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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOLOJIK ATIK SU ARITMA SiSTEMLERINDE BAKTERiYOFAJLARIN
BiYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARI

'Suheda REISOGLU |

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah
Danisman : [Prof. DrJ [ Sevcan AYDIN]

Bakteriyofajlar, spesifik bakterileri enfekte eden ve mikrobiyal ekosistemlerin evriminde
onemli rol oynayan viriislerdir. Fajlarin spesifik konak hiicreleri ile etkilesimi, mikrobiyomun
icerigini, fonksiyonunu ve evrimsel siirecini etkileyebilmektedir. Bu etkilesimin anlasilmast,
cevre ve gida mithendisligi gibi farkli miihendislik alanlarinda mikrobiyal biiylimeyi kontrol
etmek i¢in Onem tasimaktadir. Biyolojik atik su aritma tesislerinde yer alan mikrobiyal ¢esitlilik
ve aralarindaki genetik etkilesimler aritma tesisinin verimli olarak igletilmesini saglamaktadir.
Dolayistyla, tesisteki mevcut mikrobiyotanin stabilitesi, biyolojik atik su aritma sistemlerinin
kimyasal ve biyolojik kirleticileri gidermesi i¢in dnem tagimaktadir.

Biyolojik atik su aritma sistemlerinde yliksek bolluk ve ¢esitlilikte yer alan fajlar, mikrobiyal
cesitliligin degisimi icin itici giicler olup konak hiicreyi etkileyerek mikrobiyal c¢esitliligi
degistirme yetenegine sahiptir. Bu nedenle faj-konak¢1 dinamiklerinin anlagilmasi, biyolojik
aritma siirecinin kalitesini iyilestirmede biiyiik 6nem tasimaktadir. Onerilen tezde, bes farkli
patojen bakteriye 6zgii litik faj iceren piyofaj kokteyli kullanilarak biyolojik atik su aritiminin
onceligi olan fonksiyonel mikrobiyotanin iyilestirilmesi amaglanmistir. Fajlar tarafindan
modifiye edilebilen dkaryotik mikroorganizmalar da dahil olmak iizere tiim mikrobiyom i¢in
kapsamli veri elde etmek amaciyla aecrobik membran biyoreaktoriine faj kokteyli ve antibiyotik
uygulamasi yapilarak siire¢ sonunda reaktdrden alinan numunede shotgun metagenomik
dizileme analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz ile fajlarin spesifik oldugu patojenleri etkili bir
sekilde giderme potansiyeline ek olarak, fajlarin genel olarak mikrobiyal komiinite yapisina,

ix



faj-mikrobiyal komiinite etkilesimi sonucu metabolik siireclerde aktif rol oynayan metabolik
yolaklara ve reaktordeki antibiyotik diren¢ genleri dagilimina etkisi izlenmistir. Bu ¢aligma
Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje numarast: FYL-2023-39728. |

Aralik 2023, 60 sayfa.

Anahtar kelimeler: [Bakteriyofaj, Biyoaugmentasyon, Mikrobiyota, Metagenomik Dizileme]



SUMMARY

M.Sc. THESIS

[BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS OF BACTERIOPHAGES IN
BIOLOGICAL WASTEWATER TREATMENT PROCESSES]
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Supervisor : Prof. Dr.| Sevcan AYDIN|

Bacteriophages are viruses that infect specific bacteria and play an important role in the
evolution of microbial ecosystems. The interaction of phages with specific host cells can affect
the content, function and evolutionary process of the microbiome. Understanding this
interaction is important to control microbial growth in different engineering fields such as
environmental and food engineering. Microbial diversity in biological wastewater treatment
plants and microbial dynamics between them ensure the efficient operation of the treatment
plant. Therefore, the stability of the existing microbiota in the process is important for biological
wastewater treatment systems to remove chemical and biological pollutants.

