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ONsSOz

Son yillarda yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, hareketli Aeromonas
tarlerinin gida kaynakh gastroenteritislerin en 6nemli nedenlerinden biri
oldugunu ortaya koymustur. Hareketli Aeromonas tirleri gastro-intestinal
sistem florasinda, sularda ve gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu
etkenler insan, hayvan ve sularda yasayan canlilarda infeksiyon
olusturmaktadiriar.

Bakteriyel taksonomideki gelismelere paralel olarak hareketli
Aeromonas tdrlerinin sistematiginde de degisimler olmustur. Yapilan
¢aligmalarda, bugiine kadar bilinen klasik hareketli Aeromonas tiirlerine (A.
hydrophila, A. sobria, ve A. caviae) yeni tlrler ilave edilmistir. Gunimizde
hareketli Aeromonas tarleri arasinda A.hydrophila, A.sobria, A.caviae,
A.trota, A. jandaei, A. schubertii, A. allosaccharophila, A. eucrenophila, A.
enteropelogenes ve A. ichthiosmia bulunmaktadir. Sistematikteki bu
degisiklerle birlikte, hayvanlarda ve insanlarda hastalik olusturan ve 6zellikie
hayvansal kaynaklarda kontaminant olarak bulunan bu grup etkenlerin
epidemiyolojilerinin belirlenmesi énem kazanmaktadir. Bazi arastiricilar bu
etkenlerin, tavuk karkaslarinda kontaminasyon diizeyini saptamada belirleyici
rol oynayabileceklerini bildirmektedirler.

Tum dinyada yapilan galigmalarda 6zellikle yaz aylarinda insanlarin
yogun olarak tukettikleri tavuk etlerihde bu bakterilerle kontaminasyonun
artmasi, insanlar igin énemli bir problem olusturmaktadir. Kontamine etlerin
tiketiimesi sonrasinda ¢ocuklarda diyare ve yetigkinlerde gastrointestinal
sistem bozukluklar ve ekstraintestinal hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Bu calismada her gegen giin énemi artan hareketli Aeromonas
turlerine ait bakteriyofajlarin degisik kaynaklardan izole edilmesi, izole edilen
bakteriyofajlarin litik spektrumlarinin degerlendirilmesi ve bakteriyofajlarin
hareketli Aeromonaslarin identifikasyonunda kullanilabilirliginin  ortaya

konulmasi amaglanmistir.
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1. GIRIS

Aeromonaslar, bilinen en eski balikk patojenlerinden olup, memeli
hayvanlarda ve kanatlilarda sindirim sistemi ve ekstraintestinal sistem
infeksiyonlarina neden olan mikroorganizmalardir (Freij, 1987; Austin ve ark.,
1989; Carnahan ve ark., 1991; Bilgehan, 1995; Sugita ve ark., 1995; Adams
ve ark., 1998). Sularda, g¢evresel kaynaklarda ve insan gidalarinda yiiksek
oranda bulunmasi, bu mikroorganizmalara bagh infeksiyon riskini
arttirmaktadir (Donta ve Haddow, 1978; Stevenson, 1978; Monofort ve
Baleux, 1990; Gursdy, 1993; Gavriel ve ark., 1998; Ozcan ve ark., 1998).

Aeromonas olarak tanimlanan ilk bakteri, 1894 yilinda Emmerich ve
Weibel tarafindan izole edilmistir. Arastiricilar Almanya’da bir baliktan izole
ettikleri etkeni, alabalik bulasici hastaliginin basili anlamina gelen ‘Bacillus
der forellenseuch’ seklinde isimlendirmislerdir. Etkenin neden oldugu
‘Frunculosis’ hastaliginin 1894’'ten 6nceki yillarda varligini saptamak icin
Williamson 1928'de ve MacCarthy ve Roberts 1980’de deéisik literattrleri
incelemigler ve hastaigin o dénemden ©6nce tanimlanmadigini
ispatlamislardir. Ancak bazi arastiricilar (Paterson, 1974; Maclnnes ve ark.,
1979: Leblane ve ark., 1981; Austin ve Lee 1992; Martinez-Murcia, ve ark.,
1992), 1868'de Forel 1890°'da, Fabre-Domerque ve 1892'de Fischel ile
Enoch tarafindan izole edilen bakterilerin A. salmonicida oldugunu
bildirmislerdir.

Aeromonas grubundaki etkenler, Kuzey Amerika'da ilk kez 1902
yiinda Marsh tarafindan izole edilmistir ve Bacillus truttae olarak
adlandiriimistir (Austin ve Lee, 1992). Bu etkenin Amerika kitasindan énce
Avrupa’da goruldigi ve Amerika'ya alabaliklarin ithal edilmesiyle getirildigi
gosterilmistir. Fish (1937) kuzey Amerika'dan Avrupa'ya g“etirilen gékkusagi
alabaliklaninin furunkulozis’e karsi direngliliklerine dayanarak furunkulozis
etkenin Avrupa’dan Amerika'ya degil Amerika'dan Avrupa'ya getirildigini
vurgulamstir. 1900  wyillarinin basinda furunkulozis, birgok  Avrupa
tlkesinde tamimianmistir (Arkwright, 1912). llk tanimlandi§inda hastaligin
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sadece havuz baliklaninda gérildigi bildiriimisse de, Plehn (1909, 1911)
yaptidi ¢alismalarda Bavariya’da 25 nehir ve irmaktan tutulan alabaliklarda
furunkulozis hastaligini tespit etmistir. Amerika’da Beldin (1927), furunkulozis
nedeniyle, Massachusetts eyaletindeki devlete ait bir yetigtirme havuzunda
tim baliklarin 6ldigund bildirmistir.

Kanada'da furunkulozis ile ilgili ¢galigmalar Duff ve Stewart (1933)
tarafindan yapiimis ve bu Ulkede 1929-1933 doneminde 6len baliklarin
¢ogunun furunklozis belirtileri gosterdigi saptanmistir. 1931'de hastalanan
baliklar Ozerinde yapilan ¢alismada Bacillus salmonicida izole edilmistir.

Son yillarda furunkulozis hastahdl dinyanin her yerinde bildirilmistir.
Trust ve ark. (1980) Avustralya'da, Fryer ve ark. (1986) furunkulozisin
gorulmedigi Asya’'da (Kore) hastalik etkenini izole ettiklerini ve bu etkene
bagh hastalik tablosunu bildirmislerdir. McCarthy ve Roberts (1980)'a gére
furunkulozis hastaliginin degisik yerlerde degisik zamanlarda bildiriimesinin,
hastaligin belli bir yerden baglamasindan degil bakteriyolojik teshisteki
gelismelerin  degisik bolgelerde  degisik zamanlarda olmasindan
kaynaklandigini ileri sirmuslerdir.

Turkiye'de Aeromonas'larin neden oldugu hastaliklarin incelenmesi ve
etkenin izolasyon ve identifikasyon galismalari 1980’li yillarda yogunlagmistir
(Baran ve ark. 1980; Erer, 1983; Diker ve ark., 1984). Baran ve ark. (1980),
Cifteler Sakaryabasi Balik Uretim ve Arastirma Istasyonu gelistirme
havuzunda bulunan gékkusagi alabaliklarindan A. hydrophila, Diker ve ark.
(1984) Mogan gélinde bulunan sazanlardan A. sobria izole ve identifiye
etmislerdir.

Son yillarda, Aeromonas taksonomisinde buytk degisiklikler olmustur
(Eddy, 1960; Eddy, 1962; Schubertii, 1967; Schubertii, 1974; Shaw ve
Hodder, 1978; Allen ve ark., 1983b; Hedges ve ark., 1985). Aeromonas'a ¢ok
benzeyen ik mikroorganizma, 1890 yilinda " Zimmerman tarafindan
tanimlanmigtir (Von Gravenitz, 1987). Arastirici, Chemnitz’de g¢esme
suyundan izole ettigi etkeni “Bacillus devorans” olarak isimiendirmigtir.

1894'te Emmerich ve Weibel alabaliklardan izole ettikleri etkenin gomak.



seklinde oldugunu dikkate alarak, etkenin Bacterium cinsine ait oldugunu
stylemiglerdir. 1896’da Lehmann ve Neumann, etkeni Bacterium
salmonicida ismini vermislerdir (Austin, 1992).

Farkli kaynaklardan izole edilen ve birbirine benzeyen bu bakterilere
‘Aeromonas” cins ismi, ilk kez 1936 yilinda Kluvyer ve van Niel tarafindan
Snerilmistir. Aragtiricilar, bailk ve kurbagalardan izole edilen ve Bacillus,
Bacterium veya Aerobacter olarak tanimlanan bakterilerin patojenitesini ve
biyokimyasal 6zelliklerini inceleyerek Aeromonas ismini uygun bulmuslar ve
etkenlere strasiyla A. hydrophila, A. punctata ve A. liquefaciens isimlerini
vermiglerdir (Maclnnes, 1979; Allen, ve ark., 1983a; Toranzo ve ark., 19886;
Sayeed ve ark., 1996).

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology'in 1957'deki
baskisinda  Aeromonas cinsindeki  etkenler, Pseudomonadaceae
familyasinda yer almistir (Snieszko, 1957). Fakat yapilan taksonomik
.incelemeler sonucunda Aeromonas cinsinin Vibrionaceae familyasinda yer
almasinin daha uygun olacadi bildirilmis ve bunun Uzerine 1984'teki
Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology'de, Aeromonas cinsi
Vibrionaceae familyasinda degerlendirilmistir (Popoff, 1984). Ancak
Aeromonaslarin ¢ok tuzlu (%6 NaCl) ortamlarda Grememesinden dolayi,
Colwel ve ark. (1986) Aeromonadaceae familyasinin olusturulmasini ve
Aeromonaslarin bu familyada toplanmasini énermislerdir. Son zamanlarda
yayimlanan makale ve Kkitaplarda Aeromonaslar kendi ismini tasiyan
Aeromonadaceae familyasinda incelenmektedirler (Austin ve Lee, 1992;
Flint, 1996; Chuang ve ark., 1997).

Aeromonaslar Gram negatif, fakultatif anaerobik, spor ve kapstil
olusturmayan, uglari yuvarlak ve aside direngli olmay?n comak veya
¢omakeik seklindeki mikroorganizmalardir (Bernheimer, 1974; Carnahan ve
ark., 1991a). Optimal Greme isisina ve hareketliliklerine gére aeromonaslar
iki gruba ayrilmistir. Bunlardan birincisi psikrofil ve hareketsiz aeromonaslar;
ikincisi ise mezofil ve hareketli aeromonaslardir. Birinci gruptaki aeromonas

tarleri A. salmonicida, A. media, A. achromogenes ve A. masoucida olarak
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adlandiriimiglardir. Bunlardan A. salmonicida ve A. media, baliklarda ve
diger soguk kanli hayvanlarda ender olarak hastalik olusturabilirlerse de
dogal kosullar aitinda saprofitik 6zellik tagirlar (Donlon ve ark., 1983; Allen
ve ark., 1983a; Turnbill ve ark. 1984; Barnhart ve ark., 1989; Panigua ve
ark., 1990). ikinci gruptaki aeromonaslar ise insan, memeli ve kanatlilarda
hastalik -olusturabilen mikroorganizmalar olup, fenotipik ve genotipik
farkhliklarina gére A. hydrophila, A. sobria, A. caviae, A. schubertii, A.
jandaeii, A. allosaccharophila, A. enteropelogenes, A. ichthiosmia ve A.
eucrendphila olarak ayriimistir (Macinnes ve ark., 1979; Carnahan, 1989,
Kampfer ve Altwegg, 1992, Martinez-Murcia ve ark., 1992; Euzeby, 1993,
Kaznowski, 1998). B

Hareketli aeromonaslar mikroskop altinda incelendiklerinde degisik
morfoloji ve blyUklUkler gésterirler. Bazi suslar kisa ¢comak, bazilari ise ince
ve uzun filamentéz sekilde gérulebilirler. Comak seklinde olanlar genellikle
0.6-1 x 1-4.4 um boyutlarinda, filamentéz olanlari ise 8 um uzunlugunda
olabilirler (Eddy, 1960; Schubertii, 1974; Austin ve ark., 1989; Jawetz ve
ark., 1989). Mikroskopta tek tek, ikili veya kisa zincirler halinde géralurler.
Hareketli aeromonaslar sahip olduklari polar flagella sayesinde aktif
hareketlidirler. Genellikle taze kulturlerde monotrik- flagelaya sahiptirler.
inkubasyon suresi kisa tutuldugunda lateral flagella gérulebilir (Snieszko,
1957; Nzeako, 1991).

Hareketli Aeromonas turleri rutin laboratuvarda kullanilan birgok
besiyerinde kolaylikla UGreyebilirler (Eddy, 1962; Shotts ve Rimler, 1973;
Knochel, 1989; Del Corral ve ark.,, 1990; Chuang, ve ark., 1997). Bazi
hareketli Aeromonas tlrleri, azot kaynagi olarak sadece amonyum, karbon
kaynagi olarak ise sadece glikoz, arjinin, asparjin veya histidini kullanarak
basit bir mineral ortamda Ureyebilirler (Kaper ve ark., 1979; Havelaar ve ark.,
1987; Mahajan ve ark.,, 1998). Tum hareketli aeromonaslar L-arjinin,
asparjin, 16ysin ve metiyonin karisimli besiyerinde Urerler. Optimum Ureme
1sis1 22-30°C olmasina karsin bazi suslar 5°C’de ve digerleri de daha yuksek
isilarda (37-41°C) Ureyebilirler. Nutrient agarda 37 °C'de 18 saatte 1-2 mm



capinda, kenarlar) dizgln, yuvarlak, kabarik, nemli, parlak, seffaf, gri-beyaz
renkli, S-formda ve kendine has kokulu Kkoloniler meydana getiririer
(Schubertii, 1967; Burke ve ark., 1984; Toranzo ve ark., 1986). Koloniler
eskidikge rengi agik kahve olur. Pigment olusturmazlar. Kanh agarda uretilen
bazi suslar beta hemoliz olusturabilir. Sivi besiyerinde genellikle homojen
bulaniklik yaparak Urerler. Bazi suslar ve eski klltUrler tipln dibinde tortu
olusturarak Ureme gésterir (Ross, 1962; Needham ve ark., 1979; Janda ve
Duffey, 1988; Jawetz ve ark. 1989; Sugita ve ark., 1995).

