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Bu tez ¢aligmasinda amag, Karkamis Baraj Golii’nde yetistirilen ve hastalik semptomlar1 gostererek
6len alabaliklardan Aeromonas tiirlerini izole etmek ve ¢evresel o6rneklerden bu tiirlere spesifik litik
bakteriyofaj varligini arastirmaktir. Bu ¢aligmada Sanlwrfa iline bagl farkli konumlardaki 4 farkl
ciftlikten farkli zaman periyotlarinda, bakteriyel izolasyon i¢in toplam 96 6li gokkusag: alabaligi ile
bakteriyofaj izolasyonu i¢in su ve bentos drnekleri toplandi. Baliklara uygulanan nekropsi sonrasinda,
deri lezyonlar1 ve baliklarin gesitli organlarina ait 138 inceleme Orneginden klasik bakteriyel
izolasyon ve identifikasyon yontemiyle Aeromonas ’larin izolasyonu igin ekimler yapildi. Elde edilen
izolatlarm dogrulama analizleri MALDI-TOF ile gerceklestirildi. Baliklardan 18 adet
Aeromonas etkeni izole edildi. Bu etkenlerin altisimin Aeromonas veronii, dordiiniin Aeromonas
hydrophila, dordiniin Aeromonas sobria, ikisinin Aeromonas ichthiosmia, birinin Aeromonas
caviae ve birinin de Aeromonas bestiarum oldugu tespit edildi. Bakteriyofajlarin tespiti i¢in alinan su
ve bentos Orneklerine 6n zenginlestirme islemi uygulanarak siipheli siispansiyonlar hazirlandi. Bu
siispansiyonlardan elde edilen izolatlar ile spot-test yapilarak bakteriyofaj icerigi yoniinden arastirild.
Bir adet g¢iftlikten elde edilen Aeromonas hydrophila bakterisine karsi litik aktivite gdsteren 1 adet faj
belirlenerek izole edildi. Izole edilen faj ¢ift tabaka agar yontemiyle saflastirildi, besiyerinde
konakgisiyla cogaltildiktan sonra faj titresi 6.40 x 10° Pfu/ml olarak belirlendi. Optimal MOI degeri
0.1 bulundu. Faj, pH 3-11 ve sicaklik 4-60°C araliklarinda test edildi. Fajin pH 5-9 ve sicakligin
4-40°C arasindaki test ortamlarinda stabil oldugu tespit edildi. Bakteriyofaj morfolojik inceleme
amaciyla gegirimli elektron mikroskobunda (TEM) goriintiilendi. Fajin Siphoviridae familyasina ait
olabilecegi morfolojik olarak belirlendi. Fajin molekiiler analiziyle, daha dnce tanimlanarak gen banka
bilgileri girilen Aeromonas’larin T7-Ah ve PZL-Ah152 fajlarma genetik olarak ¢ok yakin bir faj
oldugu goriildii. Sonug olarak Sanliurfa bolgesinde Karkamis barajinda iiretim faaliyetleri gosteren
balik ¢iftliklerinde Aeromonas etkenlerinin enfeksiyonlara sebep oldugu, etkenlerle birlikte
bakteriyofajlarinin da izole edilebilecegi goriildii. Hastaliklardan korunma igin gerekli tedbirlerin
alinabilecegi ve bakteriyofajlarin koruma ve tedavide kullanilabilirligiyle ilgili ileri ¢aligmalarin
yapilmasi gerektigi kanaatine varildi.

ANAHTAR KELIMELER: izolasyon, enfeksiyon, Aeromonas, bakteriyofaj, balik



ABSTRACT

DOCTORATE THESIS

Isolation of Aeromonas Bacteria from Trouts Grown in Karkamis Dam Lake and Investigation
of Lithic Bacteriophages of Aeromonas
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Thesis Supervisor: Assoc. Prof. Dr. MUHAMMED YASAR DORTBUDAK
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The aim of this thesis was to isolate Aeromonas species from rainbow trout reared in Karkamis
reservoir that died with disease symptoms and to investigate the presence of specific lytic
bacteriophages from environmental samples. In this study, a total of 96 dead rainbow trout and the
water-benthos samples were collected from 4 different farms in different locations in Sanliurfa
province at different time periods for bacterial isolation and bacteriophage isolation respectively.
After necropsy, 138 examination samples of skin lesions and various organs of the fish were cultured
for the isolation of Aeromonas by classical bacterial isolation and identification method. Confirmatory
analysis of the isolates obtained was performed by MALDI-TOF MS. Eighteen Aeromonas agents
were isolated from fish. Six of these agents were Aeromonas veronii, four were Aeromonas
hydrophila, four were Aermonas sobria, two were Aeromonas ichthiosmia, one was Aeromonas
caviae and one was Aeromonas bestiarum. Suspicious suspensions were prepared by pre-enrichment
of water and benthos samples taken for the detection of bacteriophages. These suspensions were spot-
tested with the isolates obtained and investigated for bacteriophage content. One phage showing lytic
activity against Aeromonas hydrophila bacteria obtained from one farm was identified and isolated.
The isolated phage was purified by double layer agar method, and the phage titer was determined as
6.40 x 10® Pfu/ml after multiplication with its host in the medium. The optimal MOI value was found
to be 0.1 The phage was tested at pH 4-11 and temperature 4-60 °C. The phage was found to be stable
in test media with pH 5-9 and temperature 4-40 °C. The bacteriophage was imaged by transmission
electron microscopy (TEM) for morphological examination. It was morphologically determined that
the phage may belong to the Siphoviridae family. Molecular analysis of the phage revealed that the
phage was genetically very similar to the Aderomonas T7-Ah and PZL-Ah152 phages, which were
previously identified and entered into GenBank. As a result, it was observed that Aeromonas agents
cause infections in fish farms in Karkamig dam in Sanliurfa region and bacteriophages can be isolated
together with the agents. It was concluded that necessary precautions can be taken for the prevention
of diseases and further studies should be carried out on the use of bacteriophages in protection and
treatment.

KEYWORDS: isolation, infection, Aeromonas, bacteriophage, fish
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GIRIS Emine ATCI SAYTEKIN

1. GIRIS

Diinyadaki niifus artis1 ve teknolojinin siirekli gelismesi, hizli bir yasam
tarzinin olugmasi ve buna bagli olarak beslenme ydteminin degismesi ile hazir gida
tilketiminin artmasina neden olmustur. Hazir gida tiikketiminin artmasi sonucunda,
gida tiriinlerinde elde edilme ve saklanma kosullar1 insan sagligi agindan 6nemli bir
durum haline gelmistir. Hazir gidalarda yasanan en Onemli sorunlardan biri;
gidalarda patojen mikroorganizmalarin varligi, ikincisi ise patojen olmasa bile
normal depolama kosullarinda gidada bozulmaya neden olan mikroorganizmalari
varhi@idir. Gidalarin saklama kosullar1 sirasinda gida kalitesini ve beslenme
degerlerini en az olumsuz yonde etkileyecek yontemlerin kullanilmasi 6nemli bir
durum haline gelmistir (Kanber, 2024). Ucuz ve saglikli protein kaynagi olan balik
eti taze tiiketilebildigi gibi dondurulmus iiriin olarak ta tiiketime sunulmaktadir. Bu
durum deniz {riinlerine ve ¢iftliklerde iiretilen baliklarda bulunabilecek olasi
patojenlere kars1 dikkatli olunmasini gerektirmektedir. Su tiriinlerinde bulunabilecek
ve buzdolabi 1sisinda da iireyebilme yetenegine sahip bazi mikroorganizmalarin
mevcut bulas riskini arttirmaktadir. Bu mikroorganizmalardan biri olan ve insanlarda
enteropatojen olarak bilinen Aeromonas bakterileri; su firiinlerinde, kirmizi et
cesitlerinde, yumurta, siit, meyve ve sebze gibi gida lriinlerinde bulunmaktadir.
Buzdolabi 1s1s1 yani +4 °C’de iireme yetenegine sahip Aeromonas bakterilerine karsi
daha dikkatli olunmasi gerekmektedir (Wadstrom ve Ljungh, 1991; Kiling, 2019). Bu
riski azaltmak icin patojen bakterilere karsi alinan tedbirlerin yaninda, insan sagligi
acisindan da giivenli olabilecek antibakteriyel miicadeleyi 6ne ¢ikarmaya baslamis;
bircok bakteri tiirline kars1 litik bakteriyofajlarin kullanilmasi, gida kaynakl
bulaglarin engellenmesi agisindan kullanighh bir yontem olarak kabul edilmeye

baslanmistir.

1.1. Su Uriinleri ve Alabalik Yetistiriciligi
1.1.1. Su iiriinleri tarihcesi

Su driinleri yetistiriciligi; balik, kabuklu deniz irilinleri, yumusakga,
eklembacaklilar ve algler gibi su canlilarinin yetistirilmesi olarak tanimlanabilir. Su
liriinleri yetistiriciligi calismalar ilk defa Cin’de M.O. 2000'li yillarda baslamidig
diistiniilmektedir (Bas¢inar, 2004). Milattan 6nce 1400°li yillarda yasanan gel-git
olaylar1 nedeniyle denizlerde yavru baliklarin havuzlarda saklanmasi sonucu deniz
kiiltiir balik¢iligr baslamistir (De Silva, 2001). Diinyada sazan yetistiriciliginin ilk
kayitlarina gére M.S. 312 yillarina dayanirken, alabalik yetistiriciliginin son 100
yilda tiretildigi bilinmektedir (Hossucu vd., 1997; Celikkale vd., 1999).
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1.1.2. Su iurinleri yetistiriciliginin diilnyadaki durumu

2022 yilinda Birlesmis Milletler Tarim ve Gida Orgiiti (FAO)’niin
yayimladig1r verilere goére su iriinleri iiretimi 182.8 milyon ton oldugu rapor
edilmistir. Su riinleri yetistiriciliginde en biiyiik iiretim pay1 Asya kitasinda yer alan
iilkelerin oldugu belirlenmistir. Diinyada su iiriinleri liretiminde 64.2 milyon tonla
toplam iiretimin %35°nini olusturan Cin, su Uriinleri tretiminde ilk sirada yer
almaktadir. Cin’den sonra en ¢ok iiretim 14.3 milyon ton ile Hindistan iiretmekte ve
bunlari sirayla Endonezya (12.6 milyon ton), Vietnam (8.2 milyon ton) ve Peru (6.6
milyon ton) izlemektedir. Diinyada su iirtinleri liretiminin ylizdelik dagilimi sekil
1.1.” de verilmistir (FAO, 2023).

8%

43%

w Diger Glkeler m Cin m Hindistan = Endonezva n Vietnam m Peru

Sekil 1.1. 2023 yil1 FAO raporlarina gore diinyada su iiriinleri tiretiminin yiizdelik
dagilimi.

1.1.3. Tiirkiyede su iiriinleri yetistiriciligi

Tiirkiyede su lriinleri yetistiriciligi diger iilkelere gore daha ge¢ baglamistir.
Ik kez 1960 yilinda Bilecik (Bozdyiik)’te kurulan alabalik isletmesinde gokkusag
alabaligr (Oncorhynchus mykiss) iiretime baslamistir. Ayni yillar igerisinde Dis
Teknisyeni olan Ali Bak, Sakarya’da once kiiciik bir isletme kurmus, daha sonra
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1969 yilinda yurtdisindan gokkusagi alabaligi yumurtalar1 getirterek {retime
baslamistir (Aydin vd., 2016; Dogan, 2000; Korkut vd., 2023). Tiirkiyede alabalik
iiretimi ve yayginlasmas1 Sapanca I¢ Su Uriinleri Uretimi Arastirma ve Uygulama
Birimi’nin 1978 yilinda 1200 yavru ve 4000 alabalik yumurtasi ile iiretime baslamis
ve 1982 yilinda “Marmara Bélgesi i¢ Su Uriinlerini Gelistirme Projesi” cercevesinde
ozellikle gokkusagi alabaligi tiretimi yaparak Tiirkiye’de su triinleri iiretimi hiz
kazanmigtir (Aydin vd., 2016; Korkut vd., 2023). Giinlimiizde alabalik iiretimi ve
ticareti su iiriinleri, iiretimin en basinda yer almaktadir. TUIK verilerine gére 2000’1i
yillarda 79.031 ton balik iiretimi yapilirken, son verilere gore balik tiretimi 2023’te
%18 artarak yaklagik 1 milyon ton oldu rapor edilmistir. Bu da Tirkiye’de su
iiriinleri yetistiriciliginin artarak devam ettigini gostermektedir (TUIK, 2023).
Tiirkiye’de su {irlinleri liretiminin sayisal verileri sekil 1.2.’de verilmistir.

7.135

7.161

111.229

= Mugla -~ izmir = Elazif ® Mersin = Aydin = Sinop ® Samsun = Trabzon = Sanliurfa m Kayseri m Diger

Sekil 1.2. 2023 yili TUIK raporlarma gére Tiirkiye’de illere gore su iiriinleri
iretiminin dagilimi.

Firat nehri tlizerinde kurulan Karkamis Baraj Golii, Sanlurfa ilinin Birecik
ilcesinde yer almaktadir. Bu gol, Tiirkiye-Suriye sinirina, dort buguk km. mesafede
beton ve toprak dolgudan yapilmistir. Karkamis Baraj’inda ilk kez 2000 yilinda balik
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tiretimine, birka¢ kafes ile baslanmustir. Fakat son zamanlarda balik iiretiminde
gittikce biliyiiyen bir yere sahiptir. Balik {iretimine Tarim ve Orman Bakanligi
(TOB)’1n raporuna gore baraj ilizerinde 43 tane alabalik iiretim tesisi bulunmakta
7.290 ton balik iiretimi yapilmaktadir. Bu balik ¢iftliklerinin 22’si Sanliurfa iline
baglh Birecik ilgesinde yer almaktadir. Ciftliklerde gokkusagi alabaligi olan tek tip
balik yetistiriciligi yapilmaktadir (TOB, 2023).

1.1.4. Karkamis Baraj Golii’nde yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaligi’nin

(Oncorhynchus mykiss) biyolojisi, morfolojisi ve sistematigi

Calismamizda ekonomik degeri yiiksek, i¢ sularda yetistiricilige en uygun ve
Karkamig Baraj Golii'nde de iiretimi yapilan balik tiirii olan gokkusagi alabaligi

tercih edilmistir.

Tiirkiye’de kiiltiir balik¢iliginda en c¢ok tercih edilen tir gokkusagi
alabaligidir. Bu tiir, bir yil iginde 200-300 gram agirhiga ulasabilir. 14-17°C su
sicaklig1 araliginda yasayabilir. Ortalama 12 y1l kadar yasayabilmektedirler (Alpbaz,
2005; Lucas vd., 2019). Agiz biiytikliigii, goziin arka ucuna kadar ulasabilir. Catalli
bir kuyruk ylizgec yapist vardir. Disg goriiniimii derelerde yasayan alabaliklara
benzer. Renkleri yesil-kahve tonlarinda degisir. Yan kisimlart daha agik renkte, karin
bolgesi parlak beyazliktadir. Viicudunun cesitli yerlerinde (bas, kuyruk, sirt,
yilizgecler) siyah bircok benek; yanlarda genis ve gokkusagi renginde bir serit
bulunur. Gokkusagi alabalig1 ismini bu seritten almaktadir (Celikkale vd., 1999;
Sarihan vd., 2005).

Tiirlin ismi 1792 yilinda Johann Julius Walbaum tarafindan Onchorhynchus
mykiss olarak verilmistir. Bu tiir Kuzey Amerika’nin Pasifik bolgesinde yasayan
celikbas alabaligi (Salmo gairdneri) ile Shasta (Salmo irideus) baliklarinin
melezlenmesiyle ortaya c¢ikmistir (Alpbaz, 2005). Gokkusagr alabaligi
(Onchorhynchus mykiss) sistematik olarak Chordata subesinin Actinopterygii
simifinda yer almaktadir. Gokkusagi alabaliginin sistematigi Cizelge 1.1° de sirali

olarak verilmistir.

Cizelge 1.1. Gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss) genel sistematigi

Alem Animalia

Sube Chordata
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Sif Actinopterygii

Takim Salmoniformes
Familya Salmonidae

Cins Oncorhynchus

Tir Onchorhynchus mykiss

1.1.5. Balik yetistiriciligini olumsuz yonde etkileyen hususlar

Son zamanlarda hem saglikli hem de ucuz oldugu i¢in su iirlinlerine talep
giderek artmakta bu durum diinyada su driinleri yetistiriciligine hiz
kazandirmaktadir. Ulke ekonomisine biiyiik katki saglayan deniz iiriinleri ile
ciftliklerde iiretilen baliklarin kaliteli ve saglikli olmasi biiyiik 6nem kazanmisti (
Dikel, 2005).

