii, V. brazilliensis, V. neptunis [Thompson vd.,
2003b], V. tasmaniensis [Thompson vd., 2003c], V. fortis sp ve V. hepatarius
[Thompson vd., 2003d] gibi tiirlerdir.

[lk olarak Schiewe ve arkadaslar1 tarafindan 1977 yilinda V. anguillarum iki
farkli biyotipe ayrilmis, daha sonra biyotip 2 olarak tanimlanan tiir 1981 yilinda V.
ordalii olarak isimlendirilmistir [Actis vd., 2011]. V. ordalii salmonid baliklarda,
cipuralarda ve levreklerde vibriosis etkeni olarak Avrupa’da ve iilkemizde rapor
edilmistir [Colwell ve Grimes, 1984; Candan, 1991; Cagirgan ve Yiireklitlirk, 1996;
Akayli, 2001; Toranzo vd., 2005; Korun ve Timur, 2008]. V. anguillarum ve V.
vulnificus Akdeniz’de en sik karsilasilan Vibriosis hastaliginin etkenleri olarak
bildirilmistir. Ulkemizde vibriosis ilk olarak V. anguillarum’un ¢ipura baliklarinda
hastalik etkeni olarak tanimlanmistir [Candan, 1991]. Kiiltiir levrek baliklarinda ise
vibriosise neden olan Vibrio tiirleri V. anguillarum [Cagirgan ve Yireklitiirk, 1996;
Akan vd., 1996; Korun, 2004; Demircan ve Candan, 2006; Korun ve Timur, 2008],
V. ordalii [Timur vd., 2007; Korun ve Timur, 2008] V. harveyi [Korun ve Akayli,
2004; Korun ve Timur, 2008] ve V. alginolyticus [Korun, 2008] olarak bildirilmistir.
V. anguillarum genellikle deniz baliklarinda hastalik etkeni olarak bildirilmesine
ragmen son yillarda tath suda kiiltiirii yapilan baliklarda da hastalik etkeni olarak

rapor edilmistir [Timur ve Korun, 2004].

Hasta levreklerde deri renginde koyulasma, viicut tizerinde nekrotik
lezyonlar ve erimeler klinik bulgulardir. Nekrotik lezyonlar daha ¢ok abdominal
kaslarda, erimeler karmn altinda, ylizge¢ kaidelerinde ve agiz etrafinda goriiliir.

Kaudal yiizgegte erime ve iilser goriiliir. [Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1996]
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Sekil 2.5. Levreklerde Vibriosis vakasinda agiz gevresi, operkulum, yiizgeg,

g0z ve agiz ¢evresi kanama [Yaman vd. 2003].

Deniz suyu sicakligi arttiginda deniz mikrobiyal florasinda Vibrio tiirlerinin
sayisinin arttigi bilinmektedir. V. anguillarum deniz baliklarinin normal bagirsak
florasinda bulunur. Hastalifin ortaya c¢ikmasindaki en Onemli nedenlerden biri
olumsuz g¢evre faktorlerinden kaynaklanan strestir. Etken deri, solunga¢ ve aniis
yoluyla girerek hastaliga neden olur. Ayn1 zamanda enfekte gidalarin agiz yoluyla
alinmasiyla da bulasir [Yaman vd.; 2003; Sarjito vd., 2009; Noga, 2010; Actis vd.,
2011]. Vibriosis akut ve kronik olarak goriilebildigi bildirilmistir. Baliklarin tatli su
ve deniz suyundaki bakir (>30 g/ml) ve demir (>10 g/ml) molekiillerine maruz

kalmalar1 hastalik cikisinin ¢evresel nedenleri olarak bildirilmistir. Tedavi igin
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oksitetrasiklin, nitrofuranlar, siilfanamidler ve oksolinik asitin basarili bir sekilde
kullanildigi, fakat ozellikle V. anguillarum ve V. salmonicida tiirlerinin bu

kemoterapotiklere direng gelistirdikleri rapor edilmistir [Noga, 2010].

Vibriosis hastaliginin tedavisinde ve koruyucu olarak antibiyotikler ve
kemoterapoétik ajanlar yeme ilave edilerek kullanilmaktadir. Son yillarda yetistiricilik
kosullarinda baliklar ticari vibriosis asilar1 ile her yil asilanmalarima ragmen,
Ozellikle Vibriosise karsi asilanmis levreklerde (Dicentrarhus labrax), V.
anguillarum ve V. ordalii tiirlerinden baska bazi Vibrio tiirlerinin neden oldugu
enfeksiyonlar rapor edilmistir. Bu nedenle Avrupa su friinleri yetistiriciliginde
Vibriosis énemini hala korumaktadir [Pedersen vd., 1999]. Ik kez Canestrini (1893)
tarafindan go¢ eden yilan baliklarinda (Anguilla vulgaris) “kizil veba hastaligi”
etkeni olarak Bacillus anguillarum olarak tanimlanmistir. Bu bakteriye V.
anguillarum ismini 1909 yilinda Bergman vermistir. Baumann ve arkadaslar
tarafindan 1978 yilinda Benecka anguillara biyotip 1 olarak yeniden isimlendirilmesi
Onerilmistir. Daha sonra McDowell ve Cowell tarafindan 1985 yilinda Listonella
anguillarum olarak isimlendirilmesi 6nerilse de halen Vibrio genusu igerisinde yer
almas1 gerektigi bir ¢cok arastirmaci tarafindan savunulmaktadir [Austin ve Austin,
2007; Actis vd., 2011]. V. anguillarum’un belirlenmis (O1- O23) yirmiden fazla
farkli serotipi oldugu rapor edilmistir [Boesen vd., 1999]. Levreklerde cogunlukla
serotip Ol ve O3, alabaliklarda serotip O1 ve O2’nin enfeksiyonlara yol actigi
[Yaman vd., 2003; Korun ve Timur, 2008], iilkemizde son 15 yilda levreklerden
izole edilen V. anguillarum suslarinin genellikle serotip O1 olarak teshis edildigi
bildirilmistir [Cagirgan, 2004].

2.4.  VIBRIO GENUSUNUN OZELLIKLERI

Vibrio tiirleri, Gram negatif, hareketli, kivrik basil, 0,5-0,8 X 1,4-2,6 pm
boyutlarinda besiyerlerinde krem renginde, yuvarlak, kenarlar1 diizgiin koloniler
olusturan, fermantatif, oksidaz pozitif, genellikle Ote yandan 2,4-diamino-6,7-
diisopropylpteridine (O/129)’a hassas bakterilerdir. Optimum 20- 30°C’de iireme
ozelligi gostemelerine ragmen [Noga, 2010, Sarjito vd., 2009; Actis vd., 2011] tath
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sularda 1-4°C’de hastalik olusturduklari rapor edilmistir [Yaman vd., 2003]. Bazi
0/129’a (150 pg) direngli V. chlorae, V. damsela gibi Vibrio tiirlerinin yanisira V.
harveyi suslarinin O/129’a direngli olabilecegi bildirilmistir [Alsina ve Balnch, 1994;

Karunasagar vd., 1994]. Asagida Vibrio genusunun sistematigi bulunmaktadir.