Hareketli aeromonaslar, kemoorganotrofiktirler ve hem oksidatif hem
de fermentatif metabolik respirasyona sahiptirler. Vibriostatik ajan olan
0/129 (2,4 diamino 6,7, diisopropyl piteridine)a karsi direnglidirler
(Carnahan ve ark., 1991a; Carnahan ve ark., 1991b; Schubertii, 1974).
Oksidaz testinde pozitif olmasinin disinda hareketli aeromonaslarin birgok
biyokimyasal reaksiyonu enterobakterilere benzemektedir (Colwel ve ark.,
1986, Jawetz ve ark.,"1989 Bilgehan, 1995; Haburchak ve ark., 1996). Tim
aeromonaslar birgok karbonhidrati fermente ederek bunlardan asit ve gaz
_meydana getirirler. Aeromonaslar fruktoz, glikoz, maltoz ve trehalozu
fermente etmesine karsin adonitol, dulsitol, inositol, inulin, meleztoz, sorboz
ve tilozu fermente edemezler. Nisasta, dekstrin, gliserol, kazein ve jelatini
hidrolize ederler. DNaz, arjinin dihidrojenaz ve fosfataz testlerinde
pozitiftirler. Ureyi parcalayamazlar. Bu testlerden glvenilir sonug eide etmek
icin, testler aeromonaslarin optimal Greme 1sist olan 30 °C'de yapilmalidir
(Wilson ve Miles, 1964; Schubertii, 1967). Aeromonas tlrlerinin
identifikasyonlari,  biyokimyasal Ozelliklerine gére yapilabilmektedir
(Carnahan ve ark.,, 1991a; Euzeby, 1993). Carnahan ve ark. (1991a),
hareketli aeromonaslarin tur dlzeyinde identifikasyonu igin yeni bir
identifikasyon semas! gelistirmistir.

Hareketli aeromonaslar, baliklarda, memelilerde ve kanatllarda
hastaliga neden olurlar (Hill ve ark., 1954, Gracey ve ark., 1982; Janda ve
Brenden, 1987; Majeed ve ark., 1989; Del Corral ve ark., 1990). Yapilan ilk

calismalarda, aeromonaslarin sadece baliklarda ve diger soguk kanli



hayvanlarda yasadigi ve zaman zaman bu hayvanlarda degisik klinik
bozukluklar meydana getirdikleri dasUnalmuastir (Eurell ve ark., 1978; Austin
ve ark., 1989; Del Corral ve ark., 1990). Soguk kanh hayvanlarin disinda
Aeromonas nedenli infeksiyon, insanlarda ilk kez Hill ve ark. (1954)
tarafindan septisemi vakasinda saptanmistir. Yaptilan ¢alismalarda hareketli
aeromonaslarin saglikli gérinen insanlarda da bulundugu ve birgok hastalik
vakasinda primer veya sekonder etken olarak izole edildidi bildirilmistir
(Carnahan ve ark., 1991c; Bilgehan, 1995; Haburchak ve ark., 1996;
Agarwal ve ark., 1998). Hareketli aeromonaslar insanlarda sindirim sistemi

infeksiyonlarindan baska cesitli sistem veya organlarda sporadik olgular

seklinde ekstraintestinal infeksiyonlara neden olur. Bu vakalar arasinda,

meningitis, konjuktivitis, korneal Glser, peritonitis, Uriner sistem infeksiyonu,
endokarditis, balanitis ve vaginitis sayilabilir (Donta ve Haddow, 1978;
Travis ve Washington, 1986; Freij, 1987; Bigehan, 1995; Haburchak ve ark.,
1996; Jorga ve ark., 1998)

Hareketli Aeromonas turlerinin ciftlik hayvanlarinda varligi ilk kez
Gray (1987) tarafindan ortaya konmustur. Arastirici, sigir, domuz, at ve
koyun diskilarinda bu etkenlerin varligini belirlemistir. Bu etkerjler, sigirlarda
abortus, artiritis ve vesikulitis vakalarindan primer olarak izole edilmistir
(Wohlgemuth ve ark., 1972; Gray ve ark., 1989; Gray ve ark., 1990; Jindal
ve ark., 1993; Moro ve ark., 1999). Kecilerde pnémoni (Alonso ve ark.,
1996), képeklerde septisemi (Pierce ve ark., 1973) ve koyunlarda infeksiyon
(Majeed ve ark.,, 1989; Tayar ve ark., 1994) olusturduklari bildirilmistir.
Hareketli Aeromonas tUrlerinin, evcil hayvanlarin barsaklarinda normal flora
etkeni olarak bulundugu da agiklanmistir (Gray ve ark., 1989; Borrell ve ark.,
1998).

Hareketli aeromonaslar, kanatlilarin sindirim sisteminde bulunmasina
karsin bu hayvanlarda ishal, istahsizlik, kilo kaybinin yani sira hemorajik
septisemi, enteritis, pndmoni, konjunktivitis, i¢ organlarda hemorajiler,
barsak ve midede Ulserlere yol agmaktadiriar (Gerlach ve Bitzer, 1971;

Panigrahy ve ark., 1981; Ocholli ve Kalejaiye, 1990; Garcia ve ark., 1992).



Kanatli hayvanlardan ilk aeromonas izolasyonu Mazarkiewich ve Wachnizk
(1969) tarafindan bildirilmistir (Ocholi ve Kalejaiye, 1990). Arastiricilar E. coli
infeksiyonu saptanan kazlarda sekonder etken olarak A. hydrophila'y: izole
etmislerdir. Gerlach ve Bitzer (1971) Almanya’da 3-16 haftalik ticari
hindilerde A. hydrophila'ya bagli hastalik tablosu tanimlamiglardir.
Aragtiricilar bu hayvanlarda %10'dan %30'a varan morbidite ve %1-5
mortalite saptamislardir. Ocholi ve Kalejaiye (1990) hayvanat bahgesinde
bulunan tropikal bir kusun (Groud hornbill) hemorajik septisemi sonucunda
6lmesi Uzerine yaptiklari bakteriyolojik incelemelerde, i¢ organlardan saf
kaltar olarak A. hydrophila'yi izole ve identifiye etmiglerdir. Panigrahy ve ark.
(1981) 6lumlerin géruldudl bir kus evinde bulunan 6 ergin kanaryada klinik
olarak ishal, tuylerin kabarmasi, zayiflama ve igtahsizlik saptamiglar ve bu
kanaryalarin (Toucan ve Coekatiel) organ ve barsaklarindan saf beta
hemolitik Gram negatif mikroorganizmalar izole etmisler ve bunlar A.
hydrophila olarak tanimlamiglardir. Garcia ve ark. (1992) evde beslenen 3
yasindaki bir muhabbet kusunda bilateral konjunktivitis, anoreksi, kageksi ve
depresyon; Glinder (1988) psittacine ve ispinoz (Finch) kuslarinda
belirledigi pnémonileri A. hydrophila’ya baglamistir.

Bircok arastirmaci aeromonaslarin hazir gidalarda, et ve et
artnlerinde bulunduklarini bildirmislerdir. Hareketli aeromonaslarin ézellikle
kirmizi-beyaz et ve Urunlerinde, ¢ig stt ve sebzelerde, salam ve sosislerde,
pigirilmig et ve UrGnlerinde, balik ve Grlnlerinde, salata ve mayonezde
bulunabildikleri saptanmistir (Khalil ve Mansour, 1997; Khurana ve Kumar,
1997; Borrell ve ark., 1998). Majeed ve ark. (1989) kuzu kesimhanesinden
aldiklar karaciger, bobrek, karkas, diski ve karkas ylkama sularindan
ayirdiklari 41 hareketli aeromonas susunun 27’sini karkaslardan ve 14’Gn0
digkilardan izole etmiglerdir. Khurana ve Kumar (1997), Hindistan'in
Haryana kentindeki marketlerden ve tavuk ciftliklerinden 102 adet tavuk
yumurtasi, 100’er adet tavuk et ve organi, 102'ser adet koyun et ve organi
olmak Uzere toplam 506 gida érnegini inceledikleri ¢alismalarinda, koyun

etlerinin  %37.5'inden, tavuk organiarinin %32.6'sindan, tavuk etlerinin

T.6. YISExOBRETIM 1oy

L

DOKUMAHTASYON WMERKDZ!



%28'inden, koyun organlarinin %24.2'sinden ve tavuk yumurtalarinin
%0.9'undan Aeromonas spp. izole ettiklerini bildirmiglerdir. Son ve ark.
(1997) Malezya'da marketlerde satilan baliklarin derileri Gzerindeki
Glserlerden aldiklari 35 érnegin 21'inden A. hydrophila izole etmislerdir.

Konu ile ilgili olarak Turkiye'de yapilan ¢alismalarda, Erdem (1995),
205 tavuk organinin 70'inden Aeromonas turlerini izole ve identifiye etmistir.
Bir diger calismada, Akan (1993) inceledigi 197 tavuk karkasinin 111'inden,
74 tavuk diskisinin 13'Gnden, 37 tavuk karkas yikama suyunun 29’undan, 72
sigir digkisinin 12'sinden ve 5 dogal akarsu 6rneginin 3'Unden hareketli
Aeromonas tlrlerini izole ettigini bildirmistir.

Bakteriyofaj, bakterileri infekte edebilen, infeksiyon sonunda ya
bakterileri lize ederek Uredigi ortama yeni bakteriyofaj partiktllerinin
saliverilmesine veya bakteriyofajin bir profaj olarak yasayip varligint devam
ettirmesine neden olan bakteri viruslari olarak tanimlanmaktadir (Primrose
ve Day, 1977; West, 1988, p.:49); Bakteriyofajlar hakkinda ilk bilgiler 1915
yilinda Twort tarafindan ortaya konulmustur. Arastirici, buzagilarin stafilokok
infeksiyonuna karsi asi ¢alismasi sirasinda urettigi etkenlerin Gzerinde,
bakteri Gremesi goérllmeyen zonlar olustugunu fark ederek, bu zonlarin
mikroskobik muayenesinde biyolojik énemi olmayan sekilsiz grandlleri
gézlemistir. Arastirict, zonlardan aldiklart materyalleri baska stafilokok
kolonilerine transfer ettiginde bu kolonilerde de ayni sekilde zonlar
olustugunu saptamistir. Ayrica bu kultirlerden buyyonda Gremis baska bir
stafilokok kulttrlne pasaj yaptiktan kisa bir stre sonra besiyerinin
bulaniklihgini  kaybettigini ve buyyonun mikroskobik muayenesinde
ortamdaki tum mikroorganizmalarin morfolojilerinin  bozuldugunu tespit
etmistir. Twort (1915) bakteriyofajlarin bu litik &zelliginin sadece bakteri
kulttrlerinde degil, kulturlerden hazirlanan filtratin da ayni 6zelligi tasidigini
bildirmistir.

Bakteriyofaj terimi ilk kez d-Herelle (1917) tarafindan kullamimistir.
Arastirict, dizanteriden yeni kurtulan hastalara ait diski drneklerinden

hazirladid: filtratin, dizanteri etkeni olan Bacillus dysenteriae’i tahrip ettigini



gbzlemistir. Arastirici, Twort'un bakteriyofajlaria ilgili pneuomokoklarda
yaptigi ¢aligmanin normal bir otolizis olayr oldugunu, kendi bulgularinin
Twort'un bulgularindan farkh oldugunu ifade etmistir. D-Herelle, bakteriyofa;
aktivitesinin bakteriyofaj pasajlanarak arttigini géstermistir. Arastirici ayrica,
bakteriyofajlarin defalarca pasajlanmasindan sonra, litik ézelliklerini 10 yila
kadar muhafaza ettigini de bildirmistir. Bir bakteriyofajin optimum litik
aktivitesinin, konakg! bakterinin optimum Ureme 1sisinda gerceklestigi de d-
Herelle tarafindan bildirilmigtir. D-Herelle (1917) ¢alismalarinin godunu B.
dysenteriae ve buna benzer diger enterik bakteriler Gzerinde yapmis
olmasina ragmen, arastiricinin izole ettigi bakteriyofajlarin bircogunun daha
~ sonraki yillarda yapilan calismalarla diger bakterilerde de litk etki
gosterdikleri tespit edilmistir (Frobisher, 1948). Arastirici filtratlarda bakteri
lizisine neden olan canli bir faktérli ima ederek, bakteri yiyen tek hicreli
canli anlamina gelen Protobios bacteriophagum seklinde bir isim
kullanmustir.

Bakteriyofajin canli bir organizma oldugu birgok aragtirici arasinda
genis yanki uyandirmistir (Kabeshima, 1920; Bordet, 1923; Andrewes ve
Elford, 1932; White, 1937; Lyscov ve Moshkovsky, 1969). Bordet (1923) bu
fenomeni bakterinin metabolik reaksiyonundan sonra ortaya c¢ikan litik
reagentler tarafindan olustugunu sdéylemisti. Kabeshima (1920),
bakteriyofaji bakteride litik 6zellik tagsiyan bir substansin katalize ettigini,
Northrop (1939) ise, Dbakteriyofaj aktivitesinin enzimler tarafindan
olusturuldugunu séylemistir. Kiltdr solUsyonlarda strekli dondurma ve
¢6zdurme sonucu DNA da “cryolysis” olustugu bildirilmistir. “Cryolysis”, DNA
fragmentinin denatlre olmadan yipranmasi olarak tanimlanmis ve elektron
mikroskopta gézlendigi bildiriimistir (Campbell-Renton, 1941; Lyscov ve
Moshkovsky, 1969).

Elektronmikroskopla yapilan caligmalarda, bakteriyofajlarin morfolojik
Ozellikleri hakkinda ayrinth bilgiler elde edilmistir (Mahony, 1968; Birge,
1994, bél.. 6-7; Arda, 1997). Bu amac igin Escherichia coli'ye ait

bakteriyofajlardan yararlaniimistir. Bakteriyofajlarin  morfolojileri  hayvan
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virislarininkine gére oldukga degisik ve komplike oldugu saptanmistir
"(Frobisher, 1948). Hayvan viruslari, genellikle, oval-yuvarlak veya mermi
biciminde olmalarina karsin, bakteriyofajlarin kuyruklu, kuyruksuz, yuvarlak-
oval, flamentéz ve pleomorfik bir bigcime sahip olduklart ag¢iklanmigtir
(Ackermann ve ark., 1985; Ackermann ve ark., 1994; Arda, 1997). Bradley,
bakteriyofajlari morfolojik 6zelliklerine gére 6 gruba ayirmistir (Arda, 1997).
Bunlardan ilk 3 gruba (tip A, B ve C) girenlerin kuyruklu olup, kuyruk
uzunlugunun ve yapilarinin birbirinden farkli oldugu bildirilmistir. Tip A
bakteriyofajlarin kuyruklarinda, tip B bakteriyofajlarinda olmayan, kontraktil
kilif, kuyruk levhasi, kuyruk ignesi ve kuyruk fibrillerine sahip oldugu
saptanmustir. Tip C bakteriyofajlarinin ise kuyruklari kisadir. Tip D ve E
bakteriyofajlar, kuyruksuz olup, kapsidlerindeki kapsomerlerin buytklukleri
ile birbirinden aynidigi gézlenmistir. Tip F bakteriyofajlar ise flamentéz
yapidadir (Bradiley, 1965; Ackermann ve ark., 1985; Merino ve ark., 1990a).
Ackermann ise bakteriyofajlarin morfolojik &zelliklerinin yani sira diger
6zelliklerin de dikkate alarak 4 temel gruba ayirmistir. Ackermann’in
klasfikasyon semasi Tablo 1.1'de gésterilmistir (Arda, 1997).