Balik iiretiminde karsilagilan: Uygun kafes tipi se¢iminde hatalar, iiretim
kapasitesinin dogru belirlenemeemsi, yavru bulunmasindaki zorluklar, balik tiiriine
uygun yem formiilasyonunun se¢ilmemesi, yemleme eksiklikleri baslica sorunlardir.
Ayrica iretim kapasitesine paralel olarak hastalik ihtimalinin artmasi1 ve
enfeksiyonlarla miicadeledeki yetersizlikler iiretimi olumsuz etkileyebilmektedir.
Balik yetistiriciligi yapilan sularin tuz igeriginin ve su sicakliginin tiiriin
yasayabilmesine uygun olmast gerekir. Aksi drurumda stresle birlikte hastalik
yatkinliklarini artmaktadir (Dikel, 2005).

1.2. Balik Hastaliklar:

Balik hastaliklarinin nedenleri arasinda: viriisler, bakteriler, mantarlar,
parazitler, besleme hatalari, genetik bozukluklar, olumsuz c¢evresel kosullar
sayilabilir. Bunlarin ¢ogu dnlenmediginde isletmelerde biiyiik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Dikel, 2005).

Infeksiydz balik hastaliklar: bakteriyel, viral, paraziter ve fungal olmak iizere
4 ayn sekilde incelenmektedir. Baslica bakteriyel hastaliklar arasinda: Yersiniosis,
furunkulozis, pedinkul hastaligi, hareketli Aeromonas septisemisi vibriosis,

kolumnaris hastalifi ve pasteurellosis yer almakta. Baglica fungal hastaliklar
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arasinda: Aphanomycosis, ichtyosporidozis, saprolegniozis ve branchiomycosis yer
almakta. Baglica paraziter hastaliklar arasinda: Myxozoan enfestasyonlari, beyaz
benek hastaligi, solungag hastalig1 yer almakta ve son olarak baslica viral hastaliklar
arasinda infeksiy0z pankreatik nekrozis, viral hemorajik septisemi, infeksiyoz

hematopoetik nekrozis sayilabilir (Yildirim, 2022)

Baliklarda goriilen bakteriyel hastaliklar, yemlerin kotii  sartlardaki
muhafazasi ve kontamine materyal kullanimiyla da ilgili olabilir (Durmaz, 2010).
Baliklarda Aeromonas spp. basta olmak tlizere Shigella spp., Edwardsiella spp.,
Streptococcus spp., Salmonella spp., Yersinia spp., Mycobacterium spp., Vibrio spp.,
Listeria spp. ve Escherichia coli tiirleri hastalik etkenleri olarak siklikla izole
edilmektedir (Janda ve Abbott, 2010; Yildirim, 2022).

1.2.1. Baliklarda goriilen bakteriyel hastaliklar
1.2.1.1. Vibriosis

Kiiltiir baliklari, akvaryum baliklar1 ve deniz baliklarinda yaygin olarak
goriilen bir hastaliktir. Vibrio anguillarum, V. ordalii, V. alginolyticus, V. damsela,
V. vulnificus, V. cholera baliklarda enfeksiyonlara neden olan Vibrionaceae
familyas1 tiirleridir. Hastalik semptomlar1 arasinda istahsizlik, uyusukluk, su
ylizeyine yakin yiizme, denge bozukluklari ile birlikte normal dis1 davraniglar yer
alir. Deride koyulasma, deri ylizeyinde lezyonlar, ylizge¢ uclarinda deformasyonlar,
ekzoftalmus ve korneada opaklagma goriilebilir (Akayli vd., 2008).

Tedavide, antibiyotik duyarlilik test sonucuna dayanarak antibiyotikler
kullanilabilir. Takviye olarak yemlere C vitamini ilavesi tedaviyi giiclendirir. En
etkin koruma yontemi asilamadir. Asillama 1-4 g arasinda baliklarda, banyo

yontemiyle, 15 g’ dan biiyiik baliklarda enjeksiyon yontemi ile yapilir (TBO, 2022).

1.2.1.2. Bakteriyel Bobrek Hastalhigi

Renibacterium salmoninarum, baliklarda tanimlanmis en eski bakteriyel
patojenlerden biridir. Gram pozitif yapida olan bu bakteri, ozellikle diisiik
sicakliklarda yasayan salmonoid tiirlerinde goriilen kronik bir enfeksiyon olan
bakteriyel bobrek hastaligina (BKD) neden olur. Hastalik nedeniyle disardan goriilen
belirtiler; baliklarda ekzoftalmi (gozlerin disa dogru ¢ikmasi), deri kabarciklari,
iilserasyonlar, yiizgec tabanlarinda ve yanal ¢izgi boyunca kanamalar gdzlenebilir. i¢

belirtiler; Bobrek, kalp, dalak ve karacigerde sislik, graniillom olusumu, kanamalar ve
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organlarin yalanci zarla kaplanmasi yaygindir. Ayrica karm boslugunda siv1 birikimi
(asit) meydana gelebilir (Sakai vd., 1992).

Tedavisi zor bir bakteriyel hastaliktir. Bakterinin antibiyotiklere direngli
olmas1 durumu zorlastirsa da tedavi icin antibiyotik kullanimi tavsiye edilmektedir
(Sakai vd., 1992).

1.2.1.3. Kolumnaris hastahg:

Hastaligin etkeni Flavobacterium columnare’dir. Bu bakteri, ticari éneme
sahip kiiltiir baliklar1 ve yabani tatli su baliklarinda yiiksek oranda goriilmektedir.
Solunga¢ nekrozu, yiizge¢ deformasyonu, deride gri-beyaz lezyonlar, ileri
asamalarda lezyonlarin agiz ¢evresi ve bas bdlgesine yayilmasi ve bu bolgelerde
kikirdak dokularinda dejenerasyon goriilebilir. Tedavide banyo ya da oral yolla
antibiyotik kullanim1 yaygindir. Uygun doz bakir siilfatla hastalikli baliklara banyo
yaptirilmasi tedavide kullanilabilir (Declercq vd., 2013).

1.2.1.4. Yersiniosis

Hastalik etkeni Yersinia ruckeri bakterisidir. Ciddi semptomlar1 vardir.
Durgunluk, istahsizlik goriiliir. Hastali§in en belirgin 6zeligi agiz icinde ve etrafinda

kanama odaklarinin goriilmesidir (Altinok vd., 2016).

Tedavisi i¢in antibiyogram test sonuglarina gore, oral yolla antibiyotik
kullanim1 tavsiye edilmektedir (Altinok vd., 2016).

1.2.1.5. Aeromonas’lar ve olusturduklar: hastaliklar

Aeromonas kelime anlami olarak Yunanca hava ansamina gelen “Aer” ile
birim anlamia gelen “Mona” kelimelerinden tiiretilmistir. Zimmermann 1890’ da
Aeromonas’lan ilk kez musluk suyundan izole edilmis ve Bacillus punctatus olarak
isimlendirilmistir. Aeromonas’lar, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin
8. ve 9. baskilarinda Vibrionaceae tfamilyasina eklenmistir. Daha sonraki
calismalarda yapilan genetik incelemelerde Vibrionaceae familyasindan farkli
oldugu belirlenmis ve Aeromonadaceae olarak yeniden isimlendirilmistir (Farmer
vd., 2006; Ozdemir ve Arslan, 2021).

Aeromonas tiirleri, gram negatif ve basil gorlinlimlii bakterilerdir. Bir kismi,

hafif kavisli olabilir. Kutupsal flagellalar1 vardir. Oksidaz pozitif, fakiiltatif
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anaerobik 6zellik gosterirler. Dogada en ¢ok sular ve sucul ortamlarda bulunurlar
(Carter, 1990). Aeromonas’lar insan enteropatojenleridir. Bu bakteriler hayvansal
irlinler, sebze ve meyvelerden izole edilebilirler (Wadstrom ve Ljungh, 1991; Levin,
2014). Gidalarin tuzlulugu, sicakliglr ve pH’1 bu etkenlerin bulunabilirligi agisindan
etkilidir (Martin-Carnahan ve Joseph, 2005). Et, et {iriinleri ve pismemis balik gibi
gidalarda koruyucu olarak belirli konsantrasyonlarda tuz kullanilmaktadir. Ancak bu
bakteriler %3 tuz konsantrasyonlarin da bile iireyebilmektedirler (Ray, 2004;
Fernandez-Bravo ve Figueras, 2020). Bazi Aeromonas tirleri, 4°C sicaklikta
muhafaza edilen hayvansal iirlinlerde ¢ogalabilir ve boylece gidalarin bozulmasina
sebebiyet vererek gida kokenli enfeksiyonlara yol agabilirler (Ray, 2004; Janda ve
Abbott, 2010).

Aeromonas cinsi bakterileri temelde iki grupta yer almaktadir: Psikrofil
(Aeromonas salmonicida ve alt tiirleri Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida,
Aeromonas  salmonicida subsp maoucida, Aeromonas salmonicida subsp
achromogenes, Aeromonas salmonicida subsp. simitha) ve mezofil (Aderomonas
sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae)’dir. Aeromonas tiirler arasinda
Aeromonas salmonicida grubu hareketsizdirler. Insanlar i¢in patojen degildirler fakat
baliklarda ciddi hastalik etkeni gosterdigi i¢in balik ¢iftliklerinde ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Hareketsiz Aeromonas’larin en iyi lreme gosterdikleri sicaklik
22-25°C’dir. Fakat 37°C’de lireyemezler. Mezofil Aeromonas’lar ise hareketlidir. Bu
bakteriler 35-37 °C’de sicaklikta gelisim gdosterebilirler (Martin-Carnahan ve Joseph
2005; Farmer vd., 2006). Bunlarin insanlarda olusturdugu baslica iki hastalik tipi
vardir. Kolera seklinde olanda hafif ates bulunur. Dizanteri seklinde olanda ise kanli,
mukuslu bir ishal gériiliir (Kirov, 2004; Farmer vd., 2006; Ozdemir ve Arslan, 2021).
Tayland’ da yakin zamanda yasanan tsunami felaketinde magdurlar1 ile yapilan
calismada, 305 tsunami magdurunun deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin nedeni
bliyiik oranda Aeromonas’lardan kaynakli oldugu belirlenmistir (Janda ve Abbont,
2010).

Hareketli Aeromonas tirlerinin baliklar arasi bulasma yollar1 su ve temas
yoluyla olduklarindan, ¢iftlik baliklarinda enfeksiyonlarin yayilimi riskini daha fazla
artirmaktadir. Bu durum balik¢ilik ve su liriinleri yetistiriciligi sektoriinde 6nemli
ekonomik kayiplar nedem olmaktadir (Isleyici ve Sancak, 2009; Fernandez-Bravo ve
Figueras, 2020). Aeromonas tiirleri arasinda yer alan A. hydrophila, A. sobria ve A.
caviae dnemli balik patojenleri olarak kabul edilmekte olup, “Hareketli Aeromonas
septisemisi” olarak bilinen hemorajik septisemiye neden olurlar. Enfekte olmus

baliklarin yiizge¢ diplerinde, karin altinda, agiz bolgesinde, alt cenede, aniis etrafinda
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kizariklik ve hemorajik alanlar goriiliir. Viicutta ¢esitli derinlikte iilseratif lezyonlar
ortaya ¢ikabilir. Yiiksek Oliim oranlar1 ile sonug¢lanan g¢esitli enfeksiyonlara yol
acarlar (Camus vd., 1998; Sik, 2020). Bu enfeksiyonlarin yeterli bakim ve tedavisi
yapilmadiginda balik¢ilik ve su fiiriinleri yetistiriciligi sektoriinde 6nemli kayiplar
yasanabilmektedir (Isleyici ve Sancak, 2009; Fernandez-Bravo ve Figueras, 2020;
Janda ve Abbont, 2010).

1.2.1.6. Hareketli Aeromonas enfeksiyonlari

Hareketli Aeromonas’lardan A. hydrophila primer patojen olarak kabul
edilirken, diger Aeromonas tiirler ise firsatgt patojen olarak kabul edilmektedir
(Timur ve Timur, 2003; Gong vd., 2015).

Sitotoksik (B-hemolisin) ve sitotonik enterotoksinleri sebebiyle A. hydrophila
yiiksek seviyede toksik 6zellik gosterebilir. Bu tip 2 salg1 sisteminden liretilen toksin,
bagirsaklardan kana gegerek hiicre Oliimlerine neden olmaktadir. Bu tiir hiicre
Olimleri sonucunda doku yikimi ger¢eklesmektedir (Albert vd., 2000) ve doku
kayiplarina neden olabilmektedir. Bu virulent 6zellikleriyle A. hydrophila, hareketli
Aeromonas septisemisi (MAS) hastaligina ve salginlara neden olabilir (Abdelhamed
vd., 2019). Bu hastalik sonucunda baliklarda: deri ilseri, hemorajik septisemi,
nekrozlar, ekzoftalmus, yilizge¢ ile kuyruk ciiriikliigii goriilebilir (Zhang vd., 2014;
Baldissera vd., 2019). Cogu hastalikta oldugu gibi bu enfeksiyonlarin ortaya ¢ikisi da
baliklarin yetistirme sartlarinin kotiilesmesi ile dogrudan ilgilidir. Su sicakliginin,
karbondioksit diizeyinin ve organik maddelerin artmasina paralel olarak oksijenin
diismesi; stresi arttirmakta ve sonugta bu hastaliga yakalnama riskini artirmaktadir
(Walters ve Plumb, 1980; Post, 1987; Cer¢i, 2011; Sahin vd., 2018). Bu hastaligin
tedavisinde antibiyotikler kullanilmaktadir (Filik ve Kubilay, 2020).

1.2.1.7. Furunkulozis

Hastaligin etkeni Aeromonas’lara ait A. salmonicida tiiridiir. Baliklarda sik
goriilen bu hastalik biiylik kayiplara neden olabilmektedir. Baliklarda hastalik
inkiibasyon siiresi alinan bakteri miktar1 ve ¢evre kosullarina bagl olarak degisebilir.
Hastalik klinik olarak akut (ani 6liim, deri ve yiizgeclerde kanamali lezyonlar),
subakut ve kronik (kanli lezyonlari, iilserler) seyirler gosterebildigi gibi

asemptomatik (portdr) seyir de gosterebilir (Aksit ve Kum, 2008).

Genglerde akut form yayginlik gosterirken, genel olarak belirti gostermeden

balik oliimleri izlenmektedir. Bazen viicudun yan tarafinda ve yiizge¢ diplerinde
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kanama bolgeleri goriilebilir. Hastalik semptomlar1 genellikle subakut ve kronik
formlarda izlenir. Kan lezyonlarin (furunkullerin) goriilmesi taniy1 kolaylastirir.
Kaslarda, viicut ylizeyinde ve derialti dokularda c¢ok sayida kiigiik kanli ¢iban
lezyonu meydana gelebilir. Bunlar 2-15 mm degisen caplarda kenarlar1 yiiksek
lezyonlardir. Baliklarda genel hastalik semptomlar1 olan durgunluk, istahsizlik ve
ylizmede yavaslama goriilebilir. Renk koyulagsmasi ve ekzoftalmus ise hasataligin
ileri vakkalarda goriilebilir (Kiigiiker, 2018). Hastaligin tedavisinde, enfekte baliklar
izole edilir ve balik bakim sartlar1 iyilestirilerek yogun bakim uygulanir. Tedavide
cesitli antibiyotikler ve siilfonamidler kullanilabilir. Antiseptikli ajanlarla banyolar
faydal1 olabilir (Kiigiiker, 2018).

1.3. Bakteriyofajlar

Bakteriyofaj antik Yunanca’da “bakteri yiyen” anlamina gelmektedir.
Bakteriyofajlarin kesifleri, bin yildan daha eski bir siirece dayanmaktadir. Bir ingiliz
bakteriyolog olan Ernest Hanbury Hankin 1896 yilinda, Hindistan’in Yamuna ve
Ganj nehirlerinde bir varligin Kolera’ya sebep olan bakteriyi olumsuz ydnde
etkiledigini kesfetmistir. Yapilan arastirmada nehir sulart igindeki varligin
filtrelerden gecibildigini ve filtreden gegerken bile 0Ozelligini kaybetmedigini
gbzlemlemistir (Hankin, 1896). Felix d'Herelle isimli bilim insan1 1917 yillarinda
yaptig1 arastirmada, bakterisiz kanalizasyon sularinin filtratlarinin, dizanteri
bakterisinin 6ldiiren bir ajan oldugunu ve bu ajan1 “gdriinmeyen bir dizanteri

mikrobunun antagonistigi ” olarak rapor etmistir (d’Herelle, 1917).