Phages, which are present in high abundance and diversity in biological wastewater treatment
systems, are driving forces for the change of microbial diversity and have the ability to change
microbial community diversity by affecting the host cell. Therefore, understanding phage-host
dynamics is of great importance in improving the quality of the biological treatment process.
In the proposed thesis, it is aimed to improve the functional microbiota, which is the priority of
biological wastewater treatment, by using a pyophage cocktail containing lytic phages specific
to five different pathogenic bacteria. In order to obtain comprehensive data for the entire
microbiome, including eukaryotic microorganisms that can be modified by phages, phage
cocktail and antibiotics were applied to the aerobic membrane bioreactor and shotgun
metagenomic sequencing analysis was performed on the sample taken from the reactor at the
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end of the process. With this analysis, in addition to the potential of phages to effectively
eliminate pathogens for which they are specific, the effects of phages on the microbial
community structure, metabolic pathways that play an active role in metabolic processes as a
result of phage-microbial community interaction, and the distribution of antibiotic resistance
genes in the reactor were monitored. This thesis study was supported by Istanbul University
Scientific Research Projects Coordination Unit. Project number: FYL-2023-39728. |

December, 2023 |60 pages.

Keywords: | Bacteriophage, Bioaugmentation, Microbiota, Metagenomic Sequencing |
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1. GIRIS

Sucul ekosistemlerin fizikokimyasal dzelliklerinde ve biyolojik sagliginda belirgin bir diisiisle
kendini gosteren, su kalitesinde gozle goriiliir bozulma uzun yillardir endise kaynagi olup bu
bozulma, esas olarak, artan insan niifusu ve endistriyel faaliyetlerin birlesiminden
kaynaklanmaktadir. Atik su aritma tesisleri (AAT), tibbi kurumlar, tarimsal araziler,
mezbahalar, hayvancilik, ila¢ iliretimi ve evsel atik sulari da dahil olmak {izere ¢esitli
kaynaklardan gelen ¢ok miktarda atik suyun iyilestirilmesinde 6nemli bir rol {istlenmektedir.
Atik su iyilestirme siireglerinin yetersiz kaldig1 durumlarda, atik sudan zararli kirleticilerin
uzaklastirilmasi miimkiin olmayabilir ve atik suyun bu sekilde desarj edilmesi durumunda hem
insan ve ¢evre sagligi hem de sucul ekosistemler igin zararli sonuglar dogurabilir (Chowdhary
ve dig., 2020). Sonug olarak, atik suyun etkili ve akilc1 bir sekilde aritilmasi, bilimsel inceleme
ve pratik zorunluluk agisindan oldukca 6nemli bir konuma yiikselmistir. Atik su aritiminda
arazi uygulamasi, kimyasal aritma ve kanalizasyona desarj dahil olmak iizere halihazirda ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu yoOntemler dogal smirlamalarla iligkilidir. Arazi
uygulamasi ve kanalizasyon desarj yontemleri siklikla olumsuz kokulara ve su ortamlarimin
kirlenmesine neden olmaktadir. Ek olarak, kimyasal aritma proseslerinin kullanimi, ytiksek
aritma maliyetleri ve kimyasal iceren artik camur yonetiminin lojistik sorunlara ve harcamalarin

artmasina neden olmasi sebebiyle tercih edilmemektedir (Aziz ve dig., 2019).

Biyolojik atik su aritma sistemleri (BAS), kirleticilerin atik sudan uzaklastirilmasi i¢in ¢evre
dostu ve uygun maliyetli 6zellikleriyle karakterize olmus 6nemli bir ¢6ziim alternatifi teskil
etmektedir. BAS, atik sudan organik madde, azot ve fosforun uzaklastirilmasindan sorumlu
olan ¢esitli fonksiyonel bakteri popiilasyonlarinin fonksiyonuna dayanir. Heterotrofik bakteriler
organik maddelerin uzaklastirilmasinda 6nemli bir rol oynarken amonyak oksitleyici bakteriler
(AOB) nitrifikasyona katkida bulunur, denitrifikasyon bakterileri azotun uzaklastirilmasina
yardimci olurken fosfat biriktiren organizmalar (FBO) fosfor gideriminde ¢ok 6nemli bir rol
oynar (Cydzik-Kwiatkowska ve dig., 2012). Etkili kirletici giderimi, bu fonksiyonel gruplar
arasindaki igbirlik¢i etkilesimler yoluyla gerceklestirilir (Liu ve dig., 2021).