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Class: Gammaproteobacteria
Order: Vibrionales

Family: Vibrionaceae

Genus: Vibrio

V. anguillarum Vibrionaceae familyasinin halofilik grubuna ait, Gram
negatif, tek polar flagelast olan, 0,5 X 2 pum boyutlarinda kivrik ¢omak seklinde,
fakiiltetif anaerob, guanin ve sitozin (G+C) igerigi %43-46 olan, 25-30°C’de % 1,5
NaCl igeren TSA, BHI gibi zengin besiyerlerinde rahatga gelisebilen bir bakteridir.
Kat1 besiyerinde yuvarlak diizgiin, krem renkli koloniler olustururlar [Timur ve
Timur, 2003; Actis vd., 2011]. Sitokrom oksidaz, katalaz, ONPG (8- galaktosidaz),
indol, nitrat, jelatin, amilaz, arjinin dihidrolaz, glukoz, mannitol, sakkaroz, mannoz,
sorbitol, fruktoz testleri pozitif; liiminisans, iire, ornitin ve lizin dekarboksilaz,
glukozdan gaz olusumu, laktoz, ksiloz, ramnoz ve melibioz testlerine negatif olarak
sonu¢ verdigi cesitli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir [Holt vd., 1994;
Whitman 2004; Buller, 2004; Austin ve Austin, 2007]. MR, VP, sitrat, TSI, eskiilin,
arabinoz, maltoz, inositol ve galaktoz testleri i¢in bu arastiricilar tarafindan farkli
sonuglar bildirilmistir. Ote yandan O/129’a hassaslik, TCBS agarda sar1 ve yesil
koloni olusturma, Vibrio anguillarum Medium (VAM) secici besiyerinin rengini
sartya ¢evirerek sar1 koloniler olusturma, 37°C’de ve % 3-5 NaCl iceren besiyerinde
gelisebilme ozellikleri ayni aragtirmacilar tarafindan verilen benzer &zelliklerdir.
Serotip 1 susunun arabinoz testine pozitif sonu¢ verme egiliminde oldugu

bildirilmistir [Toranzo and Barja, 1990].
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V. anguillarum deniz ortaminin normal mikrobiyal florasinda ve deniz
baliklarinin barsaklarinin normal florasinda bulunur. Bakteri sayist deniz suyu
sicakliginin artmasiyla yazin artar, kisin ise azalir. Bu patojenin deniz suyunda 50

aydan daha uzun siire canli kaldigi tespit edilmistir. [Austin ve Austin, 1993].

2.5 CALISMANIN AMACI
Bu caligmada; deniz levreklerinde biiyiikk kayiplara neden olan Kizil

hastaligi etkeni, V. anguillarum bakterisine 06zgii fajlarin, izolasyonu ve

karakterizasyonun yapilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1.MATERYAL
3.1.1. Kullanilan Bakteri ve Bakteriyofajlar

Bu c¢alismada; Dicentrarchus labrax’m karaciger, bobrek, mide-barsagi
homojenize edildi. Homojenize edilen organlar Triptic Soya Broth (TSB) besiyerine
eklendi ve bakteriler izole edildi. Bakteriyofajlar deniz suyundan 0.22 um por ¢apli

filtrelerden gegirilerek izole edildi.

3.1.2. Cam Malzemeler

Besiyeri iceren erlenlerin sterilizasyonu 121 °C’de 1,3 atm basingta, 15
dakika bekletilerek yapildi. Petri kaplar1 Pasteur firininda 200 °C’de, 2 saat siire
bekletilerek steril edildi.

3.1.3. Inkiibatorler

Bakteri suslarmin ve bakteriyofajlarin kiiltiirii hazirlanirken, kati kiiltiir
ortamlarinin inkiibasyonu, Niive marka EN400 model (Niive Sanayi Malzemeleri
Imalat ve Ticaret A.S. Ankara, Tiirkiye) inkiibator ile gergeklestirildi. Calismada
kullanilan bakteri suslarinin izolasyonu ve sivi kiiltiir ortamlarinin inkiibasyonu ise

Edmund Biihler TH 15 orbital ¢alkalamali inkiibator ile yapildi.
3.1.4. Santrifiij

Bakteriyofajlarin genomik DNA izolasyonunda Sigma 1-14 typ model
santrifiij kullanildi. Bakteriyofajlarin izole edilmesinde ve Nutrient Broth (NB)

besiyerinde liretilmig bakteri suslarinin ¢oktiiriilmesi asamasinda sogutmali santrifiij

(Hettich) kullanildu.
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3.1.5. Epiflorasan Mikroskobu

Izole edilen bakteri ve bakteriyofajlar DAPI (4’,6-diamidino-2-
phenylindole) boyasi ile boyanarak, Olympus BX51 model floresan mikroskop

kullanilarak gozlendi.

3.1.6. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Faj titresi 108 pfu ml? olarak hazirlanan bakteriyofaj izolatlari, % 0,5 uranil
asetat ile negatif boyanarak Transmisyon Elektron Mikroskobu (Jeol) ile

karakteristik 6zellikleri, kuyruk ve kafa ¢aplar1 gozlemlendi.

3.1.7. UV/White Transiliminator

Agaroz jel elektroforezi sonuglart UVP White/ Ultraviolet Transiliiminator

(UVP CA 91786, U.S.A) cihazi ile goriintiilendi.

3.1.8. Nanodrop Cihazi

Bakteriyofajlarin genomik DNA izolasyonu sonucunda DNA miktarlar

Nanodrop (CapitalBio Nano) cihaz ile belirlendi.

3.1.9. Besiyerleri

Kullanilan besiyerleri ve icerikleri asagidaki gibidir.

Trypticase Soy Agar (Merck, 1.05458)

Kazein peptonu 1509
Soya peptonu 50
NaCl 5049
Agar-agar 1509
Distile su 1L
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Trypticase Soy Broth (Merck, 1.05459)

Kazein peptonu 1709
Soya peptonu 3049

D(+) Glucose 250

NaCl 509
K2HPO4 2,54
Distile su 1L

Nutrient Broth (Merck, 1.05443)

Et peptonu 59
Et ekstrakti 30
Distile su 1L

Nutrient Agar (Merck)

Et peptonu 59

Et ekstrakti 30
Agar-agar 1209
Distile su 1L
Top agar (% 0,7)

Nutrient Broth 8¢
Agar agar 79
Distile su 1L

*Besiyerlerine % 1,5 NaCl ilave edildi.

Thiosulphate Citrate Bile Salts Sucrose Agar (Merck, 1.10236),

Maya Oziitii 59
Pepton 10¢
Sodyum tiyostilfat 10¢
Sodyum sitrat 10g
Si1gir safra asitleri 50
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Sakkaroz 209
Sodyum kloriir 10¢g
Demir sitrat 1lg
Bromtimol mavisi 0,04 g
Timol mavisi 0,04 g
Agar 15¢
Distile su 1L
3.2. YONTEM

3.2.1. Levreklerden Bakteri izolasyonu

1.  Deniz levrekleri aseptik kosullar altinda Mersin Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji
laboratuvarina getirildi.