Bakteriyofajlar canli konak diginda yasam belirtisi gostermemekte fakat canli
bakteri icinde canlilik oOzelligi gostermekte ve c¢ogalmaktadir (Kilig, 2008).
Bakteriyofajlar su, toprak, hava, okyanus dibinde, ¢dlde, termal golde, bagirsak
sistemi gibi genis bir alana yayilabildiklerinden biyosferde en ¢ok bulunan biyolojik
varliklar oldugu diistiniilmektedir (Mc Grath, 2007).

Genel olarak bakteriyofajlar bas ve kuyrugu birbirine baglayan bir boyundan
olusur. Bas kismi protein yapili olup icinde DNA ya da RNA bulunmaktadir. Kuyruk
kism1 konak¢i olan bakteriye tutunmasini saglayarak, genetik materyalin igeri
girmesine yardimict olur (Ergiillii, 1982). Sekil.1.3 ’te bakteriyofajin genel goriintiisii

yer almaktadir.
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Sekil 1.3. Bakteriyofajlarin genel yapis1 (https://turanturan.com.tr/bakteriyofaj)

Fajlar, canli bakteri hiicresi i¢inde c¢ogalmakta ve bakteri hiicresinden
ayrildiklar1 ise metabolizma faaliyetlerini siirdiiremediklerinden hiicre disind kristal

bir yapiya doniismekte (Kilig, 2008).

Her bakteriyofajin etkiledigi bakteri farklidir “konak bakteri’” adi verilir.
Diinyada ¢ok fazla bakteriyofajlarin oldugunu ve bu fajlarin her 48 saatte bakterilerin

yaklasik yarisini yok ettigi diisiiniilmektedir (Bas, 2020).

1.3.1. Bakteriyofajlarin iireme dongiisii

Bakteriyofajlarin hayat dongiileri litik, lizogenik ya da her ikisi de olabilir.
Litik hayatsal dongiisi adsorpsiyon, penetrasyon, latent donem ve fajlarin serbest

kalmasi ile dort asamada gerceklesir.

Adsorpsiyon: Bu donem fajlarin bakteriye baglanma evresidir. Kuyruksuz
fajlar bakteriye yiizeyi ile baglanirken, kuyruklu fajlar bakteriye kuyruk kisimlari ile
baglanir. Bakteri yiizeyinde bulunan pilus, teikoik asit, flagella, lipoprotein, protein

ve lipopolisakkarit molekiilleri bakteriyofaj adsorpsiyon yerleri olarak bilinmektedir
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(Arda, 2011; Bas, 2020).

Penetrasyon: Adsorpsiyon doneminden sonra fajlarin genetik materyali
bakteri i¢ine aktarilidigi donem penetrasyon donemidir. Penetrasyon déneminde
genetik materyalin aktarildigi bolgelerde delikler olusur. Bu delikler daha sonra
bakteri tarafindan onarilir. Bu bolgeler onarilmayacak olursa bakteri genetigi disar1

cikar ve faj liremesi gerceklesmez (Arda, 2011; Bas, 2020)

Latent Donem: Fajlarin genetigi bakteri i¢ine girmesi ile latent donem basglar.
Bu donemde fajin yapi1 taslari ve proteinler sentezlenir. Yani fajin genetik
replikasyonu gerceklesir daha sonra sentezlenen bu yapilar bir araya gelerek birlesir
ve olgun faj partikiilleri olusturur (Arda, 2011; Bas, 2020).

Fajlarin serbest kalmasi: Bakteri igerisinde ¢ok sayida iireyen fajlar
bakteriyi pargalayarak disar1 ¢ikar yani bakter lizis olur. Bakteriyi lizis etmeyen
fajlar latent donemden sonra bakteriye zarar vermeden hiicre duvarindan ¢ikar (Arda,
2011; Bas, 2020).

Serbest kalan fajlar hayat dongiilerini devam ettirebilmek icin yeni bakteri

konagina ihtiyag duyar. Bakteriyofajlara ait litik hayat dongiiniisii sekil.1.4.

gosterilmektedir
Yeni bakteriyofajlar Bakteriyofaj bakteriye tutunur.
serbest hale gecer. T
Jﬁ Bakteriye ait niikleik asit
s |
| —
Olii bakteri L = Bakteri
o 2 .
e I‘-' s,
- \ O — Bakteriyofaja ait
r J; 5 Yeni bakteriyofajlar niikleik asitler
I olusur. a i baktety i hiicresin-
e de cogalir.
58 87 — — !
o A = I 0 ~ L
( ¢ o B e
\ I o o 4 =

TiB_a_k;:ﬁriyofaj niikleik

asidi protein kiliflar:

icerisine yerlesir.
Sekil 1.4. Bakteriyofajlarin iireme dongiisii T4 bakteriyofaj1 temsil etmektedir
(https://turanturan.com.tr)

Lizojenik dongt, litik dongiliden farkli olarak, konakg hiicreyi parcalamazlar.
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Lizojenik hayat dongiisiine sahip fajlar konak¢1 i¢ine girdikten sonra fajin genomu
konak¢inin genomu ile birlesir. Konak¢inin genomunun her replikasyonunda fajinda
genomu ¢ogalir. Boylece yeni olusan bakteri hiicrelerine fajin genetigide aktarilmis
olur (Arda, 2011). Ilmmh (Temperate) fajlar, laboratuvar c¢alismalarinda
kullanilsalarda, faj tedavisinde kullanimlar daha azdir. Bunun nedeni, ilimli fajlarin
konake¢i bakterilerini 6ldiirmemesi ve bazen bakterinin viriilent etkilerini artirmasina

neden olan genlere sahip olmasidir (Aydogan vd., 2016).

1.3.2. Bakteriyofajlarin siniflandirilmasi

Uzun yillar arastirma konusu olan fajlarin siniflandirilmasi endiistriyel amagh
kullanilan fajlarin  belirlenmesinde ve faj arastirma calismalarinda kolaylik
saglayacag diisiiniilmiistiir (Soykut vd., 2009). Ilk arastirmalarda faj konake1 cinsine
gore gruplandirilmis olsa da 1967 yilinda fajin ilk simiflandirilmas: yapilmistir. Alti
gruba ayrilan bu smiflandirma morfoloji ve niikleik asitlerine bakilarak
siiflandirilmis (Ackermann, 2006). Bradley morfolojik olarak yaptigi siniflandirma
sekil 1.5’ te gosterilmektedir.
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Sekil 1.5. Bradley yaptig1 morfoojik siniflandirma (Soykut ve Tunail; 2008)

Ackermann yaptigt smiflandirmaya gore fajlarin %95’ten fazlasi
Caudovirales takimindan ¢ift zincirli DNA yapisinda olup kuyrukludur.
Caudoviralesler: Siphoviridae, Myoviridae ve Podoviridae olarak 3 familya
ayrilmistir. Caudovirales takimini olusturan %60’1 uzun kuyruklu Siphoviridae
familyasi, %25°1 olusturan ¢ift katli ve esnek kuyruklu Myoviridae familyasi ve
%15’1 kalin ve kisa kuyruklu Podoviridae familyasidir. Ackermann yaptigi

siiflandirma sekil 1.6. da verilmistir (Ackermann, 2006).

1.3.3. Fajlarin uygulama alanlar

Faj terapisi, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla bakteriyofajlarin
kullanilmasidir. Bakteriyofajlar ilk olarak 20. yiizyilin baglarinda bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmigtir. Fakat antibiyotigin kesfiyle birlikte
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bakteriyofajlarin antimikrobiyal olarak kullanilmas1 goz ardi edilmistir. Antibiyotigin
uzun yillar kullanilmasi, bakterileride antibiyotige karsi direng olusmasina neden
olmustur. Bu durum bakterilere kars1 alternatif yol olan bakteriyofajlarin kullanildigi
“faj terapisi” yonteminin tekrar giindeme gelmesine ve bununla ilgili ¢alismalarin

hizlanmasina yol agmuistir.

1.3.3.1. Kullanim alanlan

Insan Saghgi: Multidrug-resistant (¢oklu ilag direngli) bakterilere karsi
enfeksiyonlarin tedavisinde umut verici bir biyolojik ajan olarak kullanilabilir.
Ozellikle yara enfeksiyonlari, cilt enfeksiyonlari, akciger enfeksiyonlar: ve idrar yolu
enfeksiyonlarinda uygulama alanina sahiptir (Abedon vd., 2011; Sulakvelidze vd.,
2001).

Tarim ve Hayvancihk: Hayvanlardaki bakteriyel hastaliklarin kontrolii igin
kullanilan antibiyotiklerin yerine tercih edilebilirler. Ayrica bitkilerde hastaliga yol

acan bakterilere kars1 da kullanimi arastirilmaktadir (O’Flaherty vd., 2009).

Gida Giivenligi: Gidalarda kontaminasyonu onlemek icin kullanilan fajlar,
ozellikle Salmonella, Listeria gibi yaygmn goriilen bakterilere karst gidalarda

biyolojik koruma saglar (Sillankorva vd., 2012).

1.3.3.2. Faj terapisinin baliklarda kullanimi ve uygulayan iilkeler

Faj terapisi, baliklarda Ozellikle Aeromonas, Vibrio, Flavobacterium gibi
bakteriyel patojenlere karsi alternatif bir biyolojik kontrol ydntemi olarak
kullanilmaktadir. Antibiyotik direncinin artmasi ve ¢evresel etkilerin azaltilmasi, faj
terapisinin su Uriinleri yetistiriciliginde 6nemini artirmistir. Fajlar, baliklarda
enfeksiyona yol agan bakterileri spesifik olarak hedefleyerek enfekte baliklarin
tedavisinde basar1 saglamaktadirlar. Faj terapisi, 6zellikle antibiyotiklerin etkisiz
kaldigi durumlarda ya da antibiyotik kullaniminin kisitlandig1 iilkelerde tercih
edilebilmektedir (Imbeault vd., 2020).

Rusya Ferderasyonu, faj terapisini en erken ve yaygin olarak kullanan
iilkelerden biridir. Sovyetler doneminde bakteriyofajlar balik hastaliklarinin
kontroliinde yogun bicimde uygulanmistir. Polonya, Giircistan ve Ukrayna,
Rusya’dan sonra faj terapi yontemini kullanan tilkelerdir. Bu {ilkelerde faj terapisi, su
tirtinleri  sektoriinde rutin bir tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir. Cin ve

Hindistanda yogun olarak su iiriinleri yetistiriciliginin yapilmasi, bu iilkelerde
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bakteriyofajlarin kullanimi arttirmaktadir. ABD ve Avrupa’nin bazi iilkelerinde
arastirma ve pilot uygulamalar yapilmakla birlikte, ticari uygulamalar heniiz sinirlidir
ancak giderek artan bir ilgi mevcuttur (Nakai ve Park, 2002; Jonczyk-Matysiak vd.,
2019).

1.4. Calismanin Amaci

Ulkemizde kiiltiirii yapilan alabalik ¢iftliklerinde cevre kirliligine bagli su
kaynaklarmin kirlenmesi, iklim degisikligi ile sularin ani 1smnmast gibi durumlar
baliklarda Aeromonas enfeksiyonlarmin sikligim1  artirmaktadir.  Aeromonas
enfeksiyonlarinin baliklarin yogun ve uzun siireli stoklanmasi ve suda bulunan
organik atiklarin fazlaligi baliklarda %87.6’ya varan Oliimlere neden olmakta ve
balik ciftliklerinde ekonomik kayiplara yol agmaktadir (Toranzo vd., 1984). Bu tiir
ekonomik kayiplara neden olan ve zoonoz 6zellikli patojen bakterilere karsi uzun
stire antibiyotikler kullanarak dnlenmeye c¢aligilmistir. Fakat bu yogun ve uzun siireli
kullanim bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ olusturmasina neden olmustur. Son
donemlerde antibiyotiklerin yerine alternatif bir yol olan bakteriyofaj terapisi
yontemi, yogun olarak arastirilmaktadir. Aslinda 20. ytlizyilin ilk zamanlarinda tedavi
icin bakteriyofajlarin kullanimi diisiiniilmiistiir. Fakat antibiyotigin kesfiyle birlikte
bakteriyofajlarin  antimikrobiyal olarak kullanilmas1 g6z ardi edilmistir.
Antibiyotiklere kars1 direngli bakterilerin olugmasi, bakterilere karst anlternatif yol
olan bakteriyofajlarin kullanildigi “faj terapisi” yOnteminin tekrar giindeme
gelmesini ve bununla ilgili ¢alismalarin hizlanmasini artirmistir (Yiiksel vd., 2016;
Aydogan ve Hadimli, 2016; Ergin vd., 2017).

Bu caligmada, Karkamis Baraj Golii’'ndeki alabalik isletmelerinde hastalik
etkeni olarak goriilen Aeromonas tiirlerinin varligt ve bu tirlere karsi litik
bakteriyofajlarin bulunup bulunmadiginin arastirmasi amaglanmigstir. Karkamis Baraj
Golu bolgesinde bu konuya yonelik ¢aligmalarin sinirli olmasi, bolgede faaliyet
gosteren isletmelerde balik kayiplarinin yasanmasi ve antibiyotik tedavilerinin

istenilen basariy1 saglayamamasi, ¢calismanin yapilmasinda énemli etkenler olmustur.
Arastirmada, bolgenin iklim kosullar1 dikkate alinarak, yiiksek sicaklik

toleransina sahip Aeromonas bakterilerinin tespiti hedeflendi ve bu bakterilere karsi

etkili litik bakteriyofajlarin varlig1 arastirildi.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Mkakosya 1999°da yaptig1 ¢alismada hayvansal ve c¢evresel kaynaklar
kullanilarak ‘“hareketli 4deromonas ve Aeromonas’lara kars litik bakteriyofajlarinin
izolasyonu” konulu doktora tez ¢alismasinda toplam 70 bagirsak igerigi, 20’si su
numunesi olmak iizere 90 adet materyalin 15’inden hareketli Aeromonas tirii izole
edilmis ve bu izolatlarin 5 A. hydrophila, 4 A. schubertii, 3 A. jandaei, 2 A. sobria ve
1 A. caviae olarak belirlenmistir. En yiiksek izolasyon oranina sahip atik sularda en
diisiik bagirsak icinde yapilmistir. izole edilen bakteriyofajlardan ise en genis litik
spektrum, sigir bagirsak igeriginden elde edilen A. hydrohila bakteriyofajinda
gbzlenmistir. En diistik litik spektrum ise tavuk bagirsag: iceriginden izole edilen A.

sobria bakteriyofajinda gozlenmistir.

Diigenci ve Candan 2003’da yaptig1 calismada karadeniz ve tatli sularda
saglikli olarak elde edilen Salmo salar tiri baliklarin bagirsaklarinda bulunan
Aeromonas cinsi bakterilerin izolasyonu arastirilmistir. Calismanin sonucunda tath

su baliklarindan 6, deniz baliklarindan 2 hareketli Aeromonas susu izole etmistir.

Aydogan ve Metin 2010°da yaptig1 ¢alismada A4. salmonicida ile enfekte
gokkusag1 alabaliklarinda patolojik bulgular1 olan 50 adet deney, 15 adet kontrol
grubu olacak sekilde 65 adet gokkusagi alabaligi kullanilmis. Deney grubu iki esit
gruba ayirip farkli yontemler deneyerek incelemistir. Sonug olarak her iki grupta da

hastaligin kronik formu gézlenmistir.

Korkoca vd., 2006’da yaptig1 calismada igme sularindan, hayvanlardan ve
insanlardan izole edilen hareketli Aeromonas bakterilerinin DNA profillerinin
karsilastirilmas1 yapilmistir. Sonug¢ olarak insanlar ve hayvanlardan izole edilen

Aeromonas bakterilerinde, baskin bir klon tespit edememistir.