Tablo 1.1: Ackermann’in bakteriyofaj klasifikasyon (Arda 1997)

Sekil Niikleik asit Familya Cins Ozellik Ornek | Bradley
1) Kuyruklu | DNA 2, L Myoviridae - Uzun kuyruk, T4 A
fajlar Kontraktil
Styloviridae - Uzun kuyruk, Lambd
Nonkontraktil a
Podoviridae - Kisa kuyruk C
T7
2) Kiibik DNA 1, C ~ | Microviridae microvirus | Iri kapsomerli, ox174
simetrili Kompleksi
fajlar 2,C,S |Corticoviridae |Cortivirus Kapsid lipid PM2
Cift kapsid
2,L |Tectiviridae tectivirus Pseodokuyruk, PRD1
Lipid
RNA 1,L Leviviridae levivirus MS2 E
2L, Cystoviridae | Cystovirus | Zarfh lipid 06
Seg
3) DNA 1,C Inoviridae Inovirus Uzun ¢gomak Fd
Flamenttz Kisa gomak MNL1 |F
fajlar 2, L F3 grubu - Zarfh lipid TTVA1
4) DNA 2,C,S |Plasmaviridae |Plasmaviru |Zarfli lipid, kapsid{ MVL2
Pleomorfik S yok

Bakteriyofajlarin  kendi  konakgilarinda veya duyarlh  bakteri

hucrelerinde Uremeleri ve infeksiyon olusturmalarinin basglica 4 asamada
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gerceklestigi saptanmistir (Bradiley, 1965; Stewart ve Beswick, 1980). Bu
agsamalardan adsorbsiyon ilk basamag@ olusturur. Birinci asama geri
dénlasUmitdir ve bakteriyofaj ile bakteri hlicresinin rasgele ¢arpismasini
kapsar (Stewart ve Beswick, 1980; Arda, 1997). Carpisma sonunda bakteri
hicresinde homolog reseptér varsa doénUsimslz  karakterdeki
adsorbsiyonun ikinci asamasi gercgeklesir. Her bakteriyofaj icin bakteri
hiicresi zerindeki reseptdrierin, birbirinden ayri oldugu bildiriimistir. Bakteri
yuzeyindeki bakteriyofaj reseptdr bolgeler kendi bakteriyofaji ile antijenik bir
iliskiye sahip oldugundan, ancak kendisine bu y&nden homolog olan
bakteriyofajlari adsorbe ettigi saptanmistir (Blair ve Williams, 1961; Corbel,
1979, Birge, 1994). Yapilan arastirmalarda, bir bakteriyofaja karsi direng
kazanan bakterinin ayni gruptaki bakteriyofaji adsorbe etmedigi fakat baska
bir bakteriyofaji adsorbe edebilecedi gésterilmistir. Bir bakteri hiicresine bir
anda adsorbe olabilen bakteriyofajlarin ortalama miktarina infeksiyon
multiplisitesi denir (Stewart ve Beswick, 1980; Birge, 1994 bdl.: 6-8). Bakteri
ylzeyindeki pilus, teikoik asit, flagella, lipoprotein, protein ve lipopolisakkarid
(LPS) molekulleri ve hicre duvarinin diger bazi  komponentlerinin
bakteriyofaj adsorbsiyon reseptérleri olduklari agiklanmistir (Bayer, 1968;
Tokunaga, 1968; Arda, 1997; Rubres ve ark., 1998).

Bakteri viruslarinin konakgilarina adsorbe olmalarini takip eden
asama penetrasyon olarak tanimlanmaktadir. Bu asamada, bakteriyofajin
genetik materyali bakteri igine girer. Genetik materyal 6nce periplasmik
bosluga daha sonra bakteri sitoplazmasina geger. Penetrasyonda bakteri
Uzerinde olusan delikler, bakteri tarafindan hemen kapatilir (Stewart ve
Beswick, 1980; Birge, 1994, bdl.: 6-7; Arda, 1997).

Bakteriyofajlarin  genetik materyallerinin  bakteri sitoplasmasina
girmesinden “olgun bakteriyofajlarin olusumuna kadar gecen slre latent
dénem olarak adlandiriimaktadir. Bu dénem bakteriyofaj infeksiyonunun 3.
asamasini olusturur. Bu strenin 37 °C'de Uretilen T- even bakteriyofajlar icin
25 dakikada oldugu hesaplanmistir (Stewart ve Beswick 1980). Latent

ddénemin sonunda bakteriyofaj tUrtine ve bakteri susuna bagh olarak degisik

1.0, VOKSEKGERETIM HKURULU
nOKOMANTASYON MERKEZI
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sayida bakteriyofaj partikilu olusur. Bir bakteri hlcresinden meydana gelen
olgun bakteriyofaj sayisi patlatma sayisi (burst size) olarak tanimlanmaktadir
ve bu sayinin her bakteri hicresi i¢in ortalama 100 bakteriyofaj partikGlG
oldugu dustnilmektedir (Stewart ve Beswick 1980). Latent dénemin birinin,
hic bir olgun bakteriyofaj rastlaniimadigi ve latent periodun ilk agsamasini
teskil eden eklips dénemi; diderinin ise, sentezlenen bakteriyofa;
komponentlerinin birlestirilerek olgun bakteriyofaj partiktllerinin meydana
getirildigi  olgunlasma dénemi olmak Uzere iki asamadan olustugu
belirtilmistir (Birge 1994, bdl.: 6-7; Arda, 1997).

Bakteriyofaj infeksiyonunuﬁ son asamasi lizistir. Bu dénem, litik
bakteriyofajlar igin konakci bakteri hicresin &lmesi sonunda olgun
bakteriyofajlarin bakteri hicresinden disari ¢iktigi ddénemdir. Virulent
bakteriyofajlarda, bakteri hiicresinin lize olmasinda ve infeksiydz bakteriyofaj
partiktllerinin disari ¢ikmasinda, bakteriyofaj genomunda kodlanan litik
enzimlerin rol oynadigi belirtilmistir (Stewart ve Beswick 1980; Arda, 1997).
Nonlitik  infeksiyonlarda, bakterilerde  lizis meydana getirmeden
bakteriyofajlar bakteri hicresinde Uredikten sonra hicre duvarindan digari
ciktiklart gézlenmistir (Birge, 1994, p..199).

Bakteriyofajlarin duyarh bakterilerde genellikle 3 tur infeksiyona
neden oldugu belirlenmistir (Watanaba, 1968; Stewart ve Beswick 1980;
Young, 1992; Birge, 1994, bdl.: 6-8).

1. Litik infeksiyon: Litik veya virulent bakteriyofaj, kendisine duyarli
konakc! susun kati besiyerindeki kolonileri Gzerinde Ureyerek, belli bir slre
sonra, c¢aplar, sekli ve gérunimu, bakteriyofaj ve konakci tlrune gére
degismek Uzere goézle gdrulebilecek bUyUklukte plaklari meydana getirir.
Plaklarin sayilmasi ile orijinal stUspansiyondaki plak olusturan infeksiy6z
bakteriyofaj partikll sayisinin (pfu) hesaplandigi belirtiimistir. Sivi ortamda"
Uretilen bakteri kiitaru icin bakteriyofaj infektivitesi besiyerinin berraklagsmasi
ile anlasilir (Dougherty ve Lambart, 1950; Stewart ve Beswick, 1980; Birge,
1994, p.: 168).

2. Nonlitik infeksiyon: Temperate bakteriyofajlarda gértlen bu tar
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infeksiyonda, bakteriyofajlar hicreler icinde Gremesine ve disari ¢ikmalarina
karsin, konakcinin beslenme ve ¢ogalmasinda herhangi bir bozukluk
gézlenmez (Mahony, 1968; Birge, 1994, p.: 199; Arda, 1997). Flament6z
bakteriyofajlardan M13 ve fd bakteriyofajlari bu tarz infeksiyona sahiptirler
(Birge, 1994, chapter.: 7; Arda, 1997). Bir kisim bakteriyofajlarin konakgi
sitoplasmasinda bulunmasina karsin bagimsiz bir replikasyon karakterinde
olmadidi, ancak konakgisinin her bélunmesinde bakteriyofajin da replike
olarak bir kopyasinin kardes hicreye aktariididi saptanmistir (Birge, 1994,
p.: 230; Arda, 1997).

3. Lizojenik infeksiyon: Bazi bakteriyofajlar, konakginin igine girdikten
sonra bakteriyofaj DNA’s1 konakg¢inin genomu ile birlesir ve onun bir devami
haline gelir. Bu tarzda yasayan bakteriyofaj DNA'sina profaj ve konakci
hlicresine lizojen adi verilmektedir. Profajlarin bazi kosullar (UV isinlarina
maruz kalmasi, mitomisin ile muamele vs) altinda, Uzerinde bulundugu
konakcinin genomundan ayrilarak virulent form kazandigi bildirilmistir (Birge,
1994, chapter.: 7; Arda, 1997).

Bakteriyofajlarin  bakterilere  degisik  6zellikler  kazandirdigi
saptanmistir (Kada, 1962; Colon ve ark., 1970; Stewart ve Beswick, 1980;
Young, 1992). Corynebacterium diphtheriae'nin &zel bakteriyofaji ve
Clostridium botulinum tip-A susunun profajl ile lizojenize edildiklerinde
toksijenik hale geldikleri bildiriimistir (Stewart ve Beswick, 1980; Arda, 1997).
C. botulinum tip-C susuna ait sporlarin 70 °C’de 1sitildiginda lizojenik ve ayni
zamanda toksijenik 6zelligini kaybettigini ancak bu 6zelligi bakteriyofaj ile
muamele sonunda tekrar kazandidi acgiklanmistir. Ayrica lizojenik  C.
botulinum tip-C susunun (toksijenik tip-C'ye sahip) ikinci bir bakteriyofaj ile
_infekte edildiginde toksijenik tip-D’ye sahip suga dénUstugt ve tglinct profaji
ile infekte edildiginde ise Clostridium novyi tip-A'nin meydana geldigi
aciklanmistir (Stewart ve Beswick, 1980).

Bakteriyofajlarin bakterileri &ldirme yeteneklerinden vyararlaniimak
suretiyle hastaliklarin proflaksi ve sagaltiminda kullanilabilme olanaklan

arastiriimis, ancak yaptlan calismalarin blytk godunlugunda anlamli bir
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sonug elde edilemedigi bildirilmistir (Frobisher, 1948; Sandiford, 1970; Arda,
1997; Barrow ve ark., 1998). Yaniklar sonucu olugan infeksiyonlara karst
profilaktik olarak Stafilokok bakteriyofajlari kullaniimig, ancak denemeler
boyunca tiplendiriiemeyen ve bakteriyofaja kargi duyarhliklari azalmig
Stafilokoklarin sayisinin arttidi gézlenmistir (Lowbury, 1970; Sandiford,
1970). Dougherty ve Lambart (1950), bakteriyofaj aktivitesinin blylk Slgtde
irin ve diger vlcut sivilar tarafindan yok edildigini ifade etmistir.

Bakteriyofajlar, genel ve 6&zel transdiksiyondaki rollerinden
yararlanilarak genetik mUhendislik alaninda kullaniimaktadir (Stewart ve
Beswick, 1980; Birge, 1994, p.: 7; Arda, 1997). Birge (1994, p..7), genetik
manipUlasyonlarda istenilen bakteri kalturinin segilmesinde antibiyotik ve
Ureme fakidrlerin yani sira bakteriyofajlarin da kullanilabilecegini bildirmigtir.

Peynir, yogurt ve genetik uygulamalar gibi bakteri kuitirine ihtiyag
duyulan teknolojilerde, bakteriyofajlarin litik 6zellikleri kullanilarak saf bakteri
kaltur( elde edilmektedir. Arastiricilar bakteriyofajin litik ézelligini kullanarak
besiyerinde istenmeyen bakteri torlerinin ortamdan duyarll olduklari
bakteriyofajlar ile uzaklastirilabilecegini ac¢iklamiglardir (Dougherty ve
Lambart, 1950; Birge, 1994, p..7).

Bakteriyofaj duyarllik testi, bakteri siniflandiriimasinda sensitivitesi
yUksek olan konvansiyonel biyolojik yontemlerdendir. Bu test, Stafilokoklarin
gruplandiriimasi, S. aureLis, P. aeruginosa ve Salmonella/Shigella trlerinin
gruplandiriimasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Towner ve Cockayne,
1993; Mee-Marquet ve ark., 1997). Bakteriyofajla tiplendirilen bakteri listesi
Tablo 1.2’'de sunulmustur (Towner ve Cockayne, 1993).

Bakteriyofaj  tiplendirmesinin baz! dezavantajlarinin  oldugu
bildirilmistir (Meitert ve Meitert, 1978, Towner ve Cockayne, 1993).
Bakteriyofaj duyarlihik testi c¢evresel kosullardan etkilendiginden testi
yaparken incelenen konakgt kultGrinin ve test ortaminin, test igin uygun
duruma getirildiginden emin olunmalidir. Yapilan arastirmada bazi
aeromonas bakterifayojlarinin sadece 30 °C'de bazilarinin ise sadece 37

°C’de calisti§l gésterilmistir (Chow ve Rouf, 1983; Towner ve Cockayne,
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1993). Bazi bakterilerin, ¢cok az sayidaki bakteriyofaj tarafindan lize edilirken
bazilarinin bir¢cok bakteriyofaj tarafindan lize edildigi ve bazi bakteriyofajlarin
ise genis litik spektruma, bazilarinin da dar litik spekitruma sahip oldugu
saptanmistir (Chow ve Rouf, 1983; Ackermann ve ark., 1985). Bouvet
(1991), Acinetobacter igin olusturulan bakteriyofaj tiplendirme semasinin
Ulkeden Ulkeye degistigini bildirmistir. Lizojenik konversiyon, profaj kaybi ve
R plasmidinin kazanilmasi veya kaybediimesi gibi bazi genetik
mekanizmalar olustugunda bakteriyofaj tiplendirme yénteminin de degistigi
aciklanmigtir. Ayrica elde edilen bakteriyofajlarin aktivitelerinde degisiklik
olmadan tutulabilmeleri icin duyarli konakcilarinda sUrekli pasaj
yapilmalarinin uygun olacagdi bildiriimistir (Towner ve Cockayne, 1993).
Buna karsin bazi arastiricilar ise, bakteriyofajin surekli pasajlanméél
sonunda bazi 6zelliklerini kaybedebilecegini ifade etmislerdir (Frobisher,
1948; Birge, 1994 bél.: 9).