2. Levrekler dissekte edilerek karaciger, bobrek, mide-barsaklar izole
edildi.

3. Izole edilen organlarin her biri ayr1 ayr1 homojenize edilerek, 100 ml
%1,5 NaCl ilave edilmis Trypticase Soy Broth (TSB) besiyeri igeren erlenlere
inokiile edildi.

4.  25°C’de 150 devir/dakika bir gece ¢alkalanmak suretiyle inkiibe
edildi.

5. 10 mI’lik cam tiiplere 4,5 mI’lik steril distile sular hazirland1 ve 100
ml’lik erlenlerden 500 pL alinarak her bir organ igin 10® sulandirma oranimna kadar
seyreltme yapildi.

6.  Primer izolasyon igin; 10,107, 10°® bakteri iceren cam tiiplerden 100
uL ornek alinarak Trypticase Soy Agar (TSA) (%]1,5 NaCl) igeren petri kaplarina
drigalski saptiilii ile ekim yapildu.

7. Karaciger, mide-barsak ve bobrek orneklerinin bulundugu erlenlerden
her organ icin ayr1 ayr1 TSA (% 1,5 NaCl) igeren petri kaplarina direkt olarak
azaltma yontemiyle de ekim yapildi.

8.  Petri kaplar1 25 °C’de 1 gece etiivde inkiibe edildi. TSA (% 1,5 NaCl)
besiyerinde iireyen bakteri kolonileri segilerek TCBS besiyerine 6ze yardimiyla

azaltma yontemiyle ekim yapildi.
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9.  Primer izolasyondan sonra bakteri kolonilerini saflastirmak igin ti¢ kez
TCBS agara pasaj edildi. Pasajlar 24 saatte bir tekrarlandi.

10. TCBS besiyerine ekilen bakterilerden sar1 renkli olan koloniler
secilerek, koloni morfolojileri belirlendi.

11. Sari koloniler olduklar1 bilinen numaralandirilmis koloniler yar1 egik
kat1 TSA (%1,5 NaCl) besiyerine inokiile edildi.

12. 25°C’de 1 gece inkiibasyondan sonra, daha sonradan kullanilmak

uzere buzdolabinda +4 °C’de saklandi.

3.2.2. Bakterilerin Identifikasyonu
3.2.2.1. API 20E ile Bakteri Identifikasyonu

API 20E (Biomerieux) igeriginde; 25 adet testlik kit, 25 adet APl 20E
stripleri, 25 adet inkiibasyon kutusu, 25 adet sonug¢ kagidi, mineral yag, oksidaz, API
20E reaktif kit (TDA, JAMES, VP 1, VP2) bulunmaktadir. Kitin test parametreleri su
sekildedir; glikoz, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnoz, siikroz, melibioz, amygdalin,
arabinoz sekerlerin fermantasyonu, nitrit iretimi, beta-galaktosidaz, tryptofan
deaminaz, jelatinaz, arginine dihidrolaz, lysine dekarboksilaz and ornithine

decorboxylase aktivitesi, sitrat kulanimi, H2S, iire ve indol tiretimi testleri.

Klasik mikrobiyolojik yontemler ile elde edilen saf bakteri izolatlarina

API 20E hizli tan1 kiti uygulandi.

1. Kitretici firma Biomereiux un talimatlar1 dogrultusunda kullanilildi.

2. Inkiibasyon sicaklig1 25°C ve inkiibasyon siiresi 24 saat olarak tercih
edildi.

3. Kitlerin okunmasi i¢in kullanilan ayraglar inkiibasyon siiresi sonunda

kullanim kilavuzunda belirtildigi sira ile ve gerekli miktarlarda damlatidi.

3.2.2.2. 16S rRNA Analizi ile Bakteri Identifikasyonu
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1. Nutrient broth’da iiretilen bakteri susunun genomik DNA izolasyonu
Qiagen DNeasy Blood&Tissue Kiti ile yapildi.
2. Izole edilen DNA Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltildi.

Tiip basina toplam konstrasyon degerleri

0,2 X Tag Tamponu (Applied Biosystems)

1,5 mM MgCI

0,25 mM dNTP (Fermantas)

0,03 U AmpliTaq Polimeraz (Applied Biosystems)
0,4 pmol her bir primer (16S genini tiimiinii cogaltan)

300 ng Bakteriyal Genomik DNA

3. PCR iiriinlerini 6ziitlemek i¢in Macherey-Nagel NucleoSpin Extract
II kiti kullanilmistir.

4. PCR iirtinii DNA’nin dizi analizi, Bigdye Cycle Sequencing kit v.3.1
ile yapilmistir. DNA dizi analizi i¢cin ABI 3130XL Genetic Analyzer cihazi
kullanildi.

5. NaOAC-EtOH saflagtirma yontemi ile DNA dizi analizi saflagtirmasi
yapildi.

6. Dizi analizinden ¢ikan sonuglar FinchTV programinda islenip, NCBI
gen bankasindaki referans genomlarla eslestirildi ve Fast "Minimum Evolution Tree"

yontemi kullanilarak filogenetik analiz yapildu.

3.2.3. Bakteriyofaj Izolasyonu

3.2.3.1. Deniz Suyundan Bakteriyofaj Izolasyonu

2.0 SM (Faj Tamponu) [Sambrook vd. 1989]

NaCl 589
MgSO4.7H20 29
1M Tris.Cl (pH 7.5) 50 mi
% 2 jelatin ¢ozeltisi 5ml
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Bidistile Su 1L

1.  Deniz suyu aseptik kosullar altinda 250 m1’lik kehribar siselerde
Mersin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Molekiiler Biyoloji
ve Biyoteknoloji laboratuvarina getirildi.
2. Deniz suyu ornekleri 15 ml’lik falcon tiiplere dagitilarak 5,000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi.
3. Ustsivi 0.22 um por capl filtreden (Milipore) gegirilerek faj
izoatlar1 elde edildi.

4.  Fajizolatlar1 SM tampona inokiile edildi ve +4 °C’de saklandi.

3.2.3.2. Cift tabaka agar yontemiyle faj varliginin belirlenmesi

1. Bolum 3.2.1°de anlatidig iizere elde edilen faj izolatlarindan, 100 pl
alinip, 2 saatlik konakg1 bakteri kiiltiirlerine eklendi.
2. Adsorpsiyonun ger¢eklesmesi i¢in oda sicakliginda 15 dk beklendi.
3.  Faj-bakteri siispansiyonuna top agar eklenerek karisim NA (%1,5
NaCl) besiyerine dokiildi.
4.  Bir gece inkiibasyondan sonra faj plaklart g6zlemlendi [Adams,
1959].

3.2.4. Bakteriyofajlarin saflagtirilmasi (Tek plak izolasyonu)

Faj siispansiyonlarini saflagtirmak igin tek plak izolasyonu yapildi.

1. Faj siispansiyonlarinin 10°®’ya kadar FTS (fizyolojik tuzlu su, %0,85
NaCl) kullanilarak diliisyonlari hazirlandiktan sonra, her bir diliisyondan 0,1’er ml,
igerisinde 0,1’er ml 2 saatlik konakg1 bakteri bulunan steril tiiplere alindi.