Dogangay 2006’da yaptigr ¢alismada Ankara’da satist yapilan bazi O6rnek
baliklardan Vibrio ve Aeromonas cinsi bakterilerin izolasyonu ¢aligsmasinda
incelenen baliklarin; 46 deniz balig1 Orneginin 44’tinden Vibrio tirleri 45’inden
Aeromonas tirleri izole edilmistir. Satis1 yapilan tathi su baliklarindan ise 10 tath su

baliginin 3’linden hareketli Aeromonas tiirleri izole etmistir.

Mutlu 2015°de yaptig1 calismada, Listeria monocytogenes’e 0zgi faj
izolasyonu ve fajin genotipik karakterizasyonu c¢aligmasinda cevresel kaynakli 50

ornekten litik ve lizojenik faj izolasyonu gergeklestirmis. Bu calismada toplam
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ornekten 12 faj izole edilmistir. Bu fajlarin 1 lizojenik faj oldugu belirlenirken, diger

11 fajin litik faj oldugu belirlenmistir.

Kumar vd., 2016’da yaptig1 calismada, Deneysel Aeromonas hydrophila
Enfeksiyonunun Patolojik Bulgular1 Golden Mahseer (Tor putitora) ¢aligmalarinda,
Golden Mahseer i¢in A. hydrophila'nin LD50 degeri basarili bir sekilde standardize
edilmistir. Yavas hareket etme, ylizeye yakin yilizme, ylizge¢ kanamalar1 ve bagirsak
bolgesinde kirmizi lekeler gibi klinik belirtiler gozlenmistir. Enfekte baliklarda
hemorajik septisemi belirtileri ile birlikte dalak biiylimesi ve doku nekrozu da
goriilmiistiir. Karaciger dokusunun histolojik kesitinde hepatositlerin nekrozu

gozlenmistir.

Khorshidtalab 2016’da yaptig1 calismada, atik sulardan litik bakteriyofaj
izolasyonu ve karakterizasyonu calismasinda toplam 14 faj ve bu 14 faja ait
konakeilar1 izole etmislerdir. Bu bakterilerin Moraxellaceae, Pseudomonadaceae,
Enterobacteriaceae ve Alcaligenaceae familyalarina ait olduklar1 tespit edilmistir.
Bu bakterilerin fajlar1 Bradley Siniflandirmasina gore siniflandirilmis ve Myoviridae,

Sphoviridae ve Podoviridae familyasina ait olduklar tespit edilmistir.

Bagkaya 2017°de yaptigi calismada, Adana ‘da tiiketime sunulan bazi
baliklarin A. hydrophila varliginin arastirilmasi ¢alismasinda A. hdyrophila tespit
edilen balik tiirlerinin Cipura balig1 oldugu tespit edilmistir. Gokkusagi alabaliginda
ise aerobik mezofilik bakterileri, E.coli, koliform bakterileri ve psikrotrof bakteriler

tespit edilmistir.

Karagoban 2017°de yaptigi ¢alismada balik  patojenlerine  karsi
bakteriyofajlarin arastirilmasi sonucunda farkli yerlerden alinan su 6rneklerinin balik
patojenlerine karsi faj izole edilmesi ¢alismasinda ii¢ farkli ticari kulugkahaneden
almman su Orneklerinden ise balik patojenlerine karsi faj izole edilememistir. Fakat
diger su drneklerinden cesitli patojenlere karsi faj izole edilmistir. Izole edilen fajlar
zenginlestirilerek ¢ogaltilmis daha sonra gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile

gorilintiilenmistir.

Balta 2020°de yaptig1 calismada Firtina deresindeki yetistiriciligi yapilan
gokkusag1 alabalik isletmelerinden alinan oOrneklerden izole edilen Aeromonas
tiirlerinin antimikrobiyel hassasiyetinin belirlenmesi c¢alismasinda, isletmelerden
hastalik belirtisi gosteren baliklarda Aeromonas tiirleri izole edilmis ve izolasyon

sonrast Aeromonas oldugu tespit edilen izolatlar disk diflizyonu yontemi ile
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antibiyotiklere kars1 duyarliliklarina bakilmis. Sonug olarak ampicillin ve amoxicillin
%100 sulfametoksazola %79.31, oksitetrasikline % 62.07 yiiksek direncli, olduklar1
antibiyotikler oldugu tespit edilmistir. Eritromisin = %51.72, trimetoprim/
sulfametoksazol %48.27, oksolinik asid %37.93, florfenikole %17.24 daha diisiik
direngli olduklarindan ve kinolon olan enrofloksasine %10.34 cok daha diisiik
dirence sahip olduklar1 belirlenmistir. Oksitetrasikline direngli 20 bakterilerin 7’sinde
tetA varhigi tespit edilmistir. 16 izolatin ise siif 2 integron ve Sekiz izolatin siif 1

integron gen yapilarina sahip oldugu tespit edilmistir.

Akmal vd., 2020°de yaptig1 caligmada, ¢alismalarinda Giiney Kore'nin Geoje
Adasi'nda ki sularda Aeromonas’lara karsi bakteriyofajin arastirilmasinda; Geoje
Adasi'ndaki sularda Akh-2. bakteriyofajin varligi tespit edilmis ve faji gecirimli
elektron mikroskobu analizi sonucu Siphoviridae ailesine ait oldugu belirlenmistir.
Akh2'nin bakteriyofajin baliklarda Aeromonas’larin neden oldugu hastaliklara karsi

tedavisi i¢in potansiyel bir biyolojik ajan olabilecegi belirlenmistir.

Bagc1 vd., 2021°de yaptig1 calismada metisiline direngli Staphylococcus
aureus bakterisini etkileyen bakteriyofajin karakterizasyonu ¢alismasinda elde edilen
faj; kuyruk kismindaki proteinlerini kodlayan genlerin varligit Caudovirales’e,
genomlariin dizilim sekli ve biiyiikliigiine bakilarak da Podoviridae sinifina dahil

edilmistir.

Ozdemir ve Arslan 2021°de yaptigi calismada baliklardan elde edilen
hareketli Aeromonas tiirlerinin izolasyonu ve izole edilen bakterilerin bazi
ekstraselliiler enzimlerinin varliginin belirlenmesi ¢alismasinda, 6rneklerinden izole
edilen hareketli Aeromonas’larda ekstraselliiler enzim kodlayan genlerin en az

birinin varhig1 tespit edilmistir.

Ture vd., 2022°de yaptiklar1 calismada; A. veromii, A. salmonicida,
Aeromonas sp., ve A. media'ya kars1 AP-T65, AP-T5, AP-Y28 ve AP-AT fajlarinin
litik o6zellik gosterdikleri belirlenmis. Bu fajlardan olusan bir kokteylin

Aeromonas’larin neden olacagi hastaliklara kars1 uygulanabilecegi tespit edilmistir.

Li vd., 2023’de yaptig1 ¢alismada Gibel sazanlarinda (Carassius auratus
gibelio) A. veronii enfeksiyonunun Onlenmesinde faj kokteylinin etkilerinin
degerlendirilmesi aragtirilmistir. Caligmada, gibel sazanlarinda A. veromii 1810
enfeksiyonuyla miicadele etmek i¢in alternatif bir strateji olarak bir faj kokteyli

kullanilmistir. 60 giinliik yetistirme siiresi boyunca, sonuglar faj kokteyli iceren yem
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ile beslemenin gibel sazanlarmin biiylime performansimi ile sindirim enzimi
aktivitelerini etkilemedigini ortaya koymustur. Miicadele asamasindaki 12 giinliik
gozlemin sonunda, gibel sazanlarinin hayatta kalma orami faj kokteyli tedavisi igin

%80 olarak hesaplanmustir.

Otkiin vd., 2023’de yaptiklar1 calismada sigir ciftliklerindeki gevresel
orneklerden B. abortus’a karsi litik faj izolasyonlar1 gergeklestirmisler ve bu fajlarin
litik aktivitelerini Brusella standart suslari ile saha izolatlariyla arastirmislardir.

Sonugta, 3 farkli B. abortus spesifik faj izolasyonunu bildirmislerdir.

Ekici vd., 2023’de yaptiklar1 ¢alismada saglikli buzagilardan alinan diski
orneklerinden elde edilen bakteriyofajlarin kinolon direng geninin sikliginin
belirlenmesi arastirilmistir. Sanliurfa ilinde yapilan arastirmada daha dnce antibiyotik
kullanilmayan saglikli buzagilardan toplam 50 diski 6rnegi alimistir. Herhangi bir
antibiyotik tedavisi uygulanmamasina ragmen, 11 buzagidan izole edilen fajlarin

DNA parcalarina bakildiginda qnrB gen en ¢ok tespit edilen gen olmustur.

Bestil vd., 2023°de bakteriyofajin Pseudomonas aeruginosa iizerine etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda UHT siit kullanmigslar, kurduklar1 deneysel tasarimda
stitleri konakg¢1 ile kontamine ettikten sonra spesifik fajla siitleri muamele etmislerdir.
Sonug olarak fajlarin P. aeruginosa nin konataminasyonunda faydali olabilecegi

belirlemislerdir.

Adah vd., 2024°de yaptiklar1 c¢alismada, baliklardan (Clarias gariepinus)
toplam 230 Aeromonas bakterisi izole etmisler ve bunlann Aeromonas
enteropelogenes, Aeromonas hydrophila, Aeromonas veronii, Aeromonas caviae ve
Aeromonas dhakensis olmak {izere bes tiir olarak tanimlamiglar ve genetik olarak
karakterize etmislerdir. Tespit edilen tiirlerin antibiyotik direnglerine bakildiginda ise
coklu antibiyotik diren¢ indeks degerlerinin 0.20 ile 0.80 arasinda degiskenlik

gosterdigini belirlemislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Geregler
3.1.1. Calisma sahasi

Karkamis Baraj Goli, Sanlurfa iline bagli Birecik ilgesinin giineyinde yer
almaktadir. Sanliurfa ve Gaziantep sinirinda yer alan gol Sanlwrfa’ya 86.7 km
uzakliktadir. Bu ¢aligma, Sanlurfa iline bagl alabalik ¢iftlikleri igerisinden, ytliksek
miktarda iiretim kapasitesine sahip olan 4’1 secilerek yuriitiildi. Al, A2, A3, A4
olarak kodlanan giftliklerden 4 fakli donemde 6rnekler toplandi.

3.1.2. inceleme o6rnekleri

Karkamis Baraj Golii’'nde iiretim faaliyeti gergeklestiren ve calisma sahast
olarak secilen 4 adet balik ciftliginden elde edilen toplam 96 adet 6lii balik inceleme
ornegi olarak kullanildi. Hastalik semptomlu balik 6rnekleri, farkli tarihlerde 4
isletme ziyareti yapilarak toplandi (Cizelge 3.1.). Her ziyarette alinan balik 6rnekleri,
ivedilikle ve soguk zincir sartlar1 altinda Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Su

Uriinleri ve Hastaliklar1 Ana Bilim Dali Laboratuvarina getirildi.

Bakteriyofaj izolasyonu i¢in her ziyarette isletmelerden yaklasik 1 It su ve

yaklagik 1 kg. bentos 6rnegi toplanarak analizlerde kullanildi.

Cizelge 3.1. Calisma alan1 isletmeler, ziyaret tarihleri ve toplanan balik sayilar

Istasyonlardan Aliman Balik Sayisi ve
Tstasyin Ciftlik Ziyaret Tarihleri —
Kodu
29.03.2023 12.05.2023 (26.07.2024 |07.09.2024

Al 6 8 2 6 22
A2 6 7 9 5 27
A3 3 5 12 6 26
A4 7 5 4 =) 21

3.1.3. Besiyerleri ve soliisyonlar

Tryptic Soy Agar (TSA) (Oxoid, Ingiltere), Tryptic Soy Broth (TSB) (Oxoid,
Ingiltere), O/F besiyeri (Sigma, USA), MacConkey agar (Merck, Almanya),
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Ampisilinli kanli agar (Sigma, 70133), %15 gliserinli TSB (Oxoid, Ingiltere), %0,4
agar agar igerecek sekilde hazirlanan (Merck, Almanya) Luria Bertani broth (LB)
(Merck, Almanya) yar1 kat1 agar, Luria Bertani broth (LB) (Merck, Almanya) agari

ile Saline magnesium buffer (SM) ¢alismalarda farkli amaglar i¢in hazirlanarak
kullanild.

3.1.3.1. Tryptic soy agar (TSA)

TSA besiyeri, bakterilerin izolasyonunda genel besiyeri olarak kullanildi.
Dehidre besiyeri kullanim talimatina uygun olarak 40 g/l olacak sekilde distile su ile
hazirlandi. Karigim, besiyeri eriyene kadar 1sitarak karistirildi. Daha sonra 121°C’de
15 dakika otoklavda (Biobase BKQ-B50 II) steril edildi. Karigim 45-50 °C’ye
sogutulduktan sonra biyogiivenlik kabinin i¢inde, 90 mm steril petri kaplarina
yaklagik 25 ml olacak sekilde esit miktarlarda dagitildi. Kullanilana kadar 4°C
sicaklikta saklandi.

3.1.3.2. Tryptic soy broth (TSB)

Tryptic soy broth besiyeri fajlarin 6n zenginlestirilmesinde ve genel besiyeri
olarak kullanildi. Besiyeri, kullanim talimatina uygun olarak 40 g/l distile suda
eritildi. Karisim otoklavda 121°C’da 15 dakika sterilize edildi. Daha sonra
45-50°C’ye kadar soguyan besiyeri biyogiivenlik kabinin iginde 50 ml’lik steril
falkon tiiplere (Isolab, Almanya) 40 ml olarak esit miktarlarda dagitildi. Kullanilana
kadar 4°C sicaklikta saklandi.

3.1.3.3. Oksidasyon-Fermantasyon (O/F) besiyerleri

Mikroorganizmanin sahip oldugu oksidatif ya da fermentatif tip
metabolizmanin tespiti i¢in kullanildi. Dehidre besiyerinden (Hugh Leifson besiyeri)
(Sigma, USA), 19.4 gram tartilarak 11t distile su icinde siispanse edildi. Is1
yardimiyla toz besiyeri tamamen ¢ozdiiriildiikten sonra, aerobik ve anaerobik
fermantasyonlar i¢in steril tiiplere 10 ml olarak taksim edildi. Tiipler Otoklavda 121
°C, 15 dakika stireyle steril edildikten sonra besiyerleri dik bir sekilde sogutuldu ve
kullanilana kadar 4°C sicaklikta saklandi.

3.1.3.4. MacConkey agar

Aeromonas’larin tanisinda kullanildi. MacConkey agar (Merck, Almanya)
kullanim talimatina uygun sekilde 50g/1 distile su ile hazirlandi. Su i¢inde dehidre

besiyeri 1sitilarak eritildikten ve homojenize hale getirildikten sonra otoklavda
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121°C’de 15 dakika steril edildi. Daha sonra 45-50°C ye kadar sogutuldu. Berrak ve
kirmizi-kahve renkte olan besiyeri biyogiivenlik kabini i¢inde yaklasik 25 ml olacak
sekilde esit miktarda petri kaplarina dagitildi. Kullanilana kadar 4°C sicaklikta

saklandi.

3.1.3.5. Ampisilinli kanh agar

Ampisilinli kanli agar, Aeromonas suslarin1 diger bakterilerden ayirmak igin
kullanildi. Kanli agar base besiyerinden 40 g/l distile su i¢cinde homojen oluncaya
kadar karistirildi. Homojen olan karisim ph 7.4’de ayarlanarak otoklavda steril edildi.
45-50°C’ye sogutulan karisima 10 mg ampisilin (AMP-10 pg) ve %5 defibrine
koyun kani eklendi. Elde edilen agar, steril petri kaplarina yaklasik 25 ml olacak
sekilde esit olarak dagitildi. Kullanilana kadar 4°C sicaklikta saklandi.

3.1.3.6. %15 Gliserinli tryptic soy broth

Izolatlarin saklanmasi igin kullanildi. Tryptic soy broth, 40 g/l olacak sekilde
hazirland1 ve 150 ml gliserin ilave edilerek homojenize edilerek eritildi. Karisim
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Daha sonra 45-50°C’ye kadar soguyan
besiyeri biyogiivenlik kabinin i¢cinde 2 ml olacak sekilde steril kroviyal tiliplere esit
miktarlarda dagitildi. Kullanilana kadar 4°C sicaklikta saklandi.