Tablo 1.2 Bakteriyofaj tiplendirme semalarini gelistirilen mikroorganizmalar (Towner
1993)

Mikroorganizma Arastinci (yil)
Acinetobacter spp. Bouvet (1991)

Bacillus spp. Berkeley et al. (1984)
Brucella spp. Corbel (1984)
Clostridium difficile Bacon et al. (1988)
Corynebacterium diphtheriae Saragea (1979)
Enterobacter cloacae Verschraegen et al. (1988)
Erysipelothrix insidiosa Stoeve (1979)
Escherichia coli Milch (1978)

Klebsiella spp. Slopek (1978)

Listeria monocytogenes Mclauchlin et al. (1986)
Mycobacterium spp. Redmond et al. (1979)
Proteus spp. Bergan (1978b)
Pseudomonas aeruginosa Bergan (1978a)
Salmonella spp. Guinee and van Leeuwen (1978)
Shigella spp. Bergan (1979)
Staphylococcus aureus Parker (1972)
Streptococcus agalactiae Stringer (1984)
Streptococcus faecalis Smyth et al. (1987)
Vibrio cholerae Mukerjee (1978)
Yersinia enterocolitica Bergan (1978c)

Aeromonaslara ait oldugu dastnulen ilk bakteriyofaj 1965 yilinda
tanimianmigtir (Bradiley, 1965). Bu bakteriyofaj daha sonraki yiliarda

1.0, YOHSEXCERETIN KURULY
DOWUMANTASYDR BIFRLEDS
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Aeromonas spp oldugu anlagilan Acetobacter'de izole edilmistir. Daha sonra
Paterson (1969), 9 adet A. salmonicida’'ya ait ve Wiebe (1968), 825 m
derinligindeki deniz suyundan Aeromonaslara spesifik psikrofilik ve halofilik
bakteriyofaji izole ettiklerini birdirmiglerdir. Popoff (1971) bir bahkgilik
isletmesinden, lagim ve ylzeysel sulardan aeromonaslara ait bakteriyofa;
izole etmig ve lizojenik bakterileri serolojik olarak gruplandirmistir.

Hareketli Aeromonaslara ait bakteriyofajlar Chow ve Rouf (1983)
tarafindan izole edilmigtir. Arastiricilar lagim suyundan izole ettikleri iki
bakteriyofajidan birinin (Aeh2), incelenen aeromonas fajlarinin en buyGgu

oldugunu vurgulayarak, bakteriyofajin konakgi bakteri kolonisi Uzerinde

turbid plaklar olusturdugunu bildirmislerdir. Her iki bakteriyofajin formole -.

karg! duyarl, 60 °C'de 1 saat Isitildidinda, pH 3 ve pH 11 de tamamen
inaktive oldugu saptanmistir. Aeh1 bakteriyofajinin 22 °C’'de 8 saat, pH'si 10
olan solusyona birakilmasi sonucunda infektivitesinin 5 kat arttigi
gézlenmistir. Bakteriyofaj Aeh1 ve Aeh2 serolojik olarak birbirinden farkl
olup, latent periyotlari sirasiyla 39 ve 52 dakika olarak tespit edilmistir. Aeh1
ortalama burst sayisinin 17 (pfu) olurken Aeh2'nin 97 (pfu) oldugu
saptanmistir. Bakteriyofaj Aeh1, incelenen 22 adet A. hydrophila susunun
13'0n0, Aeh2 ise, sadece Uretildigi orijinal A. hydrophila susunu lize etmistir.
Ayrica Aeh1'in A. hydrophila suglarini hem 37 °C’de hem de daha dusuk
Isilarda lize ettigi gézlenmistir. Her iki bakteriyofaj da, calismada kullanilan 2
Plesiomonas shigelloides susunu lize edememistir (Chow ve Rouf, 1983).
Ackermann ve ark. (1985), aeromonaslara ait 34 bakteriyofaji
elektronmikroskopta incelemis ve bakteriyofajlarin  33'Gnin kontraktil
kuyruga sahip oldugunu ve Myoviridae familyasinda yer aldigini, 1
bakteriyofajin ise kisa kuyruga sahip oldugunu ve Podoviridae grubundan
oldugunu bildirmistir. Bakteriyofajlarin ¢ogunun morfolgjisinin,
enterobakterilere ait T2, T7, P1 ve P2 bakteriyofajlarina benzedigi
gézlenmistir. Bu sonuglara gére arasgtiricilar  Aeromonaslar ve
enterobakteriler arasinda filogenetik iligki oldugu bildirmislerdir. Incelenen

bakteriyofajlarin baslarinin uzun oldudu da gézlenmistir. Arastirici, bu
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sonucu gbére aeromonas bakteriyofajlari ile T-even bakteriyofajlarinin ortak
bir atadan geldiklerini, baslarinin uzamasi ve kisalmasi sonucunda
birbirinden ayrildigini iddia etmistir. Arastirici, inceledi§i aeromonas
bakteriyofajlarindan T-even bakteriyofajlarina benzeyen 1 bakteriyofajin ¢ok
saylda dev bagli ve c¢ok kuyruklu anormal bakteriyofaj partikulleri
olusturdugunu géstermistir. Merino ve ark. (1990a), tath su érneklerinden,
cok sayida A. hydrophila ve A.sobria susuna ait kolonilerde plak olusturan,
Enterobactericeae ve Vibriolarda plak olusturmayan bakteriyofaj Pm2'i izole
ettigini bildirmistir. izole edilen bakteriyofajin, polinedral bas ve kontraktil
kuyruga sahip oldugu ve konakgi bakterinin LPS reseptérlerini tanidigi
aciklanmistir.

Diger bakterilerde oldugu gibi Aeromonaslarin hicre yUzeyindeki
bakteriyofaj reseptdrieri incelenmistir. Merino ve ark. (1990b), bakteriyofaj
18'e ddyarh A. hydrophila susunu incelemis ve bu bakteride bakteriyofaj
reseptérinin LPS'nin dustk MA kisminda oldugunu  sdylemistir. Bu
bakteriyofaja direngli olan mutant A. hydrophila suglarinda LPS O antijeninin
olmadigi ve hicre duvarinin LPS iskeletinde bazi de§i§iklikler oldugu
saptanmistir.  Ayrica konakg¢l Aeromonas suslarinin polar flagellasina
adsorbe olan bakteriyofaj Pm3'Unun izole edildigi bildirilmigtir.

Flint (1996) yaptigr calismada, cevresel kaynaklardan izole edilen
aeromonas suslarina ve standart A. hydrophila, A. sobria ve A.caviae
suslarina ait  bakteriyofajlar izole ettigini bildirmistir. Her 3 tlre ait
bakteriyofajlarin izole edildigi lagim sularindan ayni zamanda ¢ok sayida
konakg! bakteri de izole edilmistir. incelenen &rneklerin ¢ogunda A.
hydrophila'ya ait bakteriyofajlar izole edilirken A. caviae bakteriyofajlarinin
sadece lagim ve kontamine su drneklerinden izole edildigi agtklanmistir.

E;u calismada sigir, koyun, kanath barsak igeriklerinden, atik su ve
dogal akarsulardan hareketli Aeromonas turlerine ait bakteriyofajlarin izole
edilmesi, izole edilen bakteriyofajlarin litik spektrumlarinin degerlendiriimesi
ve  bakteriyofajlarin  hareketli  Aeromonaslarin  identifikasyonunda

kullanilabilirliginin ortaya konulmasi amag¢lanmistir,
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Orneklerin toplanmas:

Bu caligmada, hareketli Aeromonas tlrlerine ait bakteriyofajlarin izolasyonu
amaciyla cesitli kaynaklardan materyaller toplandi. Incelenen &rneklerin
kaynaklari ve sayilar Tablo 2.1.de sunulmustur. Ankara Universitesi
Veteriner Fakdltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalina muayene igin getirilen tavuk
ve civcivierden 39 adet, siis kuslarindan 5 adet, 6zel sektére ait bir
mezbahada kesilen koyunlardan 16 adet ve sigirlardan 10 adet barsak igerigi
ve 12 adet (6’s! aritmadan 6nce ve 6’sI aritmadan sonra olmak Uizere) karkas
ytkama suyu, Ankara ili ¢evresinde bulunan derelerden 5,
kanalizasyonlardan 3 atik su &rnedi olmak Uzere toplam 90 materyal
toplandi. Barsak ornekleri, barsaklar iki ucundan ligatiire edildikten sonra
ligatlrlin dis bolgesinden kesilerek alindi ve steril torbalara aktarildi. Su
ornekleri ise steril sigelerle toplandi ve agizlan steril pamuk ile kapatildi.
Toplanan tim &rnekler soguk zincirde laboratuvara ulastiriidi ve 2 saat igcinde

incelemeye alindi.

2.2, Besiyerleri

2.2.1. Alkali Peptonlu Su (APS): Bu besiyeri, hareketli Aeromonas ttrlerinin
izolasyonunda 6n zenginlestirme amaciyla kullanildi. Bu amagla 8 g Pepton
(Difco) 1000 ml distile suda eritildi ve %10’'luk NaOH ile pH 8,5 e ayarlandi.
Besiyeri 121 °C'de 15 dk sterilize edildi. Besiyerinin isisi 40-50 °C'ye
dusuraldukten sonra igine 20 pg/ml miktarinda ampisilin ilave edilerek iyice

karistirildi ve 10 ml miktarinda steril tiplere taksim edildi.

Tablo 2.1. Incelenen materyallerin kaynaklari ve sayilari

Barsak Igerigi Su

Tavuk | Koyun | Sigir | Sus kusu| Karkas | Dogal | Atik | Toplam
yikama

39 16 | 10 S 12 5 3 | 90
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2.2.2. Ampisilinli Kanli Agar (AKA): Hareketli Aeromonas tiirlerinin
izolasyonu amaciyla kullanildi. Blood Agar Base No 2 (Oxoid) 40 g/l olacak
sekilde distile suda eritildi ve pH 7,4’e ayarlandi. Otoklavda 121 °C'de 15 dk
sterilize edildikten sonra 45 °C'ye sogutuldu ve 20 pg/mi konsantrasyonda
ampisilin ve %5 steril defibrine koyun kani ilave edilerek steril petri kutularina
doékildii. Hazirlanan besiyerleri 37 °C’de 24 saat bekletilerek sterilite kontroli
yapildi. Bu besiyerleri +4 °C’de saklanarak en fazla bir hafta icinde kullanildi.

2.2.3. Nutrient Buyyon (NB): Aeromonas bakteriyofajlarinin
izolasyonunda ve standardizasyonunda kullanildi. Ayrica bu besiyerinden
Aeromonas  suslarinin  biyokimyasal aktivitelerinin  saptanmasinda
yararlanildi. 1 | distile su iginde 8 g pepton (Oxoid), 8 g NaCl (Oxoid), 3 g
yeast extract (Oxoid) ve 3 g beef extract (Oxoid) olacak seklide eritildi,
buyyonun pH'si 7,4’'e ayarlandi ve 250 mllik erlenmayerlere 100 ml
miktarlarinda taksim edildikten sonra otoklavda 121 °C’'de 15 dakika sterilize
edildi. )

2.24. Diger Besiyerleri: Hareketli Aeromonas tirlerinin
Uretilmesinde, pasajlarinin yapiimasinda ve bakteriyofaj ddyarllllk testinde
Nutrient agar (NA) ve suslann saklanmasinda %20 gliserinli NB'den
yararlanildi. Hareketli Aeromonas suglannin identifikasyonunda Eskiilin agar
(Oxoid), Tripple Sugar Iron Agar (Oxoid), Oksidasyon-Fermentasyon besiyeri
(Merck) ve Voges-Proskauer (VP) buyyon (Merck) kullanildi.

2.3. Tampon sivilar

2.3.1. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS): Digkilarin sispanse edilmesi amaciyla ve
bakteriyofajlarin lizik spektrumunun belirlenmesi sirasinda negatif kontrol
olarak pH’si 7,2 olan %0,85 NaCl eriyigi kullanildt.

2.3.2. Ringer solusyonu: Calismada elde edilen-bakteriyofajlarin
RTD’lerini belilemek amaciyla sulandirma solusyonu olarak kullanildi.
Solusyon 1 | distile suda 9 g NaCl, 0,22 g CaCl ve 0,42 g KCI eritilerek
hazirlandi ve otoklavda sterilize edildikten sonra kullanildi (West, 1988,
p..537).
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2.4. Hareketli Aeromonas suslari

Calismada toplam 66 hareketli Aeromonas susu kullanildi. Bu suglarinin 15°i
calismada kullanilan materyallerden izole edilirken, 51'i Ankara Universitesi
Veteriner Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiltir koleksiyonundan
saglandi. Kultir koleksiyonundan saglanan bu susglarin 3'a A. hydrophila (10,
57 ve Her 1210 (ATCC 7966)), 7’si Aeromonas sobria (11, 17, 18, 21, 28, 34
ve 52), 11'i Aeromonas caviae (4, 6, 9, 32, 43, 49, 50, 55, 58 ve 59), 5
Aeromonas schubertii (12, 16, 35, 36, ve 37) ve 25’i Aeromonas jandaei (1,
2, 3,5,7,8,13,15, 20, 22, 23, 24, 26, 29, 30, 31, 33, 38, 44, 45, 46, 47, 54,

56 ve 60) tirlerine ait suslardi.