Biyolojik atik su aritma siirecinde bakteriyel gruplar, popiilasyon yogunlugunu ve
davraniglarin1 Quorum sensing (QS) olarak bilinen hiicreden hiicreye iletisim yolu araciligiyla
modiile eder. Bu mekanizma yalnizca bakteriyel biyofilmlerin olusumundan degil ayni
zamanda kirleticilerin  uzaklastirilmasmin  diizenlenmesinden, patogenezin  kontrol
edilmesinden ve biyofilm toplulugunun bilesiminin ve davranisinin belirlenmesinden de
sorumludur (Paluch ve dig., 2020) BAS'deki bakteri toplulugunun hedefe yonelik
manipiilasyonu, etkili bir aritma ve kirleticilerin en uygun sekilde uzaklagtirilmasinda kritik bir

rol oynadigt icin biiyiik ilgi gormektedir (Maddela ve dig., 2019) .

Son yillarda, smirli alan mevcudiyeti ve geleneksel aritma sistemlerine 6zgii siki desarj
standartlar gibi kisitlamalar nedeniyle yiiksek kaliteli atik su aritmaya yonelik zorunlu ihtiyaca
bir yanit olarak alternatif aritma sistemlerine yonelik ilgi artmistir. Dikkate deger ve umut verici
yaklagimlardan biri hem evsel hem de endiistriyel atik suyun aritiminda yaygin olarak
benimsenen membran biyoreaktér (MBR) teknolojisinin kullanimidir. MBR, aktif ¢amur
prosesinin membran filtrasyon teknikleriyle yenilik¢i bir birlesimini temsil eder ve atik suyun
aritilarak geri doniistiiriilmesi i¢in etkili bir ara¢ sunar (G. Wen ve dig., 2010). Bu sistem
icerisinde, tanimlanmig molekiil agirligi kesim degerlerine sahip membranlar, kesme esiklerini
asan kirleticileri yakalamada bir molekiiler elek gorevi goriir. Bu, kirleticiler ile MBR'de
bulunan bozundurucu mikroorganizmalar arasinda dogrudan temasa olanak tanir ve bdylece
kirleticilerin kapsamli bir sekilde bozunmasini saglar (Goswami ve dig., 2018). MBR
teknolojisi, 0zellikle gesitli kaynaklardan gelen atik sularla ilgilenirken gii¢clendirilmis aritma
potansiyeli sayesinde, aktif ¢amur sistemi ya da fiziksel ve kimyasal aritma gibi geleneksel
aritma yontemlerinden daha iyi performans gostermesinden dolayi atik su aritimi igin cazip bir
yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Ek olarak MBR, biyoreaktor i¢indeki ¢amur kosullarindan
bagimsiz olarak tutarli aritma kalitesi saglayarak nispeten az bakim gereksinimi ile avantajli bir
kullanim sunmaktadir. Hem ¢amur {iretimini azaltmada hem de besinlerin, organik bilesiklerin
ve kirleticilerin yiiksek uzaklagtirma oranlarima ulasmada etkili sonuglar saglamaktadir.
Sistemin kompakt fiziksel ayak izi, yerden tasarruf saglayan ¢oziimler sunarak cekiciligini daha
da vurgulamaktadir. Ozellikle, BAS’1n membran filtrasyonu ile birlestirilmesi, AATlerde
giderek artan bir endise olan mikroorganizmalar1 tutma kapasitesini onemli Olgiide

artirmaktadir (Lebleu ve dig., 2010).



Biyolojik atik su aritim siirecinin etkinligi, mikroorganizmalar arasindaki etkilesime 6nemli
olgiide baghdir ve hem biyo-camurun hem de atik suyun 6zellikleri bu sistemin verimliligi
iizerinde ¢ok dnemli bir etkiye sahiptir. Mikrobiyal tiirler arasindaki etkilesimlerin optimize
edilmesi ve mikrobiyal topluluk kompozisyonunun modiile edilmesi, siirdiiriilebilir bir siirecin
saglanmasinda onemli bir etki yaratabilir. Bu baglamda, kisaca faj olarak adlandirilan
bakteriyofajlar, belirli bakteri tiirleri tizerinde hedeflenen litik etkileri araciligiyla aerobik BAS
stireclerini gelistirmek i¢in umut verici ajanlar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Mikrobiyal topluluk
dinamiklerini se¢ici olarak manipiile etmek i¢in fajlarin kullanilmasi, aerobik BAS'da
karsilagilan zorluklara potansiyel ¢ozlimler sunmakta ve sonu¢ olarak AATlerde aritma
verimliliginin artmasina katkida bulunmaktadir (Reisoglu ve Aydin, 2023). Tek faj tiiriine kars1
bakteriyel direncin gelisme ihtimali gdz Oniine alindiginda, genellikle faj kokteylleri olarak
adlandirilan spesifik faj karisimlarinin kullanilmasinin gesitli tedavi siireclerinde daha etkili
oldugu kanitlanmistir (Abedon ve dig., 2021). Cesitli fa;j tiirlerini i¢eren faj kokteylleri, konakc¢1
araligin1 genisleterek bakteriyel patojenler arasindaki faj direncini azaltir. Faj tedavisinin
uyarlanabilirligi hem aerobik hem de anaerobik BAS siireglerinde etkili bir sekilde
uygulanabildiginden, mevcut operasyonel dinamiklerde 6nemli degisiklikler ve uyarlamalar
gerektirmeden cesitli sistemlerde kullanilabilirligi 6zellikle dikkate degerdir (Zhang ve dig.,
2020).