3.1.3.7. Luria Bertani (LB) yar1 kat1 agar

Bu besiyeri faj testlerinde, fajlarin plak sayimlarinda yar1 kati besiyeri olarak
hazirlanarak kullanildi. Luria Bertani Broth, bu yar1 kat1 agar1 hazirlamak icin temel
besiyeri olarak secildi. Ticari olarak temin edilen temel besiyeri kullanim talimatinda
belirtildigi iizere 25 g/l distile suda eritildi. Uzerine agar agar besiyerinden son
konsantrasyon %0.4 olacak sekilde agar ilave edildi. Icerisine litreye 50 pl olacak
sekilde 1molar kalsiyum klorid (CaCl2) eklendi. Besiyeri 121°C’de 15 dakika siire
otoklavda steril edildi. Otoklav sonrasi besiyeri 50 ml’lik steril falkon tiiplere (Isolab,
Almanya) taksim edildi ve falkon tiipler kullanim zamanina kadar 4°C sicaklikta

saklandi.

3.1.3.8. Luria Bertani (LB) agar

Bakteriyofaj caligmalarinda, spot test ve ¢ift tabaka agar testlerinde kullanildi.
Ticari olarak temin edilen LB Broth, kullanim talimatinda belirtildigi lizere 25
g/l distile suda eritildi. Uzerine Agar agar besiyerinden son konsantrasyon %1.5

olacak sekilde agar ilave edildi. Besiyeri 121°C’de 15 dakika siire otoklavda steril
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edildi. Otoklav sonras1 besiyeri 90 mm steril petrilere (Isolab, Almanya) yaklasik 25

ml olarak dokildi. Kullanim zamanina kadar 4°C sicaklikta saklanda.

3.1.3.9. Saline magnesium buffer (SM buffer)

Fajlarin diliisyonu ve saklanmasi amaciyla kullanildi. 1 M Trishidrokloriirden
(pH 7.5) den 50 ml alindi. NaCl den 5.8 g ve Magnezyum siilfattan 2 g alinarak
karistirlldi. Karigim distile suyla 1 litreye tamamlanarak ¢6zdiiriildii ve ardindan 15
dk siire, 121°C sicaklikta otoklavlanarak steril edildi. Kullanilana kadar 4°C
sicaklikta saklandi.

3.1.4. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) analizi
icin jel ve soliisyonlar

Bir protein karistmimmi ¢6zmeye yarayan bu yontem, yiikli protein
parcaciklarinin boyutlarina gore bir ¢dziicli iginde taginarak bantlar elde edilen bir
yontemdir. Protein ve niikleikasitlerin, hassas ve hizli bir sekilde ayrilmasina
yardime1 olur. Boylece proteinlerin biiyiikliikkleri ve agirliklart hakkinda giiglii
bilgiler elde etmeyi saglar.

3.1.4.1. %12 ‘lik Seperasyon jeli

Cizelge 3.2. . %12°lik Seperasyon jeli hazirlama protokolii

Kimyasal Adi Miktar
TEMED 4 ul
Akrilamid karigim (%30) 3.3 ml
pH: 8.8 ayarlanmis 1,5 Molar Tris 2.5 ml
SDS (%10) 10 pl
Amonyum persiilfat (%10) 100 pl
Distile su 4 ml

3.1.4.2. %4°liik Yiikleme Jeli

Cizelge 3.3. %4’lik Yiikleme jeli hazirlama protokolii

Kimyasal Ad1 Miktar

24



GEREC VE YONTEM Emine ATCI SAYTEKIN

TEMED 4 ul
Akrilamid karisim (%30) 3.3 ml
1.5 M Tris (pH: 6.8) 2.5ml
SDS (%10) 10 pl
Amonyum persiilfat (%10) 100 ul
Distile su 4 ml

3.1.4.3. %30 Akrilamid/Bisakrilamid Soliisyonu (Akrilamid Mix)

Cizelge 3.4. %30 Akrilamid/Bisakrilamid Soliisyonu (Akrilamid Mix) hazirlama
protokolii

Kimyasal Adi Marka/Katalog No Miktar
Akrilamid Sigma/A8887 29¢
Bisakrilamid Applichem/A3636 lg
Saf su - 100 ml

3.1.4.4. %10 Sodium Dodesil Siilfate Soliisyonu (SDS)

Cizelge 3.5. . %10 Sodium Dodesil Siilfate Soliisyonu (SDS) hazirlama protokolii

Kimyasal Adi Marka/Katalog No Miktar
SDS Sigma/L5750 lg
Saf su - 10 ml

3.1.4.5. %10 Amonyum Persiilfat Soliisyonu (APS)

Cizelge 3.6. %10 Amonyum Persiilfat Soliisyonu (APS) hazirlama protokolii

Kimyasal Adi Marka/Katalog No Miktar
Amonyumperssiilfat Applichem/A2941 lg
Saf su - 10 ml
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3.1.4.6. pH: 6.8’e ayarh 1,5 Molar Tris-HCI

Cizelge 3.7. pH: 6.8’¢ ayarl1 1.5 Molar Tris-HCI hazirlama protokolii

Kimyasal Adi Marka/Katalog No Miktar
Tris MERCK/108387 18.17 g
HCI Sigma/30721 -

Saf su - 100 ml

3.1.4.7. pH: 8.8’e ayarh 1.5 Molar Tris-HCI

Cizelge 3.8. . pH: 8.8’e ayarli 1.5 Molar Tris-HCI hazirlama protokolii

Kimyasal Ad1 Marka/Katalog No Miktar
Tris MERCK/108387 18.17 g
HCI Sigma/30721 -

Distile su - 100 ml

3.1.4.8. Destaining Soliisyonu

Cizelge 3.9. Destaining Soliisyonu hazirlama protokolii

Kimyasal Adi Miktar
% 50 methanol 200 ml
% 10 glacial asetic asid 100 ml
% 40 Distile su 700 ml

3.1.4.9. 10X SDS Running Buffer

Cizelge 3.10. . 10X SDS Running Buffer hazirlama protokalii
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Kimyasal Ad1 Miktar
Distile su 1000 ml
Glisin 144 ¢
SDS 10g
Tris 30g

3.1.4.10. 10X SDS Running Buffer

Cizelge 3.11. 1X SDS Running Buffer hazirlama protokolii

Kimyasal Adi Miktar
10X SDS Running Buffer 100 ml
Distile su 900 ml

3.1.5. Gegirimli elektron mikroskopisi (TEM) analizi icin gerecler

Titresini belirledigimiz fajin morfolojik gorilintiileme analizi i¢in faj
soliisyonundan 1 ml alinarak agzi vida kapakli steril bir eppendorf tiipe aktarildi.
Soguk zincir sartlar1 altinda Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi (DUBTAM) laboratuvarina génderilerek ilgili kurumdan bu
amagla hizmet alimi1 yapildi

3.1.6. Bakteriyofajlarin molekiiler analizi icin gerecler

Bakteriyofajlarin molekiiler analizi i¢in titresi belirlenen faj soliisyonundan 1
ml alinarak agz1 vida kapakli steril eppendorf tlipe aktarildi. Ankara’da faaliyet
gosteren BM Yazilim Danismanlik ve Labortuvar Sistemleri Ltd. Sti. ne soguk zincir

sartlar1 altinda gonderilerek ilgili kurumdan bu amacla hizmet alimi1 yapildi.

3.1.7. Kullamilan diger gerecler

Oksidaz test gubuklar1 (Oxoid, Ingiltere)

Hidrojen Peroksit
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Mikroskop (Olimpus, Japonya)

Lam (Isolab, Almanya)

Falkon Tiipleri (15 ml ve 50 ml) (Isolab, Almanya)
Steril Plastik Oze (Isolab, Almanya)

Etiiv (Niive, Tiirkiye)

Buzdolabi1 (Niive, Tiirkiye)

Mikrosantrifiij Tiip (Isolab, Almanya)

Satriflij Cihaz1 (Santrifiij 1650R Model 18.500 rpm)
Derin Dondurucu (Niive, Tiirkiye)

Steril Plastik Bag

Petri Kab1 (Isolab, Almanya)

15 ml Siringa (BeyanLab)

Vorteks (Weightlab Instruments)

Su Banyosu (Thermomac)

Otomotik Pipet (Isolab, Almanya)

10, 200, 1000, ml Steril Filtreli Pipet Ucu (Isolab, Almanya )
Balon Joje (BOROSIL)

Hassas Terazi (RADWAG WTC 2000)

Dereceli Tek Kullanimlik steril plastik Pipet 25ml (BOROX) Gram Boyama
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Seti (Merck, Almanya)

Eppendorf tiipler (BOROX) Steril Ekiivyon ¢ubugu (BOROX) kroviyal tiip
(BOROX)

0.22, 0.40 Mikron Siringa Ucu Filtre (Sartoryus, Midi Sard Almanya),
Jel goriintiileme Cihazi (UVP)
%70’lik etil alkol (ylizey ve mazamelerin temizligi i¢in)

3.2. Yontem
3.2.1. Anamnez bilgileri ve nekropsi

Her isletme ziyaretinde isletme sahibinden hastaliklar ile ilgili bilgi alindi.
Laboratuvara getirilen baliklara anemnez bilgileri 15181inda nekropsi islemi uygulandi
(TMB, 2024).

3.2.2. Bakteriyel izolasyon

Laboratuvara getirilen baliklardan nekropsi sonrasi tespit edilen lezyonlu
organlardan, dokulardan ve patolojik sivilardan aseptik sartlarda alinan 6rnekler 1/10
oraninda TSB besiyerine aktarilarak karistirildi ve homojenize edildi. Daha sonra
TSA ve MacConkey besiyerlerine 100 pl miktarinda ekimleri yapildi, petriler
aerobik ortamda 21 ve 37°C’de ayr1 ayr1 1 giin inkiibasyona birakildi (Quinn vd.,
1994; TMB, 2024; Arda, 2011).

Inkiibasyon sonrasi iireyen koloniler incelendi. Saflastirma pasajlar1 yine TSA
besiyerine yapilarak gram boyanma 6zelliklerine bakildi. Makro ve mikro goriintiisii
ile Aeromonas sp. stphelisi oldugu disiiniilen kolonilere; oksidaz, katalaz, O/F ve
hareket testleri yapildi. Bu koloniler ayrica ampisilinli kanli agara pasajlandi.
Pasajlanan bakteriler 37°C’de 1-2 giin inkiibasyona birakildi (Quinn vd., 1994;
TMB, 2024; Arda., 2011).

Genel ve zenginlestirilmis besiyerlerinde iireyen ve Aeromonas sliphelisi

olmayan bakteri kolonileri de pasajlanarak saflastirildi. Tiim izolatlar cins ve tiir

seviyesinde tanimlanmalari igin MALDI-TOF MS analizine gonderildi.
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Aragtirmada identifiye edilen Aeromonas suslari uzun siireli saklama
amactyla %15 gliserin iceren TSB ortaminda eppendorf tiiplerde -80°C derin

dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.2.1. Gram boyama

TSA Kkiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimu ile kiiltiir alinarak lam tizerine steril
birka¢ damla distile su ile yayildi. Lam iizerine yayilan kolonin kurumasi i¢in kabin
icinde bir siire bekletildi. Lam kuruduktan sonra alevden 3 kez gegirilerek sabitlendi.
Boyama sathasinda, hazirlanan preparata kristal viyole damlatilarak 1-2 dakika
bekletildi. Daha sonra su ile yikandi. Sonra preparata lugol ¢ozeltisi damlatilip 1-2
dakika bekletildikten sonra tekrar yikandi. Dekolorizasyon i¢in lam iizerine %96 etil
alkol damlatilarak 30-60 saniye bekletildi ve yikandi. Son asamada safranin boyasi
ilave edilerek 30-40 saniye bekletildi ve sonra su ile yikandi. Preparat kurutulduktan
sonra immersiyon yagt damlatilarak 100’lik objektifli mikroskopta incelendi (Arda,
2011).

3.2.2.2. Ampsilinli kanh agar testi

Ampisilinli kanli agar’a tek koloni olacak sekilde ekimler yapildi. Daha sonra
petriler aerobik sartlarda 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Aeromonas‘lar
ampisline direngli oldugu bilindiginden, ampisilinli kanli agarda iireme gosteren
bakteri kolonileri Aeromonas siipheli olarak degerlendirildi (Halkman ve Yiicel,
2005).

3.2.2.3. Oksidaz testi

Kiiltiirler oksidaz testi seridine siiriildii. 10-30 saniyedeki renk degisimi
gosteren koloniler Aeromonas siipheli olarak degerlendirildi (Arda, 2011; Quinn vd.,
1994).

3.2.2.4. Katalaz testi

Kat1 besiyerinde iliremis olan koloniden steril 6ze yardimi ile koloniler
alinarak bir lammn iizerine konuldu. Uzerine hidrojen peroksit kimyasalindan bir
damla damlatildi. Kabarciklarin goriildiigi pozitif reakiyon gosteren koloniler
Aeromonas siipheli olarak degerlendirildi (Arda, 2011; Quinn vd., 1994).

3.2.2.5. Oksidasyon-Fermantasyon testi (O/F)
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Iki ayr1 tiipe Hugh ve Leifson yar1 kati agar besiyeri hazirlandiktan sonra
bakteri kolonilerinden igne ug¢lu 6ze ile alinarak besiyerlerine dik batirilarak ekim
yapildi. Daha sonra yar1 kat1 agarlardan birinin iistii siv1 steril parafin ile kaplandi.
Tipler 24 saat boyunca 37°C’de aerobik sartlarda inkiibe edildi. Parafinsiz tiipte sar1
renk olugmasi ve parafinli tiipteki rengin degismemesi oksidasyon pozitif, tiiplerin
tamaminda sar1 rengin olusmasi fermentasyon pozitif olarak degerlendirildi (Arda,
2011; Quinn vd., 1994).

3.2.2.6. Hareket testi

Bir gecelik saf kiiltiirden, steril igne uglu 6ze yardimiyla alinarak yar1 kati
agar igeren tiiplere daldirilarak ekildi. Tiipler, aerobik sartlarda 37 °C’ de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Besiyerine daldirilan noktadan agar igerisine dogru
yayimalar, bakterinin hareketli (+); daldirma hatti boyunca olan iiremeler ise
bakterinin hareketsiz (-) oldugunu gosterdi (Arda, 2011; Quinn vd., 1994).

3.2.3. Bakteriyofaj izolasyonu ve karakterizasyonu icin calismalar
3.2.3.1. Bakteriyofaj izolasyonu ve litik aktivasyonunun belirlenmesi

Bakteriyofaj izolasyonu icin su ile bentos Ornekleri her c¢iftlik igin
karistirlarak bir gece bekletildi. Ustte kalan sudan 10 ml almarak 40 ml TSB
besiyeri iizerine eklendi. Besiyerleri 37°C sicaklikta 24 saat aerobik sartlarda inkiibe
edilerek &n zenginlestirme yapildi. Inkiibasyondan sonra besiyeri 6.000 rpm devirde
20 dk santrifiij edildi. Stipernatant 0.22 mikrpnliik por ¢apinda filtreden gegirilerek
steril hale getirildi. Litik aktivite gosterebilen bakteriyofaj varliginin tespiti igin,
yaklasik 0.5 McFarland bulaniklikta SM buffer ile diliisyonlar1 yapilmis Aeromonas
bakteri siispansiyonlar1 siipernatant filtratlariyla LB agar besiyerinde spot-teste tabi
tutuldu. Bunun i¢in kiltirlerden 100 pl alinarak, LB agar iizerine yayild1.
Kuruduktan sonra 20 pl her bir siipheli filtrattan damlatildi. Damlalar da kuruduktan
sonra 37°C’de aerobik sartlarda 24 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin litik faj
plaklar1 damlatma alanlar1 i¢inde gorsel olarak arandi. Plak oldugu tespit edilen
petriler, SM buffer ile toplandi. Konak hiicre artiklarini ayirmak icin 10 dakika
boyunca 6000 x g'de santrifiij edildi. Siipernatant 0.22 mikronliikk bir filtreden
stiziilerek steril edildi ve faj-stok soliisyonu olarak kullanildi (Kropinski vd., 2009;
Cormier vd., 2014; Ture vd., 2022).