2.5. Hareketli Aeromonas tiirlerine ait bakteriyofajlarin izolasyonunda
kullanilan konakgi susglari

Bu suslarin belirlenmesi amaciyla, kultir koleksiyonundan saglanan
suslarin, sodiumdodesilstfat-poliakrilamid jel elektroferizisi (SDS-PAGE) ile
tim hiicre protein profilleri incelendi. Birbirinden farkli tim hicre protein
patternlerine sahip suslardan ikisi, bakteriyofaj izolasyonunda kullaniimak
icin segildi. Bu galisma sonuncunda A.hydrophila 10 ve 57, A.sobria 18 ve
28, A.caviae 32 ve 50, Ajandaei 22 ve 23, A.schubertii 35 ve 37 suslan,
konakg! olarak belirlendi. Ayrica érneklerden izole edilen her tire ait bir sus
da konakgi olarak bakteriyofaj izolasyonunda kullanildi.

2.6. Hareketli Aeromonas suslarinin izolasyon ve identifikasyonu

Toplanan barsak érnekleri laboratuvarda aseptik kosullarda steril bos bir petri
icine aktarildi. Yaklasik 1g icerik alinarak 10 ml APS’e konuldu ve
homojenize edildikten sonra bir gece 37°C de inkubasyona birakildi. Bu sire
sonunda APS'den bir éze dolusu alinarak Ampisilin-Kanli agara ekim yapildt
ve petriler 37°C de 24 saat inkiibe edildi. Ayrica bakteriyofaj izolasyonu igin
ilk filtrasyon isleminde kullanilan membran filtre APS’e konularak bir gece
37°C de inkubasyona birakildi. Bu siire sonunda besiyerinden &éze ile alinan
sivi AKA’'a ekildi. Besiyerleri 37 °C'de 24 saat inkube edildi ve ireyen

koloniler hareketli Aeromonas tirleri yéninden degerlendirildi (Schubertii,
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1974, Popoff, 1984; Carnahan ve ark. 1991a).

Su ornekleri milipor filtreden (0,2 uym) yaklasik 100 ml stizildikten
sonra, membran filtre 10 ml APS igeren tuplere aktarildi ve 37°C de bir gece
bekletildi. Bu siirenin sonunda AKA'a 6ze yardimi ile ekim yapildi ve ekim
yapilan besiyerleri 37°C de 24 saat inklibe edildi.

Inkubasyon sonrasinda AKA'da Ureyen mikroorganizmalarin
morfolojileri hareketli Aeromonas’lar yéninden incelendi. Supheli koloniler
secilerek Gram ydntemi ile boyandi. Gram negatif gomaklarin kolonilerinden
APS’e pasajlanarak 8 saat bekletildikten sonra NA’a ekildi. NA'da treyen
koloniler NB'ye ekildi ve 37 °C'de 1 gece inkiibe edildi. Sivi besiyerinde
treme o6zelligi incelenerek lam-lamel arasi hareket muayenesi yapildi ve
Gram yéntemi ile boyanarak saflik kontrolt yapildi. Hareketli Gram negatif
comaklar, biyokimyasal 6zellikleri incelénerek identifiye edildi (Carnahan ve
ark., 1991a). lIdentifiye edilen kiltirler, daha sonra izole edilen
bakteriyofajlarin litik spektrumunu saptamak amaciyla -70 °C’de gliserinli NB'
de saklandi.

Ayrica, Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dah kulttr koleksiyonundan saglanan suslar ve A. hydrophila Her 1210
(ATCC 7966) susu, galismada kullaniimadan 6nce Ureme ve biyokimyasal
Szellikleri yeniden test edildi .

Hareketli aeromonaslarin izolasyon semas: Tablo 2.2. ve tir

duzeyinde identifikasyonunda kullanilan testler Tablo 2.3..de sunulmustur.
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Tablo 2.2. Hareketli Aeromonas tirlerinin izolasyonu
MATERYAL

| : I
Barsak igerigi su

/

Alkali Peptonlu su (APS)
24 saat 37 °C'de inkiibasyon

Ampisilin’li kanh agar'a (AKA) ekim
24 saat 37 °C;de inkilbasyon
Koloni segimi * l

Beta hemolitik veya nonhemolitik
Gram negatif, hareketli, katalaz ve

oksidaz pozitif koloni segimi

. pasaj
APS’ye tek koloni inokulasyonu
8 saat 37 °’Cre inkubasyon

Nutrient agar'a (NA) ekim
24 saat 37 “de inkubasyon
«—————— saflik kontroll

Saf kultur (TVI ortamda)

Biybkimyasal testler
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Tablo 2.3. Hareketli Aeromonaslarin Identifikasyonu (Carnahan ve ark.,
1991a)

AEROMOTAS
Gram-negatif, hareketli, oksidaz pozitif, katalaz pozitif, O/129’a direngli

(150ug/ml),

glikoz ve mannitol fermentasyon pozitif, %6 NaCl'da Greme negatif.

Eskilin hidrolizasyon

[ |
- __Indol + - Glikoz’dan gaz olusum +
A. schubertii A. caviae
Voges-Proskauer
I ; l + —Arahinezdan-asit— £
A. trota A. hydrophila
Sefalotin’e direng (3D pg)
v
Sukroz’drn asit - +
_ . [ ]
l l A. veronii A hydrophila

biovar veronii
A. jandaei A. veronii

biovar sobria
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2.7. Hareketli aeromonas bakteriyofajlarinin izolasyonu
Ligature edilmis barsaklar laboratuvarda aseptik kosullarda petri kutularina
alinip, bakteri izolasyonu amaciyla ekimler yapildiktan sonra, bir ucu agilarak
barsak igerigi steril FTS ile sispanse edildi. Sispansiyon daha sonra 250
mi'lik erlenmayerlere aktanidi ve iyice karistirildi. Bu karisim daha sonra
santrifdj tOplerine alinarak 2500-3000 devirde 20 dk santrifij edildi.
Calismada kullanilan su &rnekleri de [aboratuvara ulastirildiktan sonra
santrifllj tiplerine alindi ve diski érneklerinde oldugu gibi santrifilj edildi. Bu
agsamadan sonraki iglemler tim &rnekler igin ayni sekilde yapildi. Santrifilj
isleminden sonra alinan tum Ust sivilar milipor filtreden (0,2 um g¢apinda)
slizildi. Daha sonra 100 ml buyyonda yeni Gremis (18-24 saatlik kiltir)
konakgi Aeromonas kiltirleri (A. hydrophila 10, 57; A. sobria 18, 28; A.
caviae 32, 50; A. schubertii 35, 37 ve A. jandaei 22, 23) Gzerine 10 ml filtrat
ilave edildi ve erlenmayerler 37°C de bir gece inkubasyona birakildi. Bu slire
sonunda inkiibe edilen kiltar-filtrat karigimi santrifiij edildi, Gst sivi filtreden
gegcirildi ve taze kulturler Gzerine 10 ml olarak ilave edildi. Bu islem tim
érnekier igin 3 kez tekrarlandi (Flint, 1996). Ayrica, segilen konake suslarinin
disinda 6rneklerden izole edilen hareketli Aeromonas susglan (zerinde de
ayni iglemler yapildi. Son filtrattan ekimler yapilarak sterilite kontroli
gerceklestildi. Steril filtratlardan, konakgl suslarinin NA'daki yayma kulttr
izerine 10 ul damiatildi ve 37 °C’de 48-72 saat inkube edildi. Inkubasyon
sonunda, filtratin damlatildiyi bélgede plak olusumu bakteriyofaj yoniinden
pozitif olarak degerlendirdi ve daha sonra RTD’sini ve litik spektrumunu
belirlemek amaciyla, filtrat -20°C'de muhafaza edildi. Bakteriyofaj izolasyon
ve standardizasyonunda izlenen asamalar Tablo 2.4.de sunulmustur.

lzole edilen bakteriyofajlarin  standardizasyonu, zenginlestirme
yéntemiyle yapild (Flint, 1996). Lizis goériilen fakat tam olmayan filtratiar
yeniden zenginlestirme islemine tabii tutuldu ve ayni konakgi(lar) tzerinde
test edildi. Bu islem sonunda lizis olusup olusmamasina gére sonuglar
degerlendirildi. Lizis gérllen filtratlarda bakteriyofaj pozitif, gorlilmeyenler ise
negatif olarak kaydedildi. Pozitif olarak belirlenen tim o6rnekler, kultar

koleksiyonundan saglanan 51 adet ve caligmada izole edilen 15 hareketli



Aeromonas sugu Uzerinde test edildi ve bakteriyofajlarin litik spekturumu
belirtendi.

Tablo 2.4. Bakteriyofaj lzalasyon ve Standardizasyonu (Flint, 1996)
MATERYAL

'

Barsak icerigi

\ FTS de homojleW

2500-3000 rom'de 15 gk santrifij

.

Su

Hicresiz supematantin siiztiimesj

Filtratin taze stvi kiilttire inokulasyonu

18 saat 37 “Cde
inkubasyon

i k defa tekr
2500-3000 rpm'de 15 dk santrifgj N

v

Supematantin sizlimesi

Filtrattan 10 ul, agal Gzerindeki taze
kGltGrd Gzerine damiatiimasi

24-72 saat 37 “de inkubasyon

Plak olugsumunu kontroli
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2.8. Bakteriyofajlarin Rutin Test Dilusyonlarinin (RTD) saptanmasi
RTD'leri saptamak amaciyla kendi konakgilarinda aktive edilen
bakteriyofajlar, Ringer ¢ézeltisi ile iki kath (1/2, 1/4, 1/8 ...1/256) sulandirildi.
Daha sonra petri kutusundaki agar lzerine yayilan ve kurutulan taze konakgi
susu Gzerine kaltur filtratlar direkt ve filtratlarin her bir dilusyonundan ayn
ayr 10 yl olarak damlatildi. Besiyerleri 37 °C'de 24-72 saat inkiibe edildi ve
petek tarzindaki géranimin belirlendigi sulandirma 1 RTD olarak kabul
edildi. Tum islemlerde kontrol olarak steril FTS kullanildi (Flint, 1996).
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3. BULGULAR

3.1.Hareketli aeromonas susglannin izolasyon ve identifikasyon
bulgulan

Cesitli kaynaklardan toplanan 90 adet &rnekten izole ve identifiye edilen
hareketli Aeromonas tlrlerinin sayilari ve oranlart Tablo 3.1.de sunulmustur.
Toplam 90 adet materyalin 15'inden (%16,7) hareketli Aeromonas tlrieri
izole edildi. Izole edilen suglarin 5'i (%33,3) A. hydrophila, 4'0i (%26,7) A.
schubertii, 3'd (%20) A. jandaei, 2'si (%13,3) A. sobria ve 1'i (%6,7) A. caviae
olarak ayrildi. En yilksek oranda izolasyon atik sulardan (%100), en disik

izolasyon ise sigir barsak igeriginden (%10) gergeklestiriidi.

Tablo 3.1. Materyallere goére cesitli kaynaklardan Hareketli Aeromonas
suslarinin izolasyon oranlar '

Kaynak Materyal sayisi Izolasyonu (%)

Tavuk 39 4 (10,3)

Koyun 16 2 (12,5)
Diski Sigir 10 1(10)
Sus kusu 5 1 (20)

Toplam 70 8 (11,4)
Karkas yikama su 12 3 (25)
Su Dogal su 5 1 (20)
Atik su 3 3(100)
Toplam 20 7 (35)

Toplam 90 15 (16,7)

Incelenen 70 adet diski 6rnedinden toplam 8 adet hareketli
Aeromonas izolasyonu yapiidi. Kanatli hayvanlara ait 39 adet barsak
iceriklerinden 4 (%10,3), koyunlara ait 16 barsak igeriginden 2 (%12,5), 10
adet sigir barsak igeriginden 1 (%10) ve sus kuslarina ait 5 adet digki
orneginden 1 (%20) izolasyon yapildi. [zole edilen suslann 3'G (%37,5) A.
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hydrophila, 3't (%37,5) A. schubertii, 1'i (%12,5) A. jandaei ve 1'i (%12,5) A.
sobria olarak ayrildi. Incelenen su érneklerinden toplam 7 (%35) izolasyon
yapildi. Karkas yitkama sularindan aritmadan 6nce alinan 6 érnedin 2'sinden
(%33,3), aritmadan sonra alinan 6 érnedin 1'inden (%16,7), 5 dogal akarsu
ornedinin 1'inden (%20) ve 3 atik su o6rnedinin 3’'nden (%100) hareketli
aeromonas izolasyonu yapildi. Bu suglardan 2'si (%28,6) A. hydrophila, 2'si
(%28,6) A. jandaei, 1'i (%14,3) A. sobria, 1'i (%14,3) A. caviae ve 1'i (%14,3)
A. schubertii olarak identifiye edildi.

Izole edilen hareketli acromonas suslar izole edildiji kaynaga gére
adilandirildi. Buna gore A. hydrophila susiar Hk1, Hmks, hkyd, Hkan ve Hp;
A. sobria susglar smk ve skyd; A. jandaei suslar JK, Jp1 ve Jp2; A. schubertii
suslar sck, scAt, scmk ve sckys ve A. caviae susu ise CD olarak adilandirildt.
Bu izolatlarin turlere gére dagilimi Tablo 3.2'de gésterilmistir.

Tablo 3.2. Materyaliere gére gesitli kaynaklardan izole edilen suslarin tirlere

dagihimi
Izole edilen tiirleri
Kaynak A. hyd.| A.sob.| A. cav. | A. sch. | A. jan.| Toplam
Tavuk 1 - - 2 1 4
Koyun - 1 - 1 - 2
Diski Sigir 1 - - - - 1
Sis kugu 1 - - - - 1
Karkas ytkama su 1 1 - 1 - 3
Su Dogal su - - 1 - - 1
Atik su 1 - - - 2 3
Toplam 5 2 1 4 3 15
(%) (33.33) | (13.33) | (6.67) | (26.67 | (20.0) | (100)

A. hyd. = A. hydrophila A. sob. = A. sobria A. cav = A. caviae A. sch. = A. schubertii A.

jan. = A, jandaei

T.C. VEKSEKGERETim i
oLy [ £ Uﬁ
BOKHMANTAS v o MERKEZE
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3.2. Bakteriyofaj izolasyon bulgulari

Cesitli kaynaklardan toplanan 90 adet materyalden izole edilen hareketli
Aeromonas suslarina ait bakteriyofajlarin say! ve oranlan Tablo 3,3.'de
gosterilmigtir. Incelenen 90 adet 6rnekten toplam 30 (%33,3) bakteriyofaj
izole edildi. En ylUksek izolasyon orani atik su &rneklerinden (%100, 3
ornekten 5 adet bakteriyofaj izole edildi) elde edildi. Sts kuslarindan alinan
barsak igerigi ve dogal su érneklerinden bakteriyofaj izole edilemedi. Tavuk
barsak igeriklerinden 16 (%41) adet bakteriyofaj, koyun barsak igeriklerinden
4 (%25) ve sigir barsak igeriklerinden ise 2 (%20) adet bakteriyofaj izole
edildi. Antmadan o6nceki karkas ylkama suyunda 3 adet bakteriyofaj
saptanirken, aritma sonrasindaki karkas ylkama suyunda bakteriyofaj

saptanamadi.