BAS sistemlerinde mikrobiyal topluluklarin i¢ dinamiklerini anlamak ve yonetmek cok
onemlidir. 16S rRNA dizilimi, mikrobiyal toplulugun tanimlanmasi ve karakterizasyonu i¢in
yaygin olarak kullanilan bir teknik olmaya devam etse de 6zellikle genetik ¢esitlilik ve topluluk
dinamikleri ile ilgili yiiksek ¢Oziniirliikli verilerin saglanmasinda c¢esitli sinirlamalar
tasimaktadir. Sonu¢ olarak, 16S rRNA dizilemesinin kisitlamalarinin iistesinden gelmeyi
amaclayan, nispeten pahali olsa da daha kapsamli bir yaklasim olan tim genom dizilemeye
(TGD) dogru belirgin bir degisim olmustur. TGD, mikrobiyal topluluklari daha derinlemesine
incelenmesine olanak taniyarak salt taksonomik tanimlamanin Gtesine gecen bilgiler
saglamaktadir. Bu dizileme yOntemi, tim genetik repertuarin, metabolik yollarin ve topluluk
icindeki karmagik mikrobiyal etkilesimlerin arastirilmasini kolaylagtirmaktadir (Hasan ve dig.,

2014; Lazarevic ve dig., 2012).

Planlanan tez ¢calismasinda, BASlarda 6nemli bir unsur olan fonksiyonel mikrobiyota {izerinde,

sucul ekosistemlerde antropojenik baski uyguladigi bilinen {i¢ yaygin antibiyotigin (eritromisin,



tetrasiklin ve siilfametoksazol) kullanimina ek olarak faj kokteyli ile biyo-augmentasyonun
etkisini degerlendirmek amaglanmistir. Bu ¢alismada kullanilan faj kokteyli, Giircistan'in Tiflis
kentinde bulunan Eliava Enstitiisii'nden temin edilmistir ve kokteyli olusturan fajlar, 6zellikle
Staphylococcus sp., Escherichia coli, Streptococcus sp., Proteus sp. ve Pseudomonas sp. olmak
izere bes bakteri tiirtine kars1 etkinlige sahiptir. Caligma bulgular fajlarin, mikrodkaryotlari
kapsayan tiim mikrobiyom iizerindeki dnemli etkisini ve bunlarin karbonhidrat ve amino asit
metabolizmalariyla iligkili metabolik yollar {izerindeki belirgin etkilerini aydinlatmistir. Bu
calisma, AATlerdeki mikrobiyal topluluklarin iglevsel kapasitelerini gelistirmek i¢in fajlarin

umut verici araglar olarak tagidig1 potansiyelin altini ¢izmektedir.



2. GENEL KISIMLAR|
2.1 BIYOLOJIK ATIK SU ARITMA SISTEMLERINDE BAKTERiYOFAJLAR

Fajlar tipik bakteri hiicresinden yaklasik 1 ila 2 kat daha kii¢iik viriisler olup boyutlar1 20 nm
ila 200 nm arasinda degisirken, bazi fajlarin boyutlart 600 nm'ye kadar ulasabilmektedir (Iyer
ve dig., 2021). Yapisal bilesimleri nispeten basit olup tek ya da ¢ift sarmalli DNA ya da RNA
olabilen faj genomunu igeren bir protein kapsid igerirler. Baz1 durumlarda, bir lipit membran,
genetik materyali kapsid igerisinde kaplayabilir (