3.2.3.2. Bakteriyofajin saflastirilmasi ve ¢ogaltilmasi
Ikili agar yontemi icin dnce bakteriyofajin diliisyonu yapildi. Bunun igin
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onceden hazirlanan kroviyal tiiplere 900 ul SM buffer eklendi. Daha sonra 1.
kroviyal 100 ul faj stogu filtrat1 eklenerek pipetajla karistirildi. Bu sekilde 10-1
diliisyonu elde edildi. Bu diliisyondan 100 ul alinarak ikinci tiipteki 900 ul SM buffer
tizerine ilave edildi ve bdylece 10-2 faj diliisyonu elde edildi. Bu islem 10-10
diliisyona kadar devam ettirildi. ikili agar kaplama ydntemi i¢in 50 ml falkonlarda
hazirlanmis olarak bekletilen LB yar1 kat1 agarlar kullanilmadan once eritildi. Eritilen
bu yart kati agardan 6 ml almarak 15’lik falkon tiiplere eklendi ve 45-55°C
sicakliktaki su banyosunda bekletildi. Daha 6nce kati agardan c¢eyrek 6ze dolusu
alinarak ve SM buffer i¢inde silispanse edilerek hazirlanan konakg1 bakteri diliisyonu
ile faj dillisyonlarindan ayr1 ayr1 100’er pl, hazirlanan 6 ml lik yar1 kat1 agar falkon
tiipleri igerisine inokiile edildi. Karisim vortekslendi ve hizlica 6nceden hazirlanan
LB alt agar ilizerine yayildi. Petriler, yumusak agar katilagtiktan sonra aerobik
sartlarda 37°C’de inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra petrilerde her bir diliisyon i¢in
plak olusumlar1 incelendi. Tek plak olusumu gézlenen petrilerden kesik pipet ucu ile
belirgin bir plak secilip alindi. Bu plak 10 ml LB broth igerisine aktarildiktan sonra
vortekslendi. Bu karigim igerisine 100 pl Aeromonas konakgi bakteri kiiltiirii
aktarildi. 50 pl 1M CaCl2 soliisyonu eklendi ve tekrar vortekslendi. 37°C’de 1
gecelik inkiibasyona birakildi. Ertesi giin elde edilen kiiltiir 6.000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildikten sonra silipernatant, 0.22 mikron por ¢apina sahip siringa uclu
filtreden gecirildi ve bu faj stogu ile ikili agar kaplama yontemi tekrarlandi. Bu
islemler en az 3 kez tekrar edildi. Ug islem sonrasinda elde edilen siipernatanttaki

fajin saf oldugu kabul edildi.

Saflastirilan faj, konakgisi ile inkubasyona birakilarak yogunlastirilarak
cogaltildi. Bunun i¢in faj stogundan 100 pl ve bakteri diliisyonundan 100 pl alinarak
50 ml TSB igerisine eklendi ve aerobik sartlarda 37°C 1 gece inkiibe edildi. Daha
sonra besiyeri 20 dakika boyunca 6000 x g' de santrifiij edildi. Siipernatant 0.22
mikronliik bir filtreden siiziilerek steril edildi. Cogaltma islemi en az {i¢ kez tekrar
edildi (Van Twest ve Kropinski, 2009; Kropinski vd., 2009; Cormier vd., 2014; Tiire
vd., 2022).

3.2.3.3. Bakteriyofajin titresinin belirlenmesi

Bakteriyofaj siispansiyonunun titresini belirlemek i¢in ikili agar kaplama
yontemi ile faj plaklarinin sayimi yapildi. Faj slispansiyonunun titresi plak olugturma
birimi/ml (pfu/ml) olarak agagidaki formiille belirlendi (Liu vd., 2020).

32



GEREC VE YONTEM Emine ATCI SAYTEKIN

Plak Sayis1 x Dilisyon Faktoru

Faj Titresi (PFU/mL) =
aj Titresi ( /mL) Eklenen Hacim (mL)

Sekil 3.1. Titre hesaplanmasi

3.2.3.4. Multiplicity of infection (MOI) optimum degerinin belirlenmesi

MOI degeri esas olarak konak¢i ve faj partikiilleri arasindaki adsorpsiyon
oranlarini ifade etmektedir. Bu deger; litik bakteriyofaj sayisinin (pfu/ml), konakgi
bakteri sayisina (cfu/ml) oranlanmasiyla bulunur. Tepit edilen faj titresine yakin
degerler kullanilarak Aeromonas bakterilerinin belirli dillisyonlarda ayarlanmasi
yapildi (Cizelge 3.12.). Fajdan 200 pl ve konakgidan 200 pl karistirilarak 370C’de 3
saat inkiibe edildi. Daha sonra faj titresi ikili agar yontemi ile 6l¢iildii. Bulunan

degerleri karsilastirilarak optimum MOI hesaplandi (Liu vd., 2020).

Cizelge 3.12. Bakteriyofaj MOI degerleri ¢izelgesi

Bakteri (cfu/ml) Faj (pfu/ml) MOI degerleri
10° 107 100

10° 107 10

10’ 10 1

10’ 10° 0.1

107 10° 0.01

10 10* 0.001

10’ 10° 0.0001

3.2.3.5. Bakteriyofajin pH duyarhhginin belirlenmesi

PH degerlerinin bakteriyofaj tizerindeki etkisini arastirmak i¢in once 900
ul distile su, pH degeri 1 M HCI ve 1 M NaOH kullanilarak 3 ile 11 arasinda
ayarlandi. Her bir pH degerindeki su igerisine 100 pl faj stogu eklendi ve karigim 60
dakika 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. Her bir pH degerinde bakteriyofaj miktarini
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ogrenmek i¢in ikili agar yontemiyle faj plaklar1 sayilarak hesaplandi (Fu vd., 2016;
Liu vd., 2020).

3.2.3.6. Bakteriyofajin sicaklik duyarhliginin belirlenmesi

Fajin sicakliga karsi duyarliligini belirlemek i¢in Ph 7 ‘ye ayarlanmis
iclerinde 900 pl distile su igeren 6 kroviyal her birisine 100 pl bakteriyofaj stogu
eklendi ve 4, 20, 30, 40, 50 ve 60°C'de bir giin boyunca inkiibe edildi. Her bir
sicaklikta bakteriyofaj miktarlar1 varligmi 6grenmek icin ikili agar yontemiyle faj
plaklar1 sayilarak hesaplandi (Fu vd., 2016; Liu vd., 2020).

3.2.3.7. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez ( SDS-PAGE )

analizi

140 pl laemmli buffer (Sigma, Almanya), 500 milimolar Tris hidrokloriir (pH
6.8) ve %4 oraninda SDS, %10 konsantrasyonda 2-B-merkaptoetanol, %10 oraninda
gliserol ve %0.04 bromfenol mavisi karigimina 60 pl faj silispansiyonu ile 60 pl
bakteri siispansiyonu ilave edilerek edilen yeni karisim 5 dakika kaynatilarak hem faj

hem de konakg1 bakterileri proteinlerine pargalandi.

Distile su ve alkolle temizlenen cam plakalar daha sonra kurumaya birakildi.
Kuruyan plakalar tutucuya yerlestirildi. Once %12’lik seperasyon jeli hazirlanarak
plakalar arasina yukaridan bosluk birakilarak dokiildii. Jelin iist kismina bu bolgeyi
diizlestirmek icin donma gerceklesmeden once distile su dokiildii ve daha sonra jel
ilave edilerek oda sicakliginda 20 dk donmasi i¢in bekletildi. Daha sonra %4’liik 6
ml yiikleme jeli hazirlanarak ayirici jelin iistiine hemen eklendi ve camlara jel igin
taraklar yerlestirildi. 20-30 dakika beklendi. Yiikleme jeli de donduktan sonra
taraklar yavasga cikarildi ve jel, dikey elektroforez sistemine camlarla birlikte
yerlestirildi. Marker 10 pl miktarinda, numuneler ise 20 ul olacak sekilde jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez yiiriitme soliisyonu hazirlanarak jel tankina ilave
edildi. Once yiikleme jelinde 30 dakika boyunca 40 voltajda yiiriitiilen proteinler
daha sonra yiiriitme jelinde 2 saat boyunca 120 voltajda yiiriitiilerek ayristirildi.

Elektroforez islemi bittikten sonra jel, ¢alkalayici platform iizerinde galkalanir
vaziyette Coomassie blue boyama cozeltisinin i¢ginde 3-4 saat c¢alkalandi. Sonra
destaining buffer ile jeldeki fazla boya uzaklastirildi. Boyanmis ve ayrismis protein
bantlar1 incelenerek analiz edildi. Marker olarak Thermo Scientific PageRuler
Prestained NIR Protein Ladder kullanildi (SDS-PAGE-protocol, 2024).
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3.2.3.8. Bakteriyofajin gecirimli elektron mikroskobunda (TEM) incelenmesi

Dicle Universitesi Bilim Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezin
(DUBTAM)’e goénderilen numunemizden 10 ul alinarak karbon kapli bakir grid
tizerine aktarildi. Numunenin iizerine %?2’lik uranil-asetat eklenerek negatif boyama
yapildt ve sonra faj partikiilleri 100 nanometre Ol¢ek ayarlanarak transmisyon
elektron mikroskobunda (TEM) goriintiilendi.

3.2.3.9. Bakteriyofajin molekiiler analizi

Laboratuvara hizmet alim1 i¢in gonderilen fajin molekiiler analizi i¢in de novo
genomik analiz calismas1 yapildi. Oncelikle bir NGS (Next-Generation Sequencing)
sistemiyle (Solexa technology, Illumina) genomik DNA sekanslandi. Sonuglar
alindiktan sonra biyoinformatik analiz slirecinden gegirildi. Analiz siirecinde: kalite
kontrol (FastQc), kalite trimleme (Trimmomatic), okuma-hizalama (Bowtie2),
Birlestirilmis Raporlama (MultiQC), Genom Assembly (Shovill), Anotasyon
(Prokka) ve Genom Kalite Degerlendirmesi (QUAST) biyoinformatik agamalar1 yer
aldi.
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4. BULGULAR
4.1. Anamnez ve nekropsi sonuclari

Alman anemnez bilgilerine goére genel olarak hasta baliklarda istah kaybi,
uyusukluk, kanama ve yiizeysel iilseratif lezyonlar ile baliklarin hareketlerinde
yavaglama, viicut yiizeyinde eritem, karinda bolgesinde siskinlik, gozlerinde sarilik,
kuyruk ve dorsal ylizgeclerinde deformas oldugu bildirildi. Alinan anamnez bilgileri
1s181inda yapilan nekropsi sonucunda dis bakida viicudun cesitli yerlerinde deri
lezyonlar1 (karacigerlerde solgunluk ve biiylime, bobreklerde kanama ve
deformasyon, karin i¢inde kanamalar ve asites gozlendi. Baz1 hasatlikli balilarin
gorselleri sekil 4.1. ve sekil 4.2° de verilmektedir. Sonug olarak bu ¢aligmada 96 o6lii
baliktan lezyon tespit edilen yerlere gore: Deri, solungag, aniis, agiz, ylizgeg, goz,
karaciger, dalak, bobrek, asites sivisi ve periton olmak {izere toplam 11 cesit
inceleme 6rnegi calisildl (Cizelge 4.1.,4.2.,4.3.,4.4.,4.5.).
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Sekil 4.1. Baliklarda bazi dis lezyon goriintiileri

37



BULGULAR Emine ATCI SAYTEKIN

Sekil 4.2. Bakteriyel ekim oncesi diseksiyonu yapilan balik 6rnekleri

Cizelge 4.1. Birinci ziyarette toplanan baliklarin lezyonlu bolgeleri ve izolasyon
sonuglari
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Lezyon bélgeleri
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Cizelge 4.2. Ikinci ziyarette toplanan baliklarin lezyonlu bélgeleri ve izolasyon
sonugclari
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Cizelge 4.3. Ug ziyarette toplanan baliklarin lezyonlu bolgeleri ve izolasyon
sonugclari
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Cizelge 4.4. Dordiincii ziyarette toplanan baliklarin lezyonlu bolgeleri ve izolasyon
sonuglari
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Cizelge 4.5. Baliklarda lezyonlu dokularin ytizdelik dagilimi
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[Lezyonlu organlar Yiizdelik oran (%)
(n=138)

Dern 8 (n=11)
Goz 6.5 (n=9)
Agiz 4.3 (n=6)
Aniis 9.4 (n=13)
Periton 2.1 (n=3)
Solungag 20.3 (n=28)
Yiizgeg 5.0 (n=7)
Karin 1.4 (n=2)
Asites s1visi 7.9 (n=11)
Karaciger 20.3 (n=28)
Bibrek 14.5 (n=20)

Yapilan ¢aligmada baliklardan alinan 138 lezyonlu doku 6rneklerinin yiizdelik
daglimma baktigimizda % 20.3 oraninda solungac¢ ve karaciger en yiiksek lezon
bolgesi oldugu belirlenirken, en az ise % 2.1 periton ve %]1.4 karin bolgesinde
lezyonlarin oldugu belirlendi. Bu da lezyonlarin en sik goriildiigii organlarin
solunga¢ ve karaciger oldugunu yani bu organlarin enfeksiyoz ve toksik etkenlere
daha duyarli oldugunu ve maruziyetinin fazla oldugunu gostermektedir. Viicuttan
metabolik atiklarin uzaklastirlmasinda gorev alan bobrek (%14.5; n:20) lezyonlarin
en stk goriildiigii diger bir organdir. Bu da sistematik enfeksiyonlardan etkilendigi
icin oldugu diisliniilmektedir (Kumar vd., 2020). Yine bu ¢alismada %1.4’ liik oranla
(n:2) en diisiik lezyon bulunan dokular karin bolgesinden olmustur. Bu dagilim,
enfeksiyonun belirli organ ve dokularda daha yogun hasara yol agtigini ortaya
koymaktadir. Ayrica, bu bulgular lezyonlarin rastgele dagilmadigini, aksine patolojik

ajanlarin belirli hedef organlar tercih ettigini diistindiirmektedir.
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4.2. Bakteriyel izolasyon sonuclari

Ilk izolasyonlardan sonra TSA ‘ya pasajlandi ve saf olarak elde edilen
izolatlarin yapilan testlerinde, Gram (-), comak goriinimli (Sekil 4.3), Ampisilinli
kanli1 agarda iireyebilen, Mac Conkey agarda iireyebilen, O/F testine gore
fermentatif, Oksidaz ve Katalaz testleri pozitif (+) ve hareketli olanlar,
Aeromonas siipheli koloniler olarak belirlendi. Bu sekilde siipheli olanlar ile siipheli
olmayan diger izolatlardan toplam 30’u MALDI-TOF analizine génderildi. Bunlarin
18’1 Aeromonas sobria, Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
veronii, Aeromonas bestiarum ve Aeromonas ichthiosmia tirlerine ait oldugu, geriye
kalan 12 izolatin Lactococcus garvieae, Morganella morganii, Pseudomonas
oleovorans, Hafnia alvei ve Escherichia coli tirlerine ait oldugu belirlendi.

Aeromonas tiirlerinin sayisal olarak dagilimi Cizelge 4.6.de verildi.

Cizelge 4.6. I1zolatlarda Aeromonas tiirlerinin sayisal dagilimi

Aeromonas tiirleri Sayvilarl
Aeromonas sobria 4
Aeromonas caviae |
Aeromonas hydrophila 4
Aeromonas veronii 6
Aeromonas bestiarum 1
Aeromonas ichthiosmia 2

Calismada elde edilen toplam 18 Aeromonas izolat, tiir diizeyinde incelenmis
ve sonuclar Cizelge 4.6’te sunulmustur. Bu izolatlar arasinda en yiiksek oranda tespit
edilen tiir Aeromonas veronii olmus, toplam 6 izolat ile en baskin tiir olarak

belirlenmistir. Aeromonas hydrophila ve Aeromonas sobria tiirleri ise esit sayida,
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4’er izolat ile diger en yiiksek tiirler olduklar1 belirlendi. Daha diisiik oranlarda ise
Aeromonas ichtiosmia (2 izolat, %11.1), Aeromonas caviae ve Aeromonas bestiarum
(I’er izolat, %5.6) tespiti bu tiirlerin diisik goriilme orani, ¢alismanin

gerceklestirildigi ¢cevresel kosullar veya konake1 6zellikleriyle iliskilendirilebilir.

Bu sonuglar, baliklarda enfeksiyona neden olan Aeromonas tiirleri arasinda
cesitlilik bulundugunu ve 6zellikle 4. veronii, A. hydrophila ve A. sobria tirlerinin
baskin oldugunu gostermektedir. Elde edilen bulgular, su triinleri saglig1 agisindan
izlenen tiirlerin hem tanimlanmasi hem de kontrol oOnlemlerinin planlanmasi

bakimindan 6nem tasimaktadir.