2. Adsorpsiyon i¢in oda sicakliginda 10 dk beklendikten sonra, faj-
bakteri karistmi 4 ml top agar i¢ine eklenmis ve hafifce karigtirildi.

3. Bukarisim 6nceden hazirlanmis Nutrient Agar (%1,5 NaCl) besiyeri
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lizerine dokiilmiis ve homojen bir dagilim saglandiktan sonra 25°C’de 24 saat
inkiibasyona birakild.

4,  Inkiibasyon sonrasinda olusan plaklarim tek tek diistiigii bir bolgeden
tek bir plak steril 6ze ucu yardimiyla kesilip, 2ml’lik Nutrient Broth (%1,5 NaCl)’da
tireyen 2 saatlik konake1 bakteri kiiltiiriine alindi.

5. 25°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.

6.  Inkiibasyon sonunda plak-bakteri karisimu steril Ependorflara alinarak
7000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

7. Tek plak izolati olan iist stvidan 0,2 ml ve 2 saatlik konakg1
bakteri kiiltiirinden 0,2 ml alinarak 15 ml’lik falcon tiipe ilave edilmis bakteriyofaj
partikiilleriyle bakterilerin bulugmasi i¢in 25°C’de 20 dakika inkiibasyona birakildu.

8.  Inkiibasyon sonrsinda karistma Sml besiyeri eklenip 300 devir/dakika’
da bir gece inkiibasyondan sonra kiiltiir 5800 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

9.  Elde edilen iist siv1, 0.45 um porlu filtrelerden gegirilerek ve % 10
Kloroform eklenerek saf faj filtrat1 olarak kullanildi [Sambrook vd. 1989].

3.2.5. Fajlarin zenginlestirilmesi ve faj titresinin belirlenmesi

Saf faj filtratinin zenginlestirilmesi i¢in daha 6nce de anlatildig gibi faj ve 2
saatlik konak¢i bakteri, sivi ortamda istenilen titreye ulasincaya kadar pasajlar
yapilarak karsilastirildi. Titrenin belirlenmesi i¢in son karsilagtirmaya ait faj
siispansiyonunun 10 ’ya kadar FTS icerisinde diliisyonlar1 hazirlandi ve yine cift

tabaka agar yontemi kullanildi. Bu amagcla;

1. 2 saatlik konakei kiiltiiriinden 0,1 ml ve faj stispansiyonundan 0,1 ml
aliarak 4 ml top agar ile karistirild1 ve dnceden hazirlanan NA(% 1,5 NaCl) besiyeri
izerine yayildu.

2. 25°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra faj plaklari sayildi.

3.  Faj titresi (plak olusturma birimi, pfu/ml), 10 diliisyonunda 100
faj plag1 oldugu icin; 10° x100=108 pfu/ml olarak belirlendi.

3.2.6 Bakteriyofajlardan Genomik DNA izolasyonu
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Daha 6nce elde edilen saf faj filtratlart numaralandirilarak 5 ayr1 ependorfa
eklendi.

1.  DNase+RNase soliisyonu eklenen ependorflar 37 °C’de 30 dakika
inkiibasyona birakild.

2. Inkiibasyon sonrasi ¢oktiiriicii islevi olan PEG 8000 Ependorflara
eklenerek 1 saat siireyle buzun {istiinde inkiibasyona birakildi.

3. Coken faj izolatlar1 11000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edilerek
tist s1v1 uzaklastirildi.

4.  Pellet 500 pl resiispansiyon tamponu ile nazikge pipetlenerek 1,5 ml’
lik mikrosantrifiij tiiptine alindi.

5. Her 500 pl faj siispansiyonuna 10 pl 0,5 M EDTA ve Proteinase K
(son konsantrasyon 100 pg/ml) eklendi. [Sambrook vd., 1989]

6. 50 °C’de 30 dakika inkiibasyondan sonra ‘The GeneJET Gel
Extraction and Cleanup Micro Kit ile genomik DNA izolasyonu yapildi.

7. Kitretici firmanin talimatlari dogrultusunda kullanildi.

DNase I (Thermo Scientific)
Konsantrasyon: 1U/ul
1 ml 10X Reaksiyon Tamponu

1 ml 50mM EDTA

RNase A, (Thermo Scientific)

Konsantrasyon 10mg/ml

Proteinase K (Thermo Scientific)
Konsantrasyon: 600U/ml~ 20mg/ml

Gene Ruler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific)

Konsantrasyon: 0,5 pg/ul
2x1 ml 6X DNA yiikleme boyasi
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GeneJET Gel Extraction and Cleanup Micro Kit (#K0831)
DNA saflastirma mikro kolonlart 50 adet

Eliisyon Tamponu 1,5 mi
Yikama Tamponu 2x7 mi
Ekstraksiyon Tamponu 11 ml
Baglama Tamponu 5,5 ml
On yikama Tamponu 10 ml
PEG 8000

Polietilen glikol 8000 309
NaCl 19,3 ¢
Bidistile su 100 ml

Resiispansiyon Tamponu
MgSO4 5 mM

3.2.7. 1zole edilen DNA 6rneklerinin Nanodrop Cihazi ile Miktarmin belirlenmesi

1.  Bakteriyofajladan elde edilen genomik DNA 6rnekleri ependorflara
alindu.
2.  Nanodrop Cihazi (CapitalBio Nano) ile 6l¢iimleri yapilarak DNA

miktarlar1 belirlendi.

3.2.8. Faj DNA’larinin restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmesi

1.  Genomik DNA miktarlar1 Nanodrop cihazi ile belirlenen 6rnekler
HindllII restriksiyon endoniikleaz enzimi ile 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.

2. 2 saat inkiibasyondan sonra &rnekler, 80 °C’de su banyosunda 20
dakika boyunca reaksiyonu durdurmak amaciyla bekletilerek DNA kesme islemi
tamamlandi.

Hindlll (Thermo Scientific)
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Konsantrasyon: 10U/ ul
10X R Tamponu 2x 1 ml
10X Tango Tamponu 1ml

3.2.9 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel Tris Borik asit EDTA (TBE) tamponu ile hazirlandi. 10X

konsantrasyonda hazirlanip 1X konsantrasyonda kullanildu.

10X TBE tamponu

Tris 54 g/ ml
Borik asit 27,5 g/ mi
NaEDTA 7,44 g/ ml

Elde edilen faj genomik DNA’s1 agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

1. Ay bakteriden alinan, HindIII restriksiyon endoniikleaz enzimi ile
kesilmis ve kesilmemis DNA o6rnekleri jele yiiklendi.

2. Faj DNA’lar1 % 0,7’lik agaroz jelde 60 V da 180 dakika boyunca
yiriitildi.

3. 180 dakika sonunda jel, 1 ug/mL Etidyum Bromiir (EtBr) ile 10
dakika boyandi.

4.  Agaroz jel, transiliiminatdr cihazi ile gézlemlendi.

5. Agaroz jel elektroforezi sonucunda, kromozomal DNA’larin

biiyiikliigii, DNA Size (Version 1) adl1 bilgisayar program kullanilarak belirlendi.