Tablo 3.3. Cesitli kaynaklardan izole edilen bakteriyofajlarin sayi ve oranlari

Kaynak Materyal sayisi Izolasyonu (%)
Tavuk 39 16 (41)
Koyun 16 4 (25)
Digki Sigir 10 2 (20)
Sas kusu 5 0
Toplam 70 22 (31,4)
Karkas yikama su 12 3 (25)
Su Dogal su 5 0
Atik su 3 5 (100)
Toplam 20 8 (40)
Toplam 90 30 (33,3)

Tavuk barsak iceriklerinden yapilan izolasyon ¢alismalarinda elde
edilen hareketli Aeromonas suslarina ait 16 (%53,3) adet bakteriyofajin 7’si
(%43,8) A. hydrophila'da, 4’ (%25) A. sobria'da, 3'l (%18,8) A. schubertii'de
ve 2'si (%12,5) A. jandaei'de Uretildi. Atik sularindan izole edilen 5 adet
bakteriyofajin 2'si A. sobria’da, 1'i A. hydrophila’'da, 1'i A. schubertii’de ve 1'i
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A. jandaeide izole edildi. Karkas ylkama suyundan izole edilen 3
bakteriyofajin 1'i A. hydrophila’da, 1'l A. sobria’da ve 1'i A. schubertii’de
tretildi. Koyun ve sigir barsaklarindan izole edilen toplam 6 (%23,1) adet
bakteriyofajin 1'i (%16,7) A. hydrophila’da, 2’si (%33,3) A. sobria'da, 2'si
(%33,3) A. schubertii'de ve 1'i (%16,7) A. jandaei'de izole edildi. Calismada
A. caviae'da herhangi bir bakteriyofaj Gretilemedi. |Izole edilen bakteriyofajlar,

materyallere ve tirlere gére dagihmlari Tablo 3.4.'de goésterilmigtir.

Tablo 3.4. Materyaillere goére izole edilen bakteriyofajlarin tirlere dagihmi

izole edilen bakteriyofajlarinin Aeromonas tirlerine
dagihmi
Kaynak A. hyd.| A. sob. [A. cav.| A.sch. | A.jan. | Toplam
Tavuk ' 7 4 - 3 2 16
Koyun' - 2 - 1 1 4
Diski Sigir 1 3 A -
Sus kusu - - - - - -
. Karkas yikama su 1 1 - 1 - 3
Su Dogal su - - - - - -
Atik su 1 2 - 1 1 5
Toplam 10 9 - 7 4 30
(%) (33.3) | (30) - (23,3) | (13,3) | (100)
A. hyd. = A. hydrophila A. sob. = A. sobria A. cav = A. caviae A.sch.=A. schubertii A.

jan. = A. jandaei

Calismada izole edilen bakteriyofajlar da izole edildigi kaynak ve
konakg! bakterilere gére farkli kodlarla isimlendirildi. Bu bakteriyofajlardan A.
hydrophila konakgisinda izole edilenler P1g, Ko, At1p , K249, Atk 19, MKysg,
Mk310, At140, K119, ve At24p; A. sobria konakgisinda izole edilenler Pyg Kag
Atys, Gig, P22, At275, Mkyzs, Mkdog, ve Mk3zs; A. schubertii konakgisinda
izole edilenler P37, Ksz, Ats7;, Mkys;, Mk3s7;, Mkss; ve Gss; A. jandaei

konakgisinda izole edilenler ise P2, Kz, Aty; ve Mk32; olarak adlandirildi.
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3.3. Litik spektrum bulgular
A. hydrophila konakgi suslarindan izole edilen bakteriyofajlarin litik
spektrumu incelendiginde, test edilen 66 Aeromonas susu (zerinde en genis
spektrum 36 Aeromonas susu ile Mk31g bakteriyofajinda en diislk spektrum
ise 21 aeromonas susu ile K24 bakteriyofajinda saptandi. A. hydrophila
konakgilarinda Uretilen bakteriyofajlarinin litik spektrumu Tablo 3.5.'de
gosterilmigtir. lzole edilen A. hydrophila bakteriyofajlarinin, A. hydrophila
suglarn zerine litik etkisinin incelenmesi sonucunda, 10 ve Her 1210
suslarinin izole edilen tim A. hydrophila bakteriyofajlan tarafindan lize
edildidi tespit edildi. A. hydrophila Hp susu ise sadece 2 A. hydrophila
bakteriyofaji tarafindan lize edildi. A. hydrophila’da Uretilen bakteriyofajlarinin
calismada kullanilan hareketli Aeromonas tirleri Uzerine etkisi
incelendiginde, A. sobria 28, A. jandaei 45 ve A. schubertii 35 suslarinin izole
edilen tim bakteriyofajlar tarafindan, A. caviae 43 susunun ise 9 bakteriyofaj
tarafindan lize edildigi saptandi. Calismada kullanilan A. sobria 11 ve 17, A.
caviae 9, 50, 55,59 ve CD, A. jandaei 2, 15, 24, 26, 38, 46, 54, 56, 60 ve
JP2, A. schubertii 16 suslan, izole edilen A. hydrophila’da izole edilen
bakteriyofajlarinin higbirisi tarafindan lize edilemedi. ‘
A. sobria bakteriyofajlarinin litik spektrumu Tablo 3.6.'da gdsterilmistir.
A. sobria konakg! suslarindan izole edilen bakteriyofajlarin litik spektrumu
incelendiginde, test edilen 66 Aeromonas susu Uzerinde en genis spektrum
17 hareketli Aeromonas susu ile Kys bakteriyofajinda en diislik spektrum ise
6 hareketli Aeromonas susu ile At1,3 bakteriyofajinda saptandi. A. sobria
bakteriyofajlarindan Kys bakteriyofaji, ¢alismada kullanilan 9 A. sobria
susunun 5’ini ve At1,s bakteriyofaj sadece 1'ini lize etti A. sobria
bakteriyofajlarinin calismada kullanilan diger Aeromonas tirleri Gzerine etkisi
incelendiginde, en yiksek dizeyde litik etki A. hydrophila 10 susunda 6
bakteriyofaj ile, A. caviae 43 susunda- 5 bakteriyofaj ile, A. jandaei 45
susunda 9 bakteriyofaj ile ve A. schubertii sck susunda 5 bakteriyofaj ile

belirlendi.
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Tablo 3.5. A. hydrophila konak¢ilarinda izole edilen bakteriyofajlarmin litik
spektrumu

Bakterivofaj
Bakteri susu P K Aty K2, Atkn __Sﬂ'(\'m Mk3in | MKSio Kl At2.s Toplam
+ + + + + + + + +
57 - + + - + - + + - - 3
1210 + + + + + + + + ¥ ¥ 1
ki - + + + + + + + + +
A.hyd | Hmks - + + - + + + + + +
n=§ ™ hkyd - - + - - + + + - - 4
+ + + + - + + + + + 9
D + - - - - - ~ + - - 2
Toplam I 4 6 7 4 5 6 i 8 5 5
i - - - - - - - - - -
_}f + + + + + + + - + + g
Asob 2 + = + - + - + - - - - 4
=9 [ 28 T ¥ ¥ ¥ ¥ T + T ¥ T |
- + - - - - + - - - .
52 - + - - - - - - - -
smk - - - - + - - + - - 2
[—skyd + - + - - + - - - - 3
Toplam 4 4 4 2 4 3 4 2 2 2
4 - - - - - - + + + +
6 - - - - + + + + + -
—3 = = = . = * < = * =
2 + - - - + + - + - +
A.cav 43 + + + + + + -+ - F T g
n=12 Z - + - + - - + - + - 4
51 + - - - - - - - - -
55 - - - - - - - - - -
58 - - - - z + - - z -
CD - - - - - - - - - -
Toplam 3 2 1 2 3 4 4 3 4 3 .
. = + + + + + + + +
2 - - - - - - - - - - B—J
- - + - - - - + - + 3
5 + + + 2 3 + + + - + 7
7 + - + T + + + + + + 9
| 8 + - + + + - + + - - 6
+ = - + ¥ - + + - - 5
5 - - - - = - - - - - 0
* - = S + + - - - 3
+ + + + + + + - - + 8
2) ¥ - - - - - - + - - - —2
- - - - - - - - - - 0
A.jan. 2 - - - - - - - - - - 0
ni28 29 T ¥ - ¥ + ¥ ¥ ¥ T ¥ 9
Z = + = 5 + + - - 3 K
31 + - + + - + * - - - g
3 - - + - - - - + - - p
4 - - - - - + + + - ¥ K
45 + + + + + + + + + + 1
4 - - - - - - - - - -
47 + - - - + + + - - +
54 - - - - - - - - - -
I - - - - - S I 2
20 T z z . . = - . - .
K - + + ¥ * - - + + +
) + + + - - - + - - + 5
p3 - - - - - - - E - - 0
Toplam 12 6 12 9 g9 11 15 11 5 11
2 - - - + - + + + - + 5
5 + + + + + + + + + + 10
A. sch. [ - - + - - + + - + + S
n=9 yi - + + - + + + + + -
SC - + + * + - + + ¥ - 7
[ scAf -~ + + + + - - + + - 6
semk - - + - - - + + - - K
sckys + - - - - + - - + - 3
Toplam 2 4 6 £ 4 5 6 6 _6 3
Toplam 25 22 30 21 24 29 36 30 22 24
(%) (379) | (33.3) t(45.4) | (31.8) | (36.4) ! (43.9) | (54.5) | (45.5) | (33.3) | (36.4)

A. hyd. = A hydrophila A. sob. =A. sobria A. cav.=A.caviae A.sch. =A. schubertii
A. jan. = A. jandaei
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Tablo 3.6. A. sobria konakgilarinda izole edilen bakteriyofajlarimn litik spektrumu

bakterivota)
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c
=]
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3
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37
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A.cay

n=12 - 50
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A. hyd. = A hydrophila A. sob.=A. sobria A.cav.=A.caviae A. sch. = A. schubertii
A. jan. = A jandaei
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A. schubertii'de izole edilen bakteriyofajlarinin litik spektrumu Tablo
3.7.de gosterilmistir. A. schubertii konakg¢t suslarindan izole edilen
bakteriyofajlarin litik spektrumu incelendiginde, test edilen 66 Aeromonas
susu Uzerinde en genig spektrum 26 Aeromonas susu ile Ki; ve Mkysy
bakteriyofajlarinda, en disik spektrum ise 17 aeromonas susu ile Mk3s7
bakteriyofajinda saptandi. A. schubertii 16, 35, 37 ve Scmk suslari izole
edilen tim A. schubertii bakteriyofajlari tarafindan, A. schubertii CsAt susu
ise sadece 3 A. schubertii bakteriydfajl ile lize edildi. A. schubertii
bakteriyofajlarinin ¢alismada kullanilan diger Aeromonas tirleri (izerine etkisi
incelendiginde; en ylksek diizeyde 8 A. hydrophila sugunun 5'inde, 9 sobria
susunun 4’Unde, 12 A. caviae susunun 5’inde ve 28 A. jandaei susunun
11’inde lizis saptandi.

A. jandaei Dbakteriyofajlarinin litk spektrumu Tablo 3.8.'de
gosterilmigtir. A. jandaei konakgi suglarindan izole edilen bakteriyofajlarin litik
spektrumu incelendidinde, test edilen 66 Aeromonas susu lzerinde en genis
spektrum 29 Aeromonas susu ile P, Kz ve Mk3x; bakteriyofajlarinda en
distk spektrum ise 26 aeromonas susu ile Aty; bakteriyofajinda saptandi.
Calismada kullanilan 28 A. jandaei susunun 8'i, izole edilen A. jandaei
bakteriyofajlarinin tima tarafindan lize edilirken, 10 sus bakteriyofajlarin
hicbiri ile lize olmadi. A. jandaei Mk3,, bakteriyofaji toplam 17 A. jandaei
susunu lize ederken At,; bakteriyofaji 12 susu lize ettidi saptandi. A. jandaei
bakteriyofajlarinin galismada kullanilan diger Aeromonas turleri Uzerine etkisi
incelendiginde, en yiksek dizeyde litik etki 5 A. hydrophila susunda 3
bakteriyofaj ile, 4 A. sobria susunda 2 bakteriyofaj ile, 3 A. caviae susunda
1 bakteriyofaj ile ve 6 A. schubertii susunda 2 bakteriyofaj ile belirlendi.
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Tablo 3.7. A. schubertii konakgilarinda izole edilen bakteriyofajlarinin litik

spektrumu
Bakterivofaj
Bakteri susu Piq Kis Aty Kyaz k334 Mksa, G;L TonlamA
+ + + + - - - 4
S - - - - + - + 2
10 + - 4 + - - - K
A.hyd. ki - + + - - + + 4
n=8 Hmks - + - - + + + 4
hkyd - ¥ - ¥ - - - p
kan_ - + + - - - + 3
p + - - - - - -
Toplam 3 5 4 3 2 2 4 ,
7 - + - - - - - j
- - - + - - + p
2 - - + + - + + 4
A.sob. 2 + + + - - + - 4
n= 34 - - + + - + - K
smk - + - - - + + 3
skyo - - - + - - -
Toplam 1 3 3 4 0 4 3
4 - - + + - - - p.
6 - - - + - - - 1
9 - - - - - - -
32 + - - + + - - - 3
43 ¥ - + + - + + 5
A.cav. 49 - - - - - - -
n=12 50 - - - - - - -
51 - - - - - - -
55 - - - - - - - !
E — - - - - — - Y
D - + - + = - -
Toplam 2 1 3 5 0 1 1
] - + + + - + + 5
y - ~ Z - r o -
3 3 - + = o - o
5 + + + S + + = 3
7 = + E ¥ = = + 3
8 - - + + - - +
3 = = = + 2 - +
5 3 = Z - Z Z -
2 - + = = - = -
2 - + - ¥ + + + 5
23 + - - - + + - ]
24 - - - - - - - 0
p: = el = - = - = U
A.jan. 29 + + + - + + +
n=28 30 - - - - - - -
+ - - - + - -
33 - - + - + + - 3
34 _ - - - - _ -
44 - + - - ¥ - -
45 + ¥ + + + + +
4 - - - - - - -
47 + + - - + + - 4
54 - - - - - - -
56 - - - - - - -
K - + + - - + + 4
Jp + + - ¥ - - - 3
p? - - - - - - -
Toplam 7 il 8 7 9 9 8
2 + - + - - + + 4
6 + + + + + + + 7
35 + + + + + + + 7
36 - - - + + - + 3
A.sch. 37 + + + + + + + 7
n=9 sck - + + ¥ - + + 5
scCAL - + + - - - + 3
scmk + + + + + + + 7
sckys + _ - + + + + g
Toplam 6 6 7 6 i 9
Toplam 19 26 25 26 17 23 25
(%) (28.8) | (394) | (37.9) | (394) | (258) 34.8 (37.9)