Sekil 4.3. . Aeromonas bakterilerinin Gram boyama goriintiisii

4.3. Bakteriyofaj izolasyonu ve karakterizasyonu sonugclar:

Birinci donem Al ¢iftliginden alinan su orneginden ayni c¢iftlik ve ayni
donemde alinan 2 numarali baligin lezyonlu agiz bolgesinden izole edilen A.
hydrophila bakterisine litik aktivite gdsteren bir adet faj izole edildi. Izole edilen faj
Bhr1 olarak isimlendirildi (Sekil 4.4).

4.3.1. Konakgi yelpazesinin belirlenmesi i¢in test sonuclari

Saflastirilan ve ¢ogaltilan Bhrl faji bu calismada izole edilen tiim izolatlarla
spot-test yontemi ile test edilmesinin sonucunda, tek bir A. hydrophila izolati disinda

farkli bir izolata kars: litik aktivite gdstermedigi tespit edildi. izole edilen fajin tek
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bir A. hydrophila izolatina 6zgii oldugu degerlendirildi

Sekil 4.4. Bakteriyofajin konakgisi ile agar spot test goriintiisii

4.3.2. Faj Titresi ve Optimal MOI Sonuclar:

Saflastirilan ve ¢ogaltilan Bhrl bakteriyofajinin titresinin 6.40 x 108 Pfu/ml

oldugu belirlendi (cizelge 4.7.) Bu fajin optimal MOI degeri ise 0.1 olarak

hesaplandi.

Cizelge 4.7. Bakteriyofajin MOI degerlerinin belirlenmesi

) ] ) _ | Fajlarmm
Bakteri (cfu/ml) | Faj (pfu/ml) MOI degerleri cogltilmasi

(Pfu/ml)
10° 107 100 1,01 = 107
108 107 10 3,11 = 107
107 107 1 3,80 = 10%
107 108 0.1 6,40 x 108
107 103 0,01 4,10 = 108
107 104 0,001 2,50 = 108
107 103 0,0001 1,80 = 107

Calismada farkli MOI degerlerinin faj c¢ogaltimi {izerindeki etkileri

arastirilmistir. Cizelge 4.7’te goriildiigl iizere, bakteriyel yogunluk sabit tutulup faj
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miktar1 kademeli olarak azaltildiginda, MOI degeri de buna paralel sekilde
azalmaktadir. Farkli MOI kosullar1 altinda elde edilen faj cogaltim verileri
karsilagtirildiginda, en yiiksek faj tiretimi MOI: 0.1 seviyesinde gozlenmistir. Ancak,
yiiksek enfeksiyon igeren MOI oranlarinda (MOI:10 ve MOI:100) faj tiretimi anlaml
sekilde azalmistir. Bu bulgular dogrultusunda, calismada kullanilan fajin ¢ogaltimi

icin degerinin en verimli oran oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.5. 5 Faj titresinin hesaplanmasinda kullanilan ikili agar kaplama yonteminde
gbzlenen faj plaklar

4.3.3. Bakteriyofajin pH ve sicaklik duyarhhg: sonuglar:

Bakteriyofajin duyarliliklart pH 5-9 arasi yapilan ekimlerde plak sayilarinda
cok bliytik degisiklikler olmadig: fakat pH 4’te ve pH 11°de plak sayilarinda azalma
oldugu tespit edildi. Buda bakteriyofajin yiiksek asit ve yiliksek baz ortamlarina karsi
duyarli oldugunu gosterdi. Bakteriyofajin 1 giinliik farkli sicakliktaki inkiibasyonu
sonucunda fajin 4-40°C'deki sicakliklarda olusan plak sayilarinda baslangica gore
onemli bir degisikligin olmadig1 fakat daha yiiksek sicaklikta fajlarin plak sayisinda
diistislerin oldugu gozlendi. Bu durum fajin yiiksek sicakliga duyarli oldugunu

gostermektedir.
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4.3.4. Bakteriyofajin SDS-PAGE analiz sonuc¢lar1

Konak¢i ve bakteriyofajlarin SDS-PAGE sonucunda, faja ait oldugu
diisiiniilen 7 protein bandi izlendi. Olusan bu bantlarin yaklagik 80 kDa, 75 kDa, 68
kDa, 60 kDa, 57 kDa, 45 kDa ve 38 kDa agirliklarinda olduklar1 goriildii (Sekil 4.6).

Konakgi Faj

Sekil 4.6. Konakg1 ve bakteriyofajin SDS-PAGE goriintiisii

Faj’larin, konakg¢ilarda bulunan bazi protein bantlarimin bulunmamasi, faj
izolasyonunun basarili oldugunu ve konakg¢i protein kontaminasyonunun minimal
seviyede kaldigin1 gostermektedir. Bu, faj saflagtirma isleminin etkinligini ortaya

koyan 6nemli bir gostergedir.

Sonug olarak, SDS-PAGE ile yapilan bu analiz, fajlara ait 6zgiin protein
bantlarinin tespit edilmesine olanak saglamis, ayrica konake¢i kontaminasyonunun

diizeyini ortaya koyarak yapilan izolasyon isleminin dogrulugunu desteklemistir.

4.3.5. Bakteriyofajin elektron mikroskobunda goriintiilenme sonuclari

Bakteriyofajlarin elektron mikroskobu goriintiisiinde fajin Siphoviridae
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familyasina ait oldugu diisiintilmektedir. (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Bakteriyofajin TEM mikroskop goriintiisii
4.3.6. Bakteriyofajin molekiiler analiz bulgulari

Yapilan molekiiler analizlerde assembly isleminden sonra Contig olarak
isimlendirilen baz topluluklarindan 59 adet elde edildi. Bunlar Genbankta Blast
(Basic Local Alignment Search Tool) islemine tabi tutulduklarinda
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 9223  bazlik  Contig-2’nin  ¢esitli
Aeromonas fajlartyla genomik yakinlik gosterdigi goriildii. Bu parsiyel sekansin
fenotipik olarak identifiye edilen faja ait oldugu diislintildiiglinden filogenetik agac
cizilerek mevcut bilinen Aeromonas fajlar i¢indeki genomik yeri belirlendi (Sekil
4.8., sekil 4.9.).

Cizelge 4.8. Bhrl Faj bilinen diger Aeromonas faj genomlari ile %’lik fakliliklari
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Bhr1l Fajla

Genbankta bilinen faj genomlan genomik

farkhhklar: (%)
MW671054 Aeromonas phage PZL-Ah152, complete genome 2,5288376220 %
MT740748 Aeromonas phage T7-Ah, complete genome 2,7506654836 %
MZ851152 Aeromonas phage PZ1.-Ah8, complete genome 4,3139871025 %
OM716005 deromonas phage vB_AhaP PT2, complete genome 9,5652173913 %
PP226939.1 Aeromonas phage phiA014S, complete genome 25,8249641320 %
0X090892 Escherichia phage vB_Eco_Titus genome assembly, chromosome:1 | 26,4511873351 %
OX001577 Escherichia phage vB_Eco Mak genome assembly, chromosome: 1 | 26,4511873351 %
OW991346 Escherichia phage vB_Eco Bam genome assembly, chromosome:1 | 26,4511873351 %

Bhrl olarak adlandirilan fajin, GenBank veritabaninda yer alan sekiz farkli faj
genomu ile genomik karsilastirmasi yapilmistir (¢izelge 4.8). Bu analiz sonucunda,
ozellikle Aeromonas phage PZL-Ah152, Aeromonas phage T7-Ah ve Aeromonas
phage PZL-Ah8 ile olan genomik farklilik oranlarinin sirasiyla %2.52, %2.75 ve
%4.31 gibi diisiik seviyelerde olmasi, Bhrl fajinin bu fajlarla yakin akraba oldugunu
ve ayni faj grubuna ait olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu genomik analiz, Bhrl

fajinin taksonomik konumunun belirlenmesi agisindan 6nemli bilgiler sunmaktadir.

Alignment Scores [J]<40 [JJ40-50 [7]50-80 ([Q|80-200 [W>=200 @

Distribution of the top 10 Blast Hits on 10 subject sequences

| [ pr— ] I
1 a00 1800 2700 2600 4500

Sekil 4.8. Bhrl faj1 ile diger fajlarin genom hizalanma uyumlari

Ustteki mavi ¢ubuk (Query) Sorgu dizisinin (yaklasik 4500 bp uzunlugunda)
tam uzunlugunu gosterirken kizmizi ¢ubuklar en iyi Blast hizalama skorlarmi
gostermektedir. Kirmiz1 gubuklarin skor 200 {izerinde olmasi fajlarin yiiksek oranda
benzerlik gosterdigi anlamina gelmektedir. Digerlerinde kesikli ya da kisa olmasi

daha uzak akrabalik gosteren fajlara ait olabilecegi diisiintilmektedir.

BLAST analiz sonucuna bakildigunda sorgu dizisinin en iyi 10 eslesmede 200

bliyiik skoruna sahip olmasi fajin genbak’taki sekanslarla yiiksek oranda benzerlik
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tagidigin1 gostermektedir. Bunun yaninda bazi kismi hizalamalarin goriilmesi ve
skroun 200 altinda olmasi Bhrl fajinin bazi genom bdlgelerinin diger fajlardan
faklilik gosterdigini bu da Bhrl fajimin yeni bir faj varyanti olabilecegini

diistindiirmektedir

MT740748 (deromonas phage T7-Ah)
99%

Bhrl Fa
L MW671054 (Aeromonas phage PZL-Ah152)

58% MZ831152 (deromonas phage PZL-Ah8)

OM716005 (4eromonas phage vB_ AhaP PT2)

PP226939 1 (deromonas phage phiAQ148)

i 0X090892 (Escherichia phage vB_Eco_ Titus)

m 0X001577 (Escherichia phage vB_Eco_Mak)

OW991346 (Escherichia phage vB_Eco_Bam)

A—

0.050

Sekil 4.9. Bhrl fajinin yerini gosteren filogenetik aga¢ Cizim MEGA11
programinda Maximum Likelihood method and Tamura-Nei modelleme kullanilarak
olusturuldu

Yapilan filogenetik analiz sonucunda, Bhrl fajinin Aeromonas tiiriine ait
fajlarla yakin akrabalik gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4). Filogenetik analize
baktigimiz da Bhrl, o6zellikle MT740748 (T7-Ah) ve MW671054 (PZL-Ah152)
fajlar1 ile %99 oraninda benzerlik gosterdigini gérmekteyiz. Bu durum, Bhrl'in bu
fajlarlarin  bulundugu familyanin tiir veya alt tiir grubuna ait olabilecegini
diisiindiirmektedir. Diger fajlarla benzerlgin daha diisiik oldugu (%33) bu da Bhrl'in
Aeromonas'a 0zgii bir faj oldugunu ve diger cinslere uzak akraba oldugunu
gostermektedir. Bu filogenetik konumlandirma, BLAST ve genomik benzerlik

analizleri ile de tutarlidir.
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5. TARTISMA

Aeromonas cinsindeki bakteriler, tatli su ve denizlerde yasayan firsatci
patojenlerdir. Antibiyotiklere karsi da direngli olabilen bu bakteriler, 6zellikle su
drtinlerinin kiiltiir yetistiriciliginde hastaliklara ve verim kayiplarina sebep olarak
iretimi olumsuz yonde etkileyebilirler (Woo vd., 2022). Diinyanin ¢esitli
noktalarinda faaliyet gdsteren ¢ok sayida balik liretim tesisinde, yaygin bir sorun
olarak karsilagilan bu etkenlere karsi alinacak koruma tedbirleri ve uygulanacak
tedavi yontemleri, dogru ve zamaninda yapilacak etken tanilamasiyla yapilabilir. Bu
amacla etken izolasyonu ve identifikasyonu i¢in diinyada ¢esitli liretim alanlarinda
cok sayida calisma yiiriitilmiistiir. Tayvan’da gergeklestirilen bir c¢alismada
arastiricilar, satisa sunulan baliklardan ¢esitli bakteri tiirlerinden 128 izolasyon
yapmislar ve bu izolatlar arasindan A. caviae, A. dhakensis ve A. veronii etkenlerinin
baslica tiirler olduklarini bildirmislerdir (Wu vd., 1981.). Tayland bolgesinde balik
ornekleriyle yiiriitiilen bagka bir ¢alismada ise, fenotipik Ozellikleri ve 16S rDNA
homolojisine dayanarak A. jandaei ve A. veronii identifikasyonlar1 bildirilmistir
(Dong vd., 2017). Iran’da yapilan baska bir ¢alismada ise arastiricilar, 100 adet balik
ve su Ornegi calisarak, balik 6rneklerinden A. hydrophila (3 izolat, %15), A. veronii,
A. sobria (8 izolat, %40), A. bestiarum/piscicola (5 izolat, %25), A. media (3 izolat,
%15), A. jandaei (1 izolat, %S5) tiirlerinin, su numunelerinden ise, 4. veronii, A.
sobria (6 1zolat, %75), A. media (1 izolat, %12.5) ve A. aquariorum (1 izolat, %12.5)
tirlerinin i1zole edildigini bildirmislerdir (Modarres vd., 2014). Hénninen vd.,
1997°de Finlandiya bolgesinde yaptiklar1 calismada Aeromonas tiirlerinin balik ve
deniz {riinlerinin yaygin kirleticileri oldugunu, su ortaminda her yerde
bulunabileceklerini, yapmis olduklar1 ¢alismalarinda ise 29 baligin 27 sinde (%93),
17 balik yumurtasinin tamaminda (%100), 12 karides 6rneginin ikisinde (%16) ve 23
tath su Orneginin tamaminda (%100) Aeromonas tiirlerini tanimlamislardir.
Aragstiricilar, Hindistan, Pakistan ve Cin sinirindaki Jammu ve Kesmir eyaletine bagh
Poonch Bolgesi'ndeki kontrollii bir balik havuzundan toplanan hastalik semptomlu
10 kiiltiir baligindan 4. sobria susu izole ettiklerini, identifikasyonda ayrica VITEK
sisteminin kullanildigini bildirmislerdir (Dar vd., 2016).

Tirkiyede farkli bolgelerde faaliyet gosteren balik tiretim ciftliklerinde de
yapilmis cok sayida izolasyon calismasi mevcuttur. Van bolgesinde yetistirilen
baliklarda yiiriitiilen bir ¢alismada, baliklardan 4. hydrophila ve A. caviae tiirlerinin
izolasyonlar1 bildirilmistir (Isleyici vd., 2009). Akdeniz bdlgesinde yiiriitiilmiis olan
bagka bir calismada ise arastiricilar, balik bobreklerinden hastalik etkeni olarak A.

schubertii etkenini izole ettiklerini ve bunun Tiirkiye’de yetistirilen alabaliklardan ilk
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izolasyon oldugunu bildirmislerdir (Akayli vd., 2011). Yine Erzurum bdlgesinde,
gokkusag alabalig1 yetistiriciligi yapilan 20 isletmede yiriitiilen bir ¢alismada, yeni
O0lmiis veya hastalik belirtisi gosteren balik 6rneklerinden A. hydrophila ve Y. ruckeri
etkenlerinin varlig1 arastirilmis, 7 isletmeden A. hydrophila, 3 isletmeden de Y.
ruckeri etkenlerinin izole edildigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada arastiricilar ayrica A.
sobria, Flavobacter spp., Citrobacter freundii, Pseudomonas spp. ve Streptococcus
spp. izolasyonlarmi da bildirmislerdir (Saglam vd., 2006). Korun vd., 2010’da Bolu
bolgesinde gokkusagi alabaliklarina ait 6rnekleri kullanarak ¢alisma ytriitmisler, ti¢
adet A. caviae, dort adet A. hydrophila ve bir adet A. sobria tiriiniin izolasyon ve
identifikasyonunu bildirmislerdir. Bolu ilinde market ve acik halk pazarlarinda satisa
sunulan gokkusag1 alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) orneklerinden yiiriitiilen baska
bir ¢alismada ise toplam 36 hareketli Aeromonas tiiriiniin izole edildigi, bu
izolatlardan sekizinin A. hyrophila, ondokuzunun A. caviae ve dokuzunun A.
veronii bv sobria oldugu bildirilmistir (Ozdemir ve Arslan, 2021). Karkamis Baraj
Goli’nde yapilan Aeromonas izolasyon g¢alismalari igin literatiir incelendiginde ise,
2024 yilinda tamamlanmis bir doktora tez caligmasi disinda bagka bir ¢alismaya
rastlanilamamustir. Calismada, baraj goliinde iiretimi yapilan alabaliklardan A.

sobria, Lactococcus garvieae ve Pseudomonas sp. tiirlerinin izolasyonlari
bildirilmistir (Kuzucu, 2024).