3.2.10. Bakteriyofajlarin TEM ile goriintiilenmesi

1. 108 titreye sahip faj filtratlar1 1/10 oraninda % 2,5 gluteraldehit
tamponu ile karistirilarak bes dakika oda sicakliginda bekletildi.
2. Fikse olmus fajlardan 25 pl alindi ve pioloform kapl gridlere inokiile
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edilerek 2 dakika bekletildi.
3. Gridler distile su ile yikand1, % 0,5’lik uranil asetat ile negatif

boyanarak TEM ile gbzlemlendi [Karunasagar, 2005].
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1 Izole Edilen Bakterilerin Identifikasyonu

Levreklerde goriilen Vibriosis etmeni, Vibrio bakterilerini elde etmek
amactyla segici besiyerinde iireme gosteren bakterilerden, sar1 renkli koloniler secildi
ve saf koloni elde edilene kadar pasajlandi. Elde edilen bakterilerin koloni
morfolojileri teshis edildi. Bakteriler izole edildikleri organlara gére isimlendirildi.
Karaciger, bobrek ve mide-barsaktan toplamda 20 bakteri susu izole edildi. Ancak,
bakteriler; deniz suyundan izole edilen bakteriyofajlarla bulusturuldugunda, 5 bakteri
susununda faj plagi gézlemlendi. Fajlarla bulusturulan ve plak olusumu goézlenen 5
bakteri B12, B11, B15, K5 ve K8’dir. izole edilen bakteri izolatlarmnin TSA (%1,5
NaCl)’da krem renkli, parlak, konveks, yuvarlak diizgiin kenarli yumusak, TCBS
agar ve MacConkey agarda ise sar1 koloniler olusturduklart goriildii (Sekil 4.1.). Bu
bakterilerin 1-5 um uzunlugunda ve 0,5-1 pm genisliginde, kivrik ¢omak sekilli ve
hareketli olduklari goriildii. Gram boyama ile boyanan saf kiiltiiriin, Gram negatif
ozellik gosterdigi tespit edildi (Sekil.4.2.). Bakteri suslar1 DAPI boyasi ile boyandi,

epifloresan mikroskoptaki goriintiisti Seki 4.3.”teki gibidir.
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Sekil.4.1.TCBS ve MacConkey agarda olusan sar1 koloniler

Sekil 4.2. Bakterilerin Gram Boyama Profili
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Sekil 4.3. DAPI ile Boyanan Bakterilerin Epifloresan Mikroskop Goriintiisii

Levregin mide-barsagindan izole edilen bakterilerin, TCBS agarda 1slak
goriiniimlii, sar1, yumusak, diizgiin kenarli, 0,70 mm ¢apinda koloniler verdigi

gozlendi. (Sekil 4.4.)

Sekil 4.4. Mide- barsaktan izole edilen bakterilerin TCBS agarda koloni morfolojileri
Levregin bobreginden izole edilen bakterilerin, TCBS agarda sar1, yuvarlak,
diizgiin kenarli, yogun kivamli ve viskoz yapiya sahip koloniler olusturduklar

goriildi (Sekil 4.5.)
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Sekil 4.5. Bobrekten izole edilen bakterierin koloni morfolojileri

Levrek baliginin karacigerinden izole edilen bakterlerin 24 saatten yash
kiiltiirlerinde kolonilerin iizerinde siyah renkli pigmentlerin olustugu gdzlemlendi
(Sekil 4.6.). K5 ve K8 bakterilerinin TCBS agarda olusturduklar1 sar1 kolonilerin,
mide-barsak ve bobrekten izole edilen bakterilerden farkli olarak daha kiigik
koloniler olduklart gézlendi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.6. Karacigerden izole edilen 24 saatten yash kiiltlirlerdeki siyah pigment

olusumu

Sekil 4.7. Karacigerden izole edilen bakterilerin koloni morfolojileri
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1.1.1.1.  API 20E ile identifikasyon bulgular1

24 saatlik taze bakteri kiiltiirlerinden hazirlanan inokulumlar kullanilarak
gerceklestirilen API testleri 24 saat sonunda ayiraglar1 damlatilmadan kontrol edildi.
Bakterinin API 20E striplerine inokulasyonunda saf su yerine %1.5 NaCl igeren
steril su kullanildi. En az 3 testin pozitif olmadig1 durumlarda siire 48 saat uzatildi ve
ayraglar damlatilarak sonuglar kayit edildi. Tim bakterilerin API profilleri
Cizelge.4.1 ve Sekil.4.8teki gibidir. B11 bakterisinin; ONPG, IND, VP ve GEL
profili pozitif, ADH, LDC, ODC, CIT, H.S, URE, TDA profili negatiftir. MAN ve
SAC sekerlerini parcalama testi sonucu pozitif iken INO, SOR, RHA, MEL, AMY
sekerlerini pargalayamadigi tespit edildi. B12 bakterisinin; ONPG, VP ve GEL
profili pozitif, IND, ADH, LDC, ODC, CIT, H2S, URE, TDA profili negatiftir.
Sekerlerden MAN, SOR, SAC’u pargalarken, INO, RHA, MEL, AMY’i
parcalayamadigi gozlendi. K5 bakterisinin API profili B12 bakterisi ile ayni
ozellikleri gosterdi. B15 bakterisi; ONPG, TDA, IND, VP, GEL profili pozitifken,
ADH, LDC, ODC, CIT, H2S, URE ise negatiftir. MAN, SOR, SAC sekerlerini
parcalarken, INO, RHA, MEL, AMY’i parcalayamadig1 gozlendi. K8 bakterisinin,
ONPG, TDA, IND, VP, GEL profili pozitifken, ADH, LDC, ODC, CIT, H.S, URE
ise negatiftir. Sekerlerden MAN, SOR, SAC, AMY"i pargalarken, INO, RHA, MEL’i
par¢alayamadigi gozlendi. Okuma striplerine gore numaralandirilan bakteriler

veritaninda Aeromonas hydropilia olarak tespit edildi.
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Sekil.4.8. Sirastyla B11, K8, K5, B12 ve B15 bakterilerinin API 20 E stripleri
goriintiileri

40



YILDIZLI, G.2015 Balik patojeni bazi Vibrio bakteriyofajlarinin izolasyonu ve karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin

Universitesi

Cizelge 4.1. Bakterlerin AP| 20E test sonucu profilleri

Biyokimyasal

Testler

B12

bakterisi

B1l1l

bakterisi

B15

bakterisi

K5

bakterisi

K8

bakterisi

ONPG
galaktosidaz)

(beta-

+

+

+

+

+

ADH
dihidrolaz)

(arjinin

LDC
dekarboksilaz)

(lizin

oDC (ornitin
dekarboksilaz)

CIT (Sitrat)

H,S (hidrojen siilfiir)

URE (UREaz)

TDA

deaminaz)

(tryptofan

IND (indol)

VP (Voges

Proskauer)

GEL (jelatinaz)

MAN (Mannitol)

INO (Inositol)

SOR (Sorbitol)

RHA (Ramnoz)

SAC (Siikroz)

MEL (Meliboz)

AMY (Amigdalin)

ARA (Arabinoz)

OX (Oksidaz)
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41.1.2. Bakteri Susunun 16S rRNA Analizi ile Identifikasyon Bulgulari

Nutrient Broth’da iiretilen bakteri susunun genomik DNA izolasyonu
yapildi. 16S rRNA genini kodlayan bolge PCR’da ¢ogaltilmis ve ¢ogaltilan bolgenin
DNA dizi analizi sonuglar;; NCBI gen bankasindaki referans genomlarla
eslestirilerek ve Fast "Minimum Evolution Tree" yontemi kullanilarak filogenetik
analiz yapildi.