A. hyd. = A. hydrophila A.sob. =A. sobria A.cav.=A. caviae A.sch. =A schuberti A. jan. =
A jandaei
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Tablo 3.8. A. jandaei konak¢ilarinda izole edilen bakteriyofajlarinin litik spektrumu

A. hyd. = A hydrophila A.sob.=A. sobria A.cav.=A caviae A.sch.

A. jandaei

Bakteriyofa
Bakteri susu 22 22 Aty Mk3,, | Toplam
+ + + 4
yi - - - +
10 + + + + 4
ki - + + + 3
A.h)éd !E‘ml%s = + + ¥ K
n= Y - - -
Hkan - + + - 2
Hp + - - -
Topaim : 4 5 5 5
7 - + - -
2 - - + -
Asob [ 2 - T + + 3
n=9 34 - - + + 2
53 - ¥ - -
m - + -+ -
skyd - - - - 0
Toplam 0 4 4 2
4 ¥ - - Z
[ T - N -
A.cay 43 + - + -
n=12 4 - - - -
85 - - - -
38 - - - -
%0 - - - -
CD - + - +
Toplam k] 1
+ + + + 4
K + + + + 4
5 ¥ + + + 4
7 + + + + 4
+ + + + 4
+ ¥ = + 3
£ - - - +
p. + + + + 4
29 + - + +
A.jan. p. - - - -
n=28 29 + + + + 4
K + - - + 2
K ¥ ¥ - * K
13 ¥ + = + 3
44 + - + + 3
45 + + + + 4
4 - - - -
47 + - + +
54 - - - -
S0 - - - -
4 - + + + 3
Jp + + - -
p2 - - - -
__toplam 16 13 12 17
p + - - +
+ + - + 3
35 + + + - 3
6 - - - -
A.sch. 37 + + + + 4
n=9 sck - + + - p.
sCAt - + + - p.
scmk + + - + R
ckys + - - -
Toplam 6 6 4 4
Tog 29 29 26 29
(%) {43.9) (43.9) (39.4) | (43.9)

1.0, "’M@E“i%m i
DOKUMARTASY

= A. schubertii A. jan. =

WU
10l MERKEZ]
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Genel olarak, en genis litik etki gésteren bakteriyofaj, 36 Aeromonas
susu ile A.hydrophila Mk34, bakteriyofajinda, en dusik litik etki ise 6
Aeromonas susu ile A. sobria At1zs bakteriyofajinda saptandi. Aeromonas
bakteriyofajlarinin kendi turleri igcindeki litik spektrumu en disik A. sobria
(%55.6, 9 sustan 5'inde) ve A. jandaei'de (%60.7, 28 sustan 17’sinde)
saptanirken, en yiksek A. hydrophila’da (%100) saptandi. A. jandaei 45
susu, calismada lzole edilen tim bakteriyofajlar tarafindan lize edildigi
saptandi. Calismada kullanilan A. caviae 9, 50, 55, 59 ve A. jandaei 2, 24,
26, 38, 46, 54, 56, 60, ve Jp2 suslar izole edilen bakteriyofajlarin higbiri
tarafindan lize edilemedi (Tablo. 3.5, 3.6, 3.7, 3.8).

3.4. Rutin Testi Dilusyon sonuglari:

Caligmada elde edilen bakteriyofajlarin RTD’lerini saptamak amaciyla
bakteriyofajlar kendi konakgilarinda aktive edilerek 2 katli (log,) sulandirildi.
Caligsmada izole edilen bakteriyofajlarin RTD’leri Tablo 3.9'da verilmistir. En
yiiksek bakteriyofaj titresi (1/128), sigir barsagindan izole edilen A.
hydrophila'ya ait Mk34¢ bakteriyofajinda saptandi. A. hydrophila, A. schubertii
ve A. jandaei'ye ait bakteriyofajlarin gogunun RTD’leri 1/64 olurken, A.
sobria’ya ait bakteriyofajlarin RTD’leri 1/32 olarak tespit edildi.

Tablo 3.9. Rutin Testi Dilusyonu sonuglari

A. hydrophila fajlar A. sobria fajlar A. schubertii fajlar A. jandaei fajlar
Faj RTD Faj RTD Faj RTD Faj RTD
Pio 1/64 Pas 1/32 Ps7 1/32 P22 1/64
Kio 1/32 P2, 1/32 Ksz 1/64 K2z 1/32

Aty 1/64 Aty 1/32 Atz; 1/64 Aty 1/64
Mk310 1/128 Gis 1/32 Gas 1/64 Mk32, 1/64
Mky1o 1/64 Mky2s 1/64 Mkys7 1/64
K2 10 1/64 Mk4 55 | 1/32 Mks1;7 1/32 ‘
Atkqo 1/64 Mk3, | 1/32 Mks2;7 1/64
Atlyo 1/64 Kzs 1/64

K110 1/32 Atz 1/32
At240 1/64
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4. TARTISMA

Bu galigmada, hareketli Aeromonas bakteriyofajlarinin hayvansal ve
cevresel kaynaklardan izolasyonu, izole edilen bakteriyofajlarin litik
spektrumlarinin  belilenmesi ve bakteriyofajlarin hareketli Aeromonas
tarlerinin identifikasyonunda kullanilabilirligi arastiriidi. Konu ile ilgili daha
O6nce az sayida calismanin yapilmis olmasi ve elde edilen sonuglarin
degiskenlik gdstermesi konunun daha detayli arastiriimasi gerekliligini ortaya
koymaktadir.

Calismada hayvansal ve gevresel kaynaklardan alinan toplam 90
materyal incelendi. Bu materyallerden 30 (%33,3) bakteriyofaj izolasyonu
yapildi. En yliksek oranda izolasyon atik su érneklerinden (%100, 3 6rnekten
5 adet bakteriyofaj izole edildi) elde edilirken, sus kuglarindan alinan barsak
icerigi ve dogal su érneklerinden bakteriyofaj izole edilemedi. Incelenen 39
tavuk barsak igeriginden 16 (%41), 16 koyun barsak igeriginden 4 (%25) ve
10 sigir barsak iceriginden 2 (%20) adet bakteriyofaj izolasyonu yapildt.
Aritmadan 6nce alinan 6 karkas yikama suyu érneginde 3 adet bakteriyofaj
saptanirken, aritma sonrasindaki karkas ylkama suyu o&rneklerinde
bakteriyofaj saptanamad.. Hareketli Aeromonas turlerine ait bakteriyofajlarin
hayvansal ve gevresel kaynaklardan izolasyonu ile ilgili detayli bir ¢alisma
yapimamistir. Konu ile ilgili literatir olmadigindan elde edilen bulgular
tartisilamamigtir.

Bu c¢aligmada bakteriyofaj izolasyonunda kullanifan konakgi suslara
gore izole edilen bakteriyofajlar konakg! tir isimlerine goére dederlendirilmigtir.
|zole edilen 30 bakteriyofajin 10'u (%33,3) A. hydrophila, 9'u (%30) A. sobria,
7'si (%23,3) A. schubertii ve 4’0 (%13,3) A. jandaei suslarinda Uretildi.
Incelenen érneklerden A. caviae konakg! suslarinda herhangi bir bakteriyofaj
izole edilemedi. Tavuk barsak igeriklerinden yapilan izolasyon ¢aligmalarinda
elde edilen hareketli Aeromonas suslarina ait 16 bakteriyofajin 7’si (%43,6)
A. hydrophila'da, 4'0 (%25) A. sobria'da, 3'0 (%18,8) A. schubertii’de ve 2'si
(%12,5) A. jandaei'de dretildi. Atk sularindan izole edilen 5 adet

bakteriyofajin 2’si A. hydrophila'da, 1'i A. sobria'da, 1'i A. schubertii'de ve 1'i



39

A. jandaei'de izole edildi. Karkas yikama suyundan izole edilen 3
bakteriyofajin 1'i A. hydrophila'da, 1'i A. sobria'da ve 1'i A. schubertii’de
Uretildi. Koyun ve si§ir barsaklarindan izole edilen toplam 6 bakteriyofajin 1i
(%16,7) A. hydrophila'da, 2'si (%33,3) A. sobria'da, 2'si (%33,3) A.
schubertii'de ve 1'i (%16,7) A. jandaei'de izole edildi. Konu ile ilgili galigmalar
incelendidinde, hareketli Aeromonas bakteriyofajlarinin izolasyonunda
materyal olarak balik, atikk su ve nehir sulan kullaniimistir (Chow ve Rouf,
1983; Merino ve ark., 1990; Flint, 1996). Bu nedenle ¢zellikle hayvansal
kaynakli materyallerden barsak igerikleri ve karkas ykama suyu
orneklerinden elde edilen izolasyon oranlari ve bakteriyofajlarin tirlere
dagihmi ile ilgili bulgulan tarttismak mimkin olmamistir. Chow ve Rouf
(1983), atik sulardan 2 adet A. hydrophila'ya ait bakteriyofaji izole ettiklerini
bildirmiglerdir. Arastiricilar izole ettikleri bakteriyofajlarin morfolojilerini
incelemiglerdir. Bu ¢alismada atik su 6rneklerinden ytksek oranda (%100)
izolasyon yapulmigtir. Bu bulgu, hareketli Aeromonas tirlerinin atik sularda
yiksek oranda bulunmasinin yanisira bu tirlere ait bakteriyofajlarin da
yuksek diizeylerde bulunabilecegini géstermektedir. Bu calismada incelenen
dogal sulardan ise bakteriyofaj izolasyonu yapilamamistir. Bu bulgu dogal su
orneklerinin hareketli Aeromonas turleri ile kontaminasyon diizeyinin disik
olmasit ile’ agiklanabilir. Elde edilen bu sonug, karkas yikama sularindan elde
edilen bulgular tarafindan da desteklenmektedir. Incelenen 6 adet artmadan
onceki karkas yikama suyundan 3 adet bakteriyofaj izolasyonu yapilirken
antmadan sonra alinan su Orneklerinde bakteriyofaj izolasyonu
yaptlamamugtir. Ancak, dogal sularda hareketli Aeromonas tirlerinin
bulunmas! nedeniyle bakteriyofaj izolasyonu vyapilacak &rnedin fazla
miktarda alinmasi ve izolasyonda zenginlestirme y6ntemlerinin kullaniimas:
énem kazanmaktadir.

Calismada izole edilen A. hydrophilé. bakteriyofajlarinin litik spektrumu
incelendiginde, test edilen 66 Aeromonas sugu Uzerinde en genis spektrum
36 Aeromonas sugu ile Mk34 bakteriyofajinda en dustk spektrum ise 21
Aeromonas sugu ile K24, bakteriyofajinda saptandi. Izole edilen A.hydrophila

bakteriyofajlarinin timindn, A hydrophila 10 ve Her 1210 suslarini lize ettii
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saptandi. Ayrica A. sobria 28, A. jandaei 45 ve A. schubertii 35 suglan tiim A.
hydrophila bakteriyofaji tarafindan lize edilirken, A. caviae 43 susu ise 9 A.
hydrophila bakteriyofaji tarafindan lize edildi. Diger tirlere ait
bakteriyofajlarin konakgi spektrumu incelendiginde, en genis konakgl
spektrumuna sahip bakteriyofajlar, A. sobria Kas, A. schubertii K37 , Mkys7 ve
A. jandaei P2, Kz ve Mk3z bakteriyofajlarinda belirlendi. Bu
bakteriyofajlardan A. sobria Kzs bakteriyofaji test edilen 66 sugun 17’sini, A.
schubertii K37, Mkys7 bakteriyofajlari 26'sin1 ve A. jandaei P2z, K22 ve Mk32;
bakteriyofajlari 29'unu lize etti§i saptandi. Bu sonuglara gére en genis litik
spektrumun A. hydrophila bakteriyofajlarinda olurken en dar spektrumun A.
sobria bakteriyofajlarinda oldugu saptandi. Hareketli Aeromonas
bakteriyofajlarinin litik spektrumunun belirleyen g:all§m_élar oldukga stnirlidir.
Konu ile ilgili yapilan bir galismada, Chow ve Rouf (1983) inceledikleri 22
hareketli Aeromonas susundan 13'Gnin Aeh1 ve 2’sinin Aeh2 bakteriyofaji
tarafindan lize edildigini bulmustur. Ackermann ve ark. (1985) Aeh1 ve Aeh2
bakteriyofajlarin litik spektrumunun olduk¢a genis oldugunu bildirmigtir.
Erdem (1995) ise Aeh1 bakteriyofajinin 53 A. hydrophila susundan 11'ini,
Aeh2 bakteriyofajinin ise 53 A.hydrohila sugunun §'ini lize ettidini bidirmigtir.
Ayni arastiricl, izole ettigi A. sobria ve A. caviae suglarinin Aeh1 ve Aeh2
bakteriyofajlariyla lize olmadigini da séptamlgtlr. Bu galismada izole edilen
bakteriyofajlarin litk spektrumlaninin oldukga degigsken olmasi, dider
aragtiricilarin bulgularn ile benzerlik géstermektedir. Diger ¢aligmalarda litik
spektrumu arastirilan Aeh1 ve Aeh2 bakteriyofajlarinin her aragtirmada farkli
diizeylerde hareketli Aeromonas suslarnni lize etmesi, hareketli Aeromonas
bakteriyofajlarinin litik spektrumiarinin bélgesel suglara baglt olarak degisken
olmasiyla agiklanabilir.