Diinyanin birgok {ilkesinde ve Tiirkiye’de kiiltiir baliklarindaki hastalik
olgularindan ¢esitli Aeromonas tiirlerinin izole edilmis olmasi, bu cinsin yetistiricilik
acisindan risk potansiyelini gostermektedir. Bu bilingle hareket eden arastiricilar,
Aeromonas’larin tanist i¢in c¢alismiglar bu amagla da bakteriyel izolasyon ve
identifikasyon yontemlerini siklikla kullanmiglardir. Bu ¢alismalarin bir kisminda,
klasik bakteriyel izolasyon ve identifikasyon yapilirken biyokimyasal testler
tamamen manuel olarak (Esteve vd., 1995) gergeklestirilse de, gelisen teknolojiyle
birlikte, identifikasyonda ticari biyokimyasal test kitleri (Rahman vd., 2002; Yu
vd.2004), yine biyokimyasal test temeline dayanan tam otomatize VITEK cihazi
(Dar vd., 2016; Yildirim, 2022; Kavak, 2023) ve protein analizine dayanarak hassas
bir identifikasyon saglayan MALDI-TOF MS cihazi (Kaur ve Kaur, 2024) ¢ok
sayida ¢aligmada tercih edilerek kullanilmistir. Yakin tarihte yayimlanan bir derleme
calismasinda,  Aeromonas’larin  fenotipik  Ozelliklerine gore  yapilan
identifikasyonlarinin ¢ok yakin tiirlerin ayriminda yaniltic1 olabilecegini, MALDI-
TOF MS yontemiyle ise neredeyse molekiiler analizlere denk dogrulukta hassas
identifikasyon gercgeklestirildigini bu konuda yapilmis referans calismalar ifade

edilerek bildirilmistir (Fernandez-Bravo ve Figueras, 2020).
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Karkamis Baraj Golii'nde gerceklestirilen bu c¢alismada da hastalik
semptomlu baliklardan klasik izolasyon ve identifikasyon yontemiyle izolasyonlar
yapildi. Alt1 farkli hareketli Aeromonas tiirtinden toplam 18 adet izolat dnce cins
seviyesinde tanimlandi. izolatlarin dogrulanmasi ve tiir seviyesinde tanimlanmasi
icin MALDI-TOF MS cihaz1 ile analiz yontemi kullanildi. Bu analize gore,
izolatlarin dordii A. sobria, biri A. caviae, dordli A. hydrophila, altis1 A. veronii, biri
A. bestiarum ve ikisi A. ichtiosmia/veronii olarak tlir seviyesinde identifiye edildi.
Sonuglarin tamaminin, daha 6nce yapilan ¢alismalarda tespit edilen tiirlerle uyumlu

oldugu goriildi.

Bakteriyofajlar, artan antibiyotik direncliligi ve yeni antibiyotik etken
maddelerinin bulunmasi ve ruhsatlandirilmalarindaki zorluklar nedeniyle 6nleyici ve
tedavi edici alternatif potansiyelleri diisliniilerek son yillarda oldukg¢a popiiler bir
calisma alan1 haline gelmistir. Arastiricilar, Aeromonas bakterilerinin yaygmlhigi ve
firsatgiligini dikkate almislar ve bu bakterilerin fajlar1 konusunda ¢ok sayida ¢alisma

ylriitmuslerdir.

Wu vd., 1981°deki calismalarinda, 4. hydrophila'ya spesifik AH1 fajim
tanimlamiglardir. Wang vd., 2016’da Tayvan’da gergeklestirdikleri ¢alismalarinda,
A. hydrophila'nin Ahp1 olarak adlandirdiklar1 yeni bir litik fajin1 atik sulardan izole
ettiklerini bildirmislerdir. Daha sonra faj 6zelliklerini arastirmiglar ve bu fajin hizli
bir adsorpsiyona sahiptir oldugunu, 15 dakikalik bir latent donem ve enfekte hiicre
basina 112 PFU'luk bir patlama boyutuna sahip oldugunu bildirmislerdir. SDS
poliakrilamid jel -elektroforezinde en az on sekiz Ahpl virion proteinini
gorsellestirilmisler ve 36-kDa'lik bir proteinin tahminen ana kapsid proteini
oldugunu belirtmislerdir. Ahpl'in genom analizini yapmislar, %58.8 G + C icerigine
sahip 42.167 bp'lik dogrusal ¢ift sarmalli bir DNA genomunu ortaya ¢ikarmiglardir.
Ahp1’in dar bir konak aralifina sahip oldugunu, etkili faj tedavisi i¢in, heterojen A.
hydrophila suslarii 6ldiirebilen kokteyllerin hazirlanmasi i¢in farkli fajlara ihtiyag

duyuldugunu bildirmislerdir.

Le vd., 2018’de Vietnamda yiiriittiikkleri ¢alismalarinda 4. hydrophila etkenine
karst 2 adet faj izole ettiklerini, fajlarin Myroviridae ailesinden olduklarini ve
yaptiklar1 deneysel ¢alismada fajlar ile tedavi uygulamalarindan ¢ok basarili sonuglar

aldiklarini bildirmislerdir.

Cao vd., 2020’de A. hydrophila’ya karst daha Once izole edilen MJG

bakteriyofajinin  ileri  biyolojik  Ozelliklerini  incelemigler ve  tedavide
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kullanilabilirligini aragtirmislardir. Sonugta, fajin genis bir sicaklik (10°C- 60°C) ve
pH (2-10) araliginda aktiviteye sahip oldugunu, latent ve yiikselme siirelerinin
sirastyla 30 ve 40 dakika oldugunu, fajin dar bir konakg¢1 araliginda litik aktivite
gostererek 20 A. hydrophila susundan sadece 4'inii enfekte edebildigini
bildirmislerdir. Ayrica yaptiklar1 deneysel ¢calismada, faj ile tedavi icin fajin baliklara

enjeksiyon ve daldirma uygulamalarindan ¢ok iyi sonuglar alindigin1 vurgulanmustir.

Akmal vd., 2020°de Giliney Kore’nin Geoje adasinda gerceklestirdikleri
calismada Akh-2 olarak isimlendirdikleri bir bakteriyofaj1 izole ettiklerini, bu faj ile
test edilen yedi A. hydrophila susundan dordiine karsi litik etkisinin tespit edildigini
bildirmislerdir. Gegirimli elektron mikroskobu analizinde goriintiilenen bu fajlarin
morfolojik ozellikleri dikkate alinarak fajin Siphoviridae ailesine ait oldugunu
belirlemislerdir. Tek adimli biiylime egrisi analizi ile fajin 50 + 5 dakikalik bir latent
periyoda sahip oldugunu, pH 6-8 ve -80 ile 46°C sicaklik araliklarinda fajin kararl
oldugunu bildirmislerdir. Yeni nesil dizileme analizine gore gerceklestirdikleri
analizde, faj genomunun 114.901 bp biiyiikliigiinde olup, %44.22 G+C igerigine ve
254 agik okuma c¢ergevesine (ORF) sahip oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklari
deneysel calisma ile fajin baliklarda Aeromonas enfeksiyonlarinin tedavisi igin

potansiyel bir biyolojik ajan oldugunu vurgulamislardir.

Wang vd. 2021 vyaptiklar1 c¢alismada Ahp2 olarak isimlendirdikleri A.
hydrophila bakterisine spesifik litik faj izole ettiklerini bildirmislerdir. Ahp2
partikiillerinin %96'sinin 18 dakika i¢inde A. hydrophila'ya adsorbe oldugunu
gozlemlediklerini bildirmislerdir. Fajin genom analizini gergeklestirdiklerini, fajin
%57 GC igerigine sahip 47.331 bp'lik dogrusal c¢ift sarmalli bir DNA genomuna
sahip oldugunu vurgulamiglardir. Yaptiklar1 SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile
en az 20 faj proteinini tespit ettiklerini, bunlarin arasinda 40-kDa'lik bir proteini, ana
kapsid proteini olarak tahmin ettiklerini bildirmislerdir. Ahp2 fajininin genomik dizi
analizi sonuglarina gore 4. hydrophila ve A. salmonicida'y1 enfekte eden bir grup
Aeromonas fajiyla yakin oldugu gosterilmistir. Bu c¢alismada Ahp2'min  A.
hydrophila AH300206 susunu 0,0001 MOI'de 3.5 saatte tamamen lize ettigi ve
konagini lizojenize etmedigi bulunmustur. Tiim bu bulgularin Ahp2'in litik bir
Aeromonas faj1 oldugunu ve terapdtik faj kokteylleri igin bir aday olabilecegini

gosterdigini bildirmislerdir.

Tire vd., 2022’de Tirkiyede gerceklestirdikleri ¢alismalarinda A.
hydrophila bakterilerine karsi litik aktivite gosteren AP-T65, AP-T5, AP-Y28 ve AP-

AT olarak isimlendirdikleri 4 adet fajin izolasyonunu bildirmislerdir. Fajlar {izerinde
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gerceklestirdikleri karakterizasyon testleriyle bu fajlarin Myroviridae ailesinden
olduklarini, fajlarin Aderomonas sp., A. salmonicida, A. veronii ve A. media tiirlerine
kars1 litik aktivite gdsterdigini bildirmislerdir. ilave testlerle fajlarn yaklasik 10-15
dakikalik kisa bir latent periyodu oldugunu, 4deromonas fajlarimin 3 ile 10 arasinda
degisen genis bir pH degeri araliginda, 4 ile 37 °C arasinda degisen sicakliklarda
efektif olabildigini bildirmislerdir. Tespit ettikleri 6zellikleriyle izole edilen fajlarin
giivenilir sekilde baliklarda A. hydrophila enfeksiyonunu tedavi etmek icin kokteyl

olarak kullanilabilecegini vurgulamiglardir.

Kaur ve Kaur, 2024°de gergeklestirdikleri ¢alismalarinda A. veronii etkenine

kars1t AVP3 bakteriyofajini izole ettiklerini bildirmislerdir.

Bu konuda yapilan 6nceki ¢alismalarda da bildirildigi gibi 4. hydrophila
fajlarinin izolasyonunu bir¢ok c¢alismada gorebilmekteyiz. Bu g¢alismada da balik
ciftliklerinden elde edilen su Orneklerinin bir tanesinden yine ayni ¢iftlikteki
baliklardan izole edilen A4. hydrophila izolatina kars1 bakteriyofaj izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izole edilen bakteriyofajin ¢ift tabaka agar yontemiyle
saflagtirllmast  ve c¢ogaltilmast islemlerinden sonra bu fajin litik aktivite
gosterebilecegi  konakg¢t spektrumu, ¢alismada izole edilen tim Aeromonas
izolatlarinda test edilmesiyle gerceklestirildi. Fajin sadece tek bir A.
hydrophila izolatina kars1 litik aktivite gosterdigi goriildii. Yukaridaki benzer
calismalarda, izole edilen 4. hydrophila fajlarinin genellikle birden fazla konakgida
litik aktivite gosterdigi belirtilmektedir. Bu ¢alismada optimum MOI degeri 0.01
olarak bulundu. A4. hydrophila ve izole edilen fajlariyla gerceklestirilen benzer
calismalarda aragtiricilar, optimal MOI degerlerini 0.1 ve 0.01 olarak (Liu vd., 2020)
bildirmislerdir. Wang vd., (2021) ise bu degeri 0.0001 olarak belirlemislerdir.
Genellikle faj miktarinin konakg¢i hiicre miktarindan az oldugu oranlar (MOI <1)
optimal MOI degeri olarak belirlenmektedir. Bu c¢alismada bulunan degerin
literatiirde belirtilen degerlerle uyumlu oldugu goériilmektedir. Bu ¢alismada izole
edilen bakteriyofajin etkinliginin pH 5-9 arasinda ve sicaklikligin 4-40 arasinda
kararli oldugu gorildii. Sicaklikta etkinlik ozellikleri ¢ok sayida literatiirle benzer
olsa da Ozellikle pH degerlerindeki etkinlik, Cao vd., (2020) ve Tiire vd., (2022) ’nin
bulgularina paralel olarak genis bir spektrumda tanimlandi. Akmal vd., (2020) nin
buldugu pH etkinlik degerinin ise ¢cok dar bir spektrumda oldugu goriilmektedir. Bu
gibi  farkliliklarin ~ bakteriyofajlarin  yapisal  dayanikliik  farkliliklarindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. TEM mikroskop goriintiisiine gore bu ¢alisada
izole edilen Bhrl fajinin kuyruklu oldugu, morfolojik olarak Siphoviridae ailesindeki

viriislerin yapisal goriintiisiine sahip oldugu gorsel olarak tespit edilmistir. Bu sonug,
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Akmal vd., (2020) nin bulgulariyla paraleldir. Ancak farkli ailelere mensup A.
hydrophila fajlariin varlig1 da bildirilmistir (Le vd., 2018; Tiire vd., 2022). SDS-
PAGE analizi sonucunda, fajin protein profili incelendiginde, konak¢1 hiicresi ile
benzer protein bantlar1 tespit edilmistir. Bu goriintliniin fajin yapisal bir 6zelligi
olmayip konakg¢1 kaynakli oldugu diisiintildiiglinden ekarte edilmistir. Boylece faj
profilinde konak¢i band profilinden farkli 7 adet protein bandi goézlendi. Bu
bandlarin faja ait oldugu diisiiniildii. Nitekim, 18 farkli protein bandinin tespit
edildigi A. hydrophila faj1 literatiirde tanimlanmistir (Wang vd., 2016). Fajin
molekiiler analizi, de novo yontemi kullanilarak gergeklestirildiginden elde edilen
Contigler ayr1 ayr degerlendirildi. Sonug olarak Contig-2 de yer alan 9223 bazlik
sekans icin yapilan BLAST analizinde bulunan fajin daha oOnce tespiti yaplan
Aeromonas T7-Ah ve PZL-Ah152 fajlariyla yakin genetik benzerlik gosterdigi
goriildii. Literatlire kazandirilacak olan bu faj i¢in kisa siire iginde genbank girisleri

yapilarak elde edilen bilgi arastiricilarin istifadesine sunulmus olacaktir.
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6. SONUCLAR

Gergeklestirilen bu c¢alisma ile Sanlwrfa’da, Karkamis Baraj Goli’nde
faaliyet gosteren balik iiretim ciftliklerinde 6zellikle hareketli Aeromonas tiirlerinin
cesitli enfeksiyonlara sebep oldugu ve sonucta hastaliklarin hem direkt hem de
dolayli etkileri sebebiyle iiretim kayiplarma yol actig1i goriilmektedir. Ozellikle
havalarin 1si1nmasi, su debisindeki azalmalar ve su kalitesinin ¢esitli sebeplerle zaman
zaman bozulmasina ilave olarak kafeslerin asir1 kalabalik tutulmasi gibi bazi hatali
yetistirme uygulamalari, baliklar1 hastaliklarin  olusumu agisindan predispoze
kilmakta, hastaliklarin goriilme sikligini ve etkisini arttirabilmektedir. Miicadelede
yetistirme bogesine spesifik alanlarla ilgili olumsuzluklarin tek tek tespit edilmesinin
ardindan oOncelikle hastaliklarin olusumunu 6nleyici koruyucu tedbirlerin ivedilikle
alinmasi oldukca 6nemlidir. Boylelikle prevalans diisiiriilebilir. Tedavi amaciyla ise
etkene yonelik akilci antibiyotik uygulamalari, 6zellikle uygun antibiyotik, uygun

verilis yolu, uygun doz ve uygun siire acisindan irdelenerek belirlenmelidir.
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7. ONERILER

Calismada Aeromonas’lara yonelik litik bakteriyofaj varlig: arastirilmis ve bir
adet A. hydrophila izolatina litk aktivite gosteren bakteriyofaj izole edilerek
karakterize edilmistir. Bakteriyofajlarin bakteriyel hastaliklardan korunma ve tedavi
edilme stireglerinde kullanimi1 son zamanlarda olduk¢a merak edilen ve calisilan bir
alan haline gelmistir. Balik hastaliklar1 i¢in yapilan calismalarda olukca iyi sonug
alindig1 birgok calismada bildirilmistir. Bu c¢alismada bulunan fajin tedavide

kullanim1 agisindan ileri ¢calismalarin gerceklestirilmesi oldukga faydali olacakir.
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