Sekanslanan gen dizileri FinchTV adl bilgisayar programinda BLAST analizi
yapilarak 5 susun, %96 giivenilirlikle Vibrio anguillarum tiiriine ait oldugu tespit
edildi. MEGAG6 programiyla filogenetik aga¢ cizildi (Sekil 4.9.).
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(29) |(10) Vibrio campbellii strain V21

—(7) Vibrio h i
o1 (7) Vibrio haneyi

r(11) Vibrio parahaemolyticus strain 1937

©2)s5

——(12) Vibrio parahaemolyticus strain G10

(33)
-(13) Vibrio harweyi isolate EHP13

L—(6) Vibrio alginolyticus strain NBRC 15630

(5) Vibrio alginolyticus strain F6

——(14) Vibrio azureus strain HNS032

(35)

(15) Vibrio parahaemolyticus strain V20

(23) Vibrio anguillarum strain NBRC 132¢

(43)

(24) Vibrio sp. SY05 gene

@(25) B15

@(26) B11

(48)

(49)

(50)

————————————@Q0)K
(48)
40|

@1 L @(21) B12

@(22) K8

(42)
(19) Vibrio anguillarum strain B26-1

(18) Vibrio anguillarum strain T3-31
©8) (16) Listonella anguillarum strain TL1
37)

(17) Vibrio anguillarum strain MHK13

(4) Vibrio wilnificus strain ATCC 27562

(1) Aeromonas hydrophila strain Z118
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4.2.  Bakteriyofajlarin izolasyonuna Ait Bulgular

Deniz suyundan filtrasyon yoluyla izole edilen bakyeriyofajlarin varlig: ¢ift
tabaka agar yontemi ile belirlendi. Tek plak yontemi ile izole edilen saf bakteriyofaj
kiiltiirlerine, izole edildikleri bakteri suslarina ait isimler verildi. B11, B12 ve B15
bakterilerine ait bakteriyofajlar; igne ucu sekilli ve karacigerden izole edilen
bakterilerin faj plaklarina gore daha kiigiik plak morfolojileri gosterdikleri gézlendi.
B12 faj1 plaklari; merkezi temiz, kenarlar1 diizgiin, B11 ve B15 fajlarinin merkezleri
bulanik kenarlart diizglin yapidaki plaklari gézlendi (Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil
4.12). Fajlarin olusturdugu plaklari oldukca kiigiik olup, daha rahat gozlenebilmesi

amaciyla fotograflar negatife ¢evirilerek kullanildi.

Sekil 4.10. Bobrekten izole edilen B12 bakteri fajinin plak morfolojisi negatif

goruntiisu
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Sekil 4.11. Bobrekten izole edilen B11 bakteri fajinin plak morfolojisi negatif

goruntisu

Sekil 4.12. Bobrekten izole edilen B15 bakteri fajinin plak morfolojisi negatif

goruntisu
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Karacigerden izole edilen bakteri suslarin faj plaklar1 0,5 — 1 mm ¢apinda

igne ucu sekilli, kiiciik plaklar olarak gozlendi. (Sekil 4.13., Sekil 4.14.)

Sekil 4.13. Karacigerden izole edilen K8 bakterisi faj plaklarinin morfolojisi negatif

goruntiisi

e

Sekil 4.14. Karacigerden izole edilen K8 bakterisi faj plaklarinin morfolojisi negatif

goruntisi
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Bakteriyofaj ornekleri 0.45 um filtreden gecirildi ve DAPI ile boyanarak
Epiflorasan mikroskop ile go6zlemlendi. Fajlar kiiciik mavi noktalar olarak

gozlemlendi. (Sekil 4.15.)

Sekil 4.15. Bakteriyofajlarin Epifloresan Goriintiisii

4.1.5. Agaroz Jel Elektroforezine Ait Bulgular

Genomik DNA izolasyon kiti ile izolasyonu yapilan V. anguillarum
bakteriyofajlarinin DNA’s1 % 0,7’lik agaroz jelde 60 V uygulanarak 180 dakika
boyunca separe edildi (Sekil 4.16.). Bobrekten izole edilen B15 bakterisinde faj
varhigr ¢ift tabaka yontemi ile belirlense de agaroz jel elektroforezinde genomik
DNA’s1 gozlenemedi. Sekil 4.13.’te ki agaroz jel goriintlisiinde; Sirasiyla genom
biyiikliikleri; B12 faji; 55 kb, B11 faji; 23 kb, K5 faji1; 44 kb, K8 faji; 73 kb olarak
belirlendi (Sekil 4.16.) (Cizelge 4.2.).
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Sekil 4.16. Bakteriyofaj genomlarinin HindIIl restriksyon endoniikleaz enzim
patterni. 1. kuyucuk; 1 kb DNA marker1, 2. Kuyucuk B12 bakteriyofaji, 4. Kuyucuk
K8 bakteryofaji, 7. kuyucuk B11 bakteriyofaji, 8. kuyucuk K5 bakteriyofajidir. 3, 5,
6 ve 9. kuyucuklarda ise kesilmemis faj DNA’sidir.

Cizelge 4.2. Fajlarin morfolojik karakterleri

Faj Kafa Cap1 | Kuyruk  Cap1 | Kuyruk Genom
(nm) (nm) Uzunlugu (nm) | Biyiikligi
(kb)

B15 - - - -

B1l - - - 23

B12 54-55 8-9 302-303 55

K5 55-56 18- 19 52 -53 44

K8 66-67 17-18 52-53 73
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3.1.5 TEM Bulgular

108 titreye sahip 5 bakteriyofaj siispansiyonu uranil asetat ile negatif
boyanarak TEM ile goriintiilenmek tizere hazirlandi. Bakteriyofajlardan B15 ve B12
bakterlerinin  fajlar1  yliksek  titreli  olmalarma  ragmen TEM ile
goriintiilenememislerdir. B11, K8 ve K5 bakterilenin bakteriyofajlar1 ise
gorintiilenerek morfolojileri belirlendi (Sekil 4.17.). K5 bakteriyofaji 55,5 nm kafa,
18,9 nm kuyruk capina ve 52,7 nm kuyruk uzunluguna sahiptir (Sekil 4.18). K8
bakteriyofaji 66,1 nm kafa, 17,1 nm kuyruk capma sahipken, 52,6 nm kuyruk
uzunluguna sahiptir (Sekil.4.19) B11 bakteriyofaji 54,8 nm kafa, 8,3 nm kuyruk
capina ve 302,8 nm kuyruk uzunluguna sahiptir (Sekil 4.20) (Cizelge 4.2.).