Bu calismada Uretildigi konakgl dikkate alinmaksizin izole edilen
bakteriyofajlarin litik spektrumlari incelendiginde, Mk31o bakteriyofaji 66
susun 36'sin1 (%54,5) ve Atlys bakteriyofaji 66 sugtan 6'sint (%9,1) lize
etmistir. |zole edilen diger bakteriyofajlarin lize ettigi bakteri sus sayisi bu
oranlar igcinde kalmistir. En genis litk spektruma sahip olan Mk34o
bakteriyofaji, test edilen 8 A. hydrophila susundan 7'sini (%87,5), 9 A. sobria
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susunun 4’Gna (%44,4), 12 A. caviae susunun 4’anil (%33,3), 28 A. jandaei
susunun 15'ini (%53,6) ve 9 A. schubertii susunun 6’sini (%66,7) lize etti. En
dar litik spektruma sahip olan At1,s bakteriyofajinin ise, 9 A. sobria susunun
1’ini (%11,1), 12 A. caviae susunun 3'Unl (%25), 28 A. jandaei susunun
2'sini (%7,1) ve 9 A. schubertii susunun 6'sini (%66,7) lize ettidi, A.
hydrophila suslarinin ise higbirini lize etmedigi saptandi. Bu sonuglar,
hareketli Aeromonas bakteriyofajlarinin bazilarinin tir diizeyinde yiiksek litik
spekitruma sahip olabilecedini ve bazi bakteriyofajlarin ise tur diizeyinde
higbir susu lize edemedigini géstermektedir. Bu nedenle izole edilen ve tir
dizeyinde litik spektrumu degisken olan bakteriyofajlarin, farkli kaynaklardan
izole edilen ¢ok sayida suslarla denenmesi ve standardize edilmesi gereklilidi
ortaya c¢tkmaktadir. Hareketli Aeromonas tlrlerine ait bakteriyofajlarin
standardizasyonu igin yeterince c¢alisma bulunmamaktadir. Bu konunun
oldukga yeni olmasi, hareketli Aeromonas tirlerinin bakteriyofajlarlarin
kullaniimasi ile olusturulabilecek olasi bir identifikasyon semasi igin bilyiik bir
eksiklik olusturmaktadir.

Bu ¢alismada elde edilen ilging bir bulgu, A. jandaei 45 susunun izole
edilen tim bakteriyofajlar tarafindan lize edilmesiydi. Bu susun hareketli
Aeromonas bakteriyofajlarinin izolasyonu amaciyla konakgi bakteri olarak
kullanilabilirliginin yapilacak yeni ¢calismalarla desteklenmesine gerek vardr.
Elde edilecek sonuglara gére, yeni izole edilecek tim hareketli Aeromonas
bakteriyofajlar tarafindan veya gogunlugu tarafindan bu susun lize edilmesi
Aeromonas bakteriyofajlénmn iiolasyonunu kolaylagtiracaktir.

Bu calismada A. caviae’nin konakg¢t! olarak kullanildigi kilttrlerden
bakteriyofaj izolasyonu yapilamadi. Konakgl olarak kullanilan A. caviae
suslarindan biri, izole edilen higbir bakteriyofajla lize edilemezken, diger A.
caviae susglan farkii tirlere ait cesitli bakteriyofajlarla lize edildi. Elde edilen
bu bulgulara gbére, bakteriyofaj izolasyonunda konakgl bakteri olarak
kullanilacak A. caviae suslarinin segimi énem kazanmaktadir.

Bakteriyofajlarin litik spekturumunu belirleyen en &nemli faktor
bakteriyofajlarin konakgilarina baglandigi reseptorier olmaktadir. Hareketli

Aeromonas bakteriyofajlarinin konakgilarina baglanmada farkli reseptérleri
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kullandiklars arastiricillar tarafindan bildirilmistir (Merino ve ark. 1990b; Flint,
1996). Bu reseptoérler arasinda, LPS ve flagellanin 6nemi ortaya ¢cikmaktadir,
Bu nedenle litik spektrumunu belilemek amactyla yapiiacak galismalarda
konak bakterilerin LPS ve flagella yapilarininda molekller dizeyde
incelenmesi yarar saglayacaktir. Bu calismada litk spektrumunun
bakteriyofajlar arasinda ¢cok degisken bulunmasi molekuler dizeyde reseptér
analizlerinin yapiimasi gerektigini ortaya koymustur.

Calismada hareketli Aeromonas bakteriyofajlarinin  izolasyonu
amaclyla zenginlestirme metodu kultandmistir, Bu metod Flint (1996)
tarafindan bildiriimigti. Bu metodun disinda hareketli Aeromonas
bakteriyofajlarinin izolasyonunda Chow ve Rouf (1983) farkli bir metod
uygulamistir. Bu metotta zenginlestirme ortami olarak yari-kati  agar
kullaniimis ve zenginlestirme 6 kez yapumigtir. Ayrica izolasyon materyali
stiziimeden direkt olarak konakgi bakteri kultirine ilave edilmistir. Bu
calismada sadece Flint (1996)1n bildirdigi metod kullanildidindan dolayi
metodlar arasinda herhangi bir karsilastirma yapilamamistir. Ayrica
bakteriyofajlarin litik spektrumunun belirflenmesinde inkubasyon 1sisinin
dnemli bir faktér oldugu bildirilmistir (Chow ve Rouf, 1983). Bu galismada,
tum islemlerin 37°C’de yapiimasindan dolayi farkli 1si derecelerinin litik
spektrumunu nasil etkiledigine iliskin sonuglar elde edilememistir.

Bu ¢alismada izole ediien bakteriyofajlarin RTD’leri arasinda farkiilikiar
saptandi. En yUksek bakteriyofaj titresi (1/128), sigir barsagindan izole edilen
A. hydrophila’'ya ait Mk3i, bakteriyofajinda saptandi. A. hydrophila, A.
schubertii ve A. jandaei'ye ait bakteriyofajlarin ¢ogunun RTD’leri 1/64
olurken, A. sobria'ya ait bakteriyofajlarin RTD’leri 1/32 olarak tespit edildi.
Bakteriyofajlarin  RTD’lerinin  farkli  bulunmasi, testin gergeklestiriime
asamasinda olduk¢a énemlidir. Bu nedenle bakteriyofajlarin litik spektrumunu
belirlemek amaciyla yapillacak olan ¢alismalardan dénce RTD'lerinin
saptanmas! ve testlerin daha sonra gerceklestiriimesi testlerin guvenilirfigi
agisindan yararll bir islemdir. Calismada ygenel olarak A.sobria
bakteriyofajlarinin  diger turiere ait olanlara gpre daha dustk oldugu

/
saptanmistir. /
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Bu g¢alismada incelenen toplam 90 adet materyalin 15’inden (%16,7)
hareketli Aeromonas tirleri izole edildi. 1zole edilen suslarin 5'i (%33,3) A.
hydrophila, 4t (%26,7) A. schubertii, 3'U (%20) A. jandaei, 2'si (%13,3) A.
sobria ve 1'i (%6,7) A. caviae olarak aynldi. En yllksek oranda izolasyon atik
sulardan (%100), en dusiik izolasyon ise barsak igeriginden (%10,8)
gergeklestirildi. Caligmada elde edilen izolasyon oranlari, diger arastiricilarin
(Majeed ve ark. 1989; Akan, 1993; Erdem, 1995; Khuram ve ark., 1997)
bulduklari oraniaria benzerlik géstermektedir. Bu bulgular tezin amaci ile

direkt ilgili olmadigindan dolay: detayl bir sekilde tartisiimamistir.
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5. SONUC

Bugiine kadar hareketli Aeromonas tirlerine ait bakteriyofajlarla ilgili
éz sayida calisma yapimistir. Yapilan bu g¢alismalar, farkh kaynaklardan
izole edilen bazi bakteriyofajlarin morfolojilerini belirlemeye yonelik ¢aligsma
niteligindedir. Yapilan bu g¢alismayla birlikte, konu ile ilgili temel bilgiler
saglanmisgtir. Yapilacak daha ileri g¢aligmalar, hareketli Aeromonas
bakteriyofajlari ile ilgili daha detayl bigilerin saglanmasina neden olacaktir.

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde
sunulmustur.

o Hareketli Aeromonas bakteriyofajlarinin  hayvansal ve c¢evresel
kaynaklarda bulunabildigi ve en yuksek diizeyde bakieriyofajin atik
sularda oldugu,

o lIzole edilen bakteriyofajlarin degisik litik spektruma sahip oldugu,

a lzolasyon amaciyla kullanilacak konakg! bakterinin segiminin oldukca
6nemli oldugu ve bu suslarin LPS ve flagella yapilarninin ayrintili bir
sekilde incelenmesi gerektigi,

o A. jandaei 45 sugunun bakteriyofaj izolasyonunda konakgt sus olarak
kullanilabilecedi,

o A. sobria bakteriyofajlarinin disuk litik spektruma ve disiik RTD'ye
sahip oldugu,

o Hareketli Aeromonas tirlerinin izolasyon oranlarinin literatiirle uyumiu
oldugu, | .

o Hareketli Aeromonaslarin identifikasyonunda bakteriyofajlarin
kullaniimasi icin daha detayll arastirmalara gerek duyuldugu
sonucuna variimistir.
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OZET

Hayvansal ve Gevresel Kaynaklardan Hareketli Aeromonas
Bakteriyofajlarinin izolasyonu

Bu calismada, degisik hayvanlara (kanatli, koyun, si§ir) ait barsak
iceriklerinden ve sulardan (karkas yikama suyu, atik su, dogal su) hareketli
Aeromonas tlrlerine ait bakteriyofajlarin izole edilmesi, izole edilen bakteriyofajlarin
litik spektrumlarinin degerlendiriimesi ve bakteriyofajlarin hareketli Aeromonaslarin
identifikasyonunda kullanifabilirliginin ortaya konulmasi amaglandi.

Calismada 70’1 barsak iceridi ve 20'si su olmak Ulzere toplam 90 adet
materyal kullanildi. Bu materyallerin 8'i barsak igerigi ve 7’si su olmak Uzere 15
adedinde (%16.7) hareketli Aeromonas tirleri izole edildi. |zole edilen suslarin 5'i
(%33.3) A. hydrophila, 4’0 (%26.7) A. schubertii, 3'li (%20) A. jandaei, 2'si (%13.3)
A. sobria ve 11 (%6.7) A. caviae olarak identifiye edildi. Caligmada barsak
iceriklerinden 22 adet (%31.4), su 6rneklerinden ise 8 adet (%40) olmak (zere
toplam 30 adet hareketli Aeromonas tirlerine ait bakteriyofaj izole edildi. En yliksek
bakteriyofaj izolasyon orani (%100) atik su &rneklerinden elde edilirken, sus
kuslarindan alinan barsak igerigi ve dodal su o6rneklerinden bakteriyofaj izole
edilemedi.

lzole edilen bakteriyofajlarin litik spektrumlan, 15 adedi galigmada izole
edilen, 51 adedi ise Ankara Universitesi Veteriner Fakultesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dah kultir kolleksiyonundan olmak lizere toplam 66 adet hareketli Aeromonas tirleri
kullanilarak belirlendi. En genis litik spektrum sigir barsak igeriginden izole edilen ve
calismada kullanilan Aeromonaslarin  36'sim  lize eden A. hydrophila
bakteriyofajinda gézlenirken, en diusuk litik spektrum ise tavuk barsak igeriginden
izole edilen ve galismada kullanilan Aeromonas susunun 6'sint lize eden A. sobria
bakteriyofajinda gézlendi.

Calismada izole edilen bakteriyofajlann RTD’lerini saptamak amaciyla
bakteriyofaj filtratlari Ringer sollisyonunda iki katl sulandiriidi ve her dilisyondaki
bakteriyofajlarin kendi konakgilarindaki litik etkileri incelendi. En ytksek bakteriyofaj
titresi (1/128) sidir barsak igeriginden izole edilen A. hydrophila bakteriyofajinda
saptanirken, en duslk bakteriyofaj titresi (1/32) A. sobria bakteriyofajinda tespit
edildi.

Bu calismada hareketli Aeromonas tirlerine ait bakteriyofajlarin basta atik
sulari olmak Uzere, deisik hayvansal ve gevresel kaynaklarda bulundugu ve bu
bakteriyofajlarin litik spektrumlari ile RTD oranlari degiskenlik gdsterdigi belirlendi.
Bu bakteriyofajlarin hareketli Aeromonaslarin identifikasyonunda kullaniimasi igin
daha detayl arastirmalara gereksinim duyulmaktadir.

Anahtar Sozclikler:Aeromonas spp., bakteriyofaj, hareketli aeromonas,
hayvansal, litik spektrum
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SUMMARY

Isolation of Motile Aeromonad Bacteriophages from Animal and
Environmental Sources

This research was undertaken to isolate and evaluate the lytic spectrum of
motile Aeromonad bacteriophages from animal gut contents and environmental
water samples to determine whether the isolated bacteriophages can be used to
identify and differentiate motile Aeromonas strains in routine laboratory.

Gut contents (n=70) of different animal (birds, sheep and cattle) origins and
environmental waters (n=20) (carcas processing, natural and sewage) were used as
samples in this study. 15 (16.7%) motile Aeromonas strains [5 (33.3%) A. hydophila
, 4 (26.7%) A. schubertii, 3 (20%) A. jandaei, 2 (13.3%) A. sobria and 1 (6.7%) A.
caviae] were recovered from the 90 samples. 22 (31.43%) motile aeromonad
bacteriophages were recovered from the gut contents and 8 (40%) bacteriophages
were isolated from the environmental water samples. The highest isolation ratio
(100%) occured in the sewage water samples while aeromonad bacteriophages
could not be isolated from the gut contents of five pet birds and the five natural
water samples.

The lytic spectrums of the bacteriophages were determined by incorporating
bacteriophage filtrates into nutrient agar overlays seeded with the respective
aeromonas strains. 51 motile aeromonas strains from the cuitural collection and 15
strains isolated in this study were used to determine the host range of the
bacteriophages. Aeromonas hydrophila bacteriophage recovered from cattle gut
content sample showed a great lytic spectrum by infecting 35 motile aeomonas
strains tested whereas A. sobria bacteriophage isolated from chicken gut content
sample could form plaques only on 6 motile aeromonas strains.

In order to evaluate their routine test dilutions (RTD) the bacteriophage
filtrates were serially diluted in semi-strength Ringer’s solution and the confluent lytic
effect of each bacteriophage dilution on individual host strains was observed. The
highest bacteriophage titre (confluent lysis formed at 1/128 dilution) was observed
on A. hydrophila bacteriophage isolated from cattle gut and the lowest titre (1/32)
was observed on most A. sobria bacteriophages.

From the results it was concluded that motile aeoromonad bacteriophages
are found in different animal and environmental (especially in sewage water)
sources and that these bacteriophages show variations in their lytic spectrums and
RTDs. However further studies are required to validate the use of bacteriophages in
identifying motile Aeromonas strains.

Key Words: Aeromonas spp., animal, bacteriophage, lytic spectrum,
motile aeromonads.
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