Sekil 4.17. Fajlarin TEM goriintiisii (100.000 X)
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Sekil 4.18. K5 bakterisi faj1 TEM goriintiisii (200.000 X)

Oinm

Sekil 4.19. K8 bakterisi faji TEM goriintiisii (200.000 X)
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Sekil 4.20. B11 bakterisi faji TEM goriintiisii (200.000 X)
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43. TARTISMA

Bugiine kadar yapilan calismalarda; Vibrio bakterlerini enfekte eden 227
kuyruklu faj tespit edilmistir, bu fajlardan 87 tanesi Myoviridae, 67 tanesi
Siphoviridae ve 74 tanesi Podoviridae familyasina dahildir [Ackermann, 2007]. Bu
caligmada izole edilen fajlar da kuyruklu fajlarin tek takimi olan Caudovirales’e iiye

fajlar olarak belirlendi.

Ackermann’a gore kuyruklu fajlarin kapsid ve kuyruk biyiikliikleri
sirastyla; 30-160 nm, 10-800 nm araligindadir [Ackermann, 2005]. Siphoviridae
familyasina dahil fajlarin; 14,5 kb’dan, 134,4 kb’a kadar varan genom
biiytikliiklerine sahip olduklari bildirilmistir [ Thiyagarajan, 2011].

Vibrio parahaemolyticus fajlar1 olan VP16T ve VP16C izolatlar1 elektron
mikroskobu ile gozlenmistir. Her iki faj da birbirine benzemekle beraber, 80- 100 nm
kuyruk uzunluguna, 50-60 nm capinda ikosahedral bir kafa yapisina sahip olduklari
gozlemlenmistir [Seguritan, 2003].

Yapilan bir ¢alismada ise V. anguillarum’un bakteriyofajlari olan 309,
ALMED, CHOED, ALME, CHOD ve CHOB’un restriksiyon endoniileazlarla
kesilen genomik DNA’lar1 elektroforez islemine tabi tutuldugunda genom

biiyiikliiklerinin 47-48 kb oldugu bildirilmistir [Higuera vd., 2013].

Higuera vd., 2013’te yaptigi bir calismada elektron mikroskobu ile
incelenen V. anguillarum fajt ALMED' in 50nm ¢apinda ikozahedral bir bag ve uzun
kontraktil bir kuyrugu, CHOD'un ise kuyruksuz oldugu ve 50 nm capinda

ikozahedral bir basa sahip oldugu gézlemlenmistir.

Thiyagarajan v.d.'larinin yaptig1 calismada V. harveyi'yi enfekte eden ¢ Vhl,
oVh2, oVh3, ¢Vh4 fajlarinin PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) ile belirlenen
genom biiyiikliikleri sirastyla 85, 58, 64, 107 kb olarak bildirilmistir. ¢Vhl1, ¢Vh2,
¢Vh4 fajlarinin 60-115 nm biiyiikligiinde ikosahedral bir bas ve 130-329 nm
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uzunlugunda kontraktil olmayan bir kuyruga sahip olduklari ve Siphoviridae
familyasinin iyeleri olduklar1 TEM ile goriintiilenerek belirlenmistir. Vh3 fajinin
ise Podoviridae familyasina dahil, 72-73 nm ikosahedral bir bas, 27 nm uzunlugunda

kisa bir kuyruga sahip oldugu belirlenmistir.

Arastirmacilar bir Vibrio harveyi faji olan VHS1 fajin1 negatif boyama
yaparak TEM’de goriintiilemislerdir. Bu ¢alismada, VHS1 fajinin ikosahedral bir bas
ve kontraktil olmayan bir kuyruktan olustugu ortaya konulmustur. VHS1 fajinin kafa
yarigapt 60-62 nm, kuyrugun yarigapit 9-10 nm ve kuyruk uzunlugu 100-120 nm
olarak belirlenmistir. VHS1 fajinin plak morfoloji c¢aplart 0,5-1 mm olarak

belirlenmistir [Pasharawipas vd., 2006].

Silva vd., V. parahaemolyticus ve V. anguillarum’ un fajlari olan; sirasiyla;
VP2 ve VAL olarak adlandirdiklar iki faj izole etmislerdir. Faj DNA’larin1 DNase |
ve RNase A ile keserek niikleik asit tiplerinin DNA oldugunu ve S1 endoniikleaz ile

muamele ederek, dsDNA’ya sahip olduklarini belirlemislerdir.

Bu calismada ise; V. anguillarum suslarinin bakteriyofajlar1 HindIII
restriksiyon endoniikleaz ile kesildi ve agaroz jelde yiiriitiilerek biiytikliikleri 23-73
kb arasinda degisen biiyiikliiklerde hesaplandi. Elektron mikroskobu ile B11, K5 ve
K8 bakterilerinin bakteriyofajlar1 goriintiilendi. Goriintiilenen 3 bakteriyofaj da
Caudovirales takiminin iiyesidir. B11 bakteriyofaji 54,8 nm ¢apinda ikozahedral bir
basa, olduk¢a uzun (302,8 nm) bir kuyruga sahiptir. K5 bakteriyofaji, 55,5 nm
capinda ikosahedral bir bas ve 52,7 nm kuyruk uzunluguna sahiptir. K8 bakteryofaj

ise yine ikosahedral 66,1 nm ¢apinda bir bas, , 52,6 nm kuyruk uzunluguna sahiptir.

oVhl, oVh2, ¢Vh3, ¢Vh4 fajlar1 birbirinden farkli plak morfolojileri
gostermislerdir. @Vhl fajinin; merkezi temiz, igne ucu biiyiikliiglinde, belirgin
olmayan kenar yapis1 gosteren plak morfolojisine sahip oldugu bildirilmistir. Vh2
0,5-2 mm c¢apinda, belirgin olmayan kenar yapisi gosteren plak morfolojisi
gosterirken; Vh3 faj1 1-2 mm ¢apinda, belirgin olmayan kenar yapis1 gosteren plak

morfolojisine sahip oldugu bildirilmistir. Son olarak @Vh4 faji, bulanik merkezli,
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igne ucu biiyiikligiinde plak morfolojisi gozlendigi bildirilmistir [Thiyagarajan,
2011]. Bu c¢alismada ise ¢ift tabaka agar yontemiyle belirlenen faj plak morfoloji
caplar1 0,5-1 mm olarak belirlendi. Karacigerden izole edilen K5 bakterisinin fajinda,
I mm ¢apinda, merkezi temiz, , kenarlar1 diizglin ve bulanik olmayan faj plaklari
gozlendi. Yine karacigerden izole edilen K8 bakterisinin faj plaklari ise yapisal
olarak K5 fajina benzese de merkezleri bulanik ve plak caplart 0,5 mm olarak
belirlendi. Bobrekten izole edilen B11, B15, B12 bakterilerinin fajlar1 igne ucu
blyiikliiglinde plaklar olusturdu. B12 faj1 plaklari; merkezi temiz, kenarlar1 diizgiin
olmayan bir yapiya sahipken, B11 ve B15 fajlarinin merkezleri bulanik kenarlar

diizgiin yapidaki plaklar1 gézlendi.

Alboran Denizinden izole edilen fajlarin izolasyonun yapildigi bir ¢alismada
fajlar DAPI ile boyanarak ¢ift zincirli DNA’ya sahip fajlar mavi parlak noktalar
olarak gozlenmistir [Alonso v.d., 2012]. Bu ¢alismada da bakteriyofajlarin niikleik
asit tipleri DAPI boyasi ile boyanarak epifloresan mikroskopta gozlendi. Cift sarmal
DNA iceren bakteriyofajlar mikroskopta kiigiik parlak mavi noktalar olarak gozlendi.

Balik patojenlerinin identifikasyonunda en yaygin kullanilan1 API 20E test
stripleridir. Deniz ve tath su baliklarinin bakteriyel patojenlerinin identifikasyonunda
API 20E sistemi bir ¢ok arastirmaci tarafindan kullanilmistir [Baudin-Laurencin,
1981; MacDonell vd., 1982; Kent, 1982; Maugeri vd., 1983, Romalde ve Toranzo,
1991; Biosca vd., 1993; Grisez vd., 1991; Kronvall ve Hagelberg, 2002].

Birgok arastirmaci API 20E ile Vibrio bakterilerinin identifikasyonunda
yanlis sonuglar verebildigini bildirmistir [Kent, 1982]. APl 20E sistemi %99
giivenilirlik notu verdigi identifikasyonlarda bile yanlis sonu¢ verebildigini bildiren
Kent (1982), veritabanin1 kullanmay1 énermemektedir. Identifikasyon i¢in API 20E
kullananan Dalsgard vd, (1996), V. wvulnifucus’u yanlis degerlendirerek %98
giivenilirlik notuyla Aeromomas hydrophilia ve Flavobacterium meningosepticum

olarak tanimladiklarini belirtmislerdir [Buller, 2014].
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Deniz baliklarindaki patojenlerin teshisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada,
gram negatif, basil sekilli fermantatif bir bakteri susu API 20E profiline gore
Aeromonas olarak tespit edilmistir. Daha sonra yapilan 16S rRNA dizi analizi
sonuglar1 bu susun Vibrio sp. oldugu tespit edilmistir [Gtiralp, 2012]. Bu ¢alismada
da, Vibrio bakterilerinin izolasyonunda, API 20E veritaban1 kullanilarak 3 tekrar
yapilarak elde edilen sonuglarda 5 bakteri susu da sirasiyla, %30, %35 ve %40
giivenirlilikle Aeromomas hydrophilia olarak belirlendi. Ancak yapilan 16S rRNA
dizi analizi sonuglarinda bakteri suslarinin % 96 giivenirlikle Vibrio anguillarum

oldugu tespit edildi.

V. anguillarum % 1,5 NaCl i¢eren TSA, Brain Heart Infusion (BHI) gibi
zengin besiyerlerinde rahatca gelisebilen bir bakteridir. Kati1 besiyerinde yuvarlak
diizgiin, krem renkli koloniler olustururlar. TCBS ve MacConkey besiyerinde ise sar1
koloniler olusturular [Timur ve Timur, 2003; Actis vd., 2011; Colguhoun, 2007]. Bu
caligmada da, levrek baligimin mide-barsak, karaciger ve bobreginden izole edilen
bakteriler TSA, TCBS ve MacConkey agara ekildi. TSA’da krem renkli, diizgiin
kenarli, S tipi koloniler gbzlenirken, V. anguillarum bakteri suslarinin TCBS ve
MacConkey agarda parlak, viskoz, 1-2 mm ¢apinda sari koloniler olusturduklar

gozlendi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde deniz levreginin ekonomik degerinin yiiksek olmasi ve
yetistiriciliginin giderek artmasi nedeniyle, yetistiriciliginde karsilasilan hastalik
sorunlarinin da ¢dziilmesi olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Ulkemizde ve tiim diinyada
balik hastaliklarini tedavi etmek igin g¢esitli antibakteriyel maddeler kullanilmaktadir.
Bu hastaliklarin basinda deniz levreklerinde yiiksek Oliim oranina sahip Kizil
hastalig1 (Vibriosis) gelmektedir. Kizil hastaligi etkeni Vibrio bakterileri olmakla
beraber; Vibrio anguillarum, hastaligin primer patojendir. Kizil hastalig1 basta olmak
tizere bircok bakteriyel hastaligin tedavisinde antibiyotiklerin; uygunsuz ve
kontrolsiiz  kullanim1  direngli  bakterilerin ortaya c¢ikmasina ve giderek
kullanilabilecek etkili antibiyotik sayisinin azalmasina neden olmaktadir. Bu
durumda tedavideki bagarisizlik, 6liim orami ve tedavi maliyeti artmaktadir. Bu
olumsuz etkiler dogrudan balik {izerinde gozlenebilecegi gibi dolayli olarak insan

sagligi lizerinde de gozlenebilir.

Diinya genelinde antibiyotiklerin kullanimimnin ve buna bagli olarak
antibiyotik direngliligin artmasi antibiyotiklere alternatif tedavi yontemlerinin
gerekliligini ortaya koymustur. Bakterilerdeki diren¢ probleminin giderek 6nem
kazanmasi, antienfektif modellerin modern tipta ve biyoteknolojide Oncelik
kazanmasina neden olmaktadir. Bu durumu kontrol altina almak i¢in yeni stratejiler
gelistirilmelidir, bu stratejiler; mikrobiyal dayanikliigin yayilma riskini ortadan
kaldiracak, daha ucuz ve gevreye dost stratejiler olmahidir. Faj terapisi ile tedavi
yonteminin antibiyotiklere avantaj sagladigi durumlar; fajlarin oldukca spesifik olup
genellikle yalniz hedef bakteri tiirlerini etkilemesi, en ¢ok gereksinim olan
enfeksiyon bolgesinde replike olmalari ve hedef bakteriye karsi fajlarin se¢iminin
oldukca kisa siirede gergeklesmesidir. Faj terapisi, bakteriyel hastaliklarin
tedavisinde, antibiyotik kullanimina alternatif bir tedavi yontemi olarak bilimsel
anlamda gelecek vaat etmektedir.

Bu kapsamda; Kizil hastaliginin baslica etkeni Vibrio anguillarum’a karsi
faj terapisi tedavisinde kullanilmak {iizere litik aktive gosteren bakteriyofajlarin

izolasyonu ve Kkarakterizasyonu, olduk¢a sinirli olan Vibrio bakteriyofajlarinin
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koleksiyonlarinin olugturulmasi olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bu hastaliklar1 tedavide;
antibiyotiklerin kullaniminin ve buna bagli olarak antibiyotik direncliligin artmasi

antibiyotiklere alternatif tedavi yontemlerinin gerekliligini ortaya koymustur.

Vibrio bakteriyofajlarinin izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili yapilan
oldukga sinirl sayida literatiir bilgisi bulunmaktadir. Bu ¢alisma, iilkemizde Vibrio
anguil/arum’a ait bakteriyofajlarin izole edilerek, karakterizasyonunun yapildig: ilk

caligmadir. Bu nedenle literatiire 6nemli bir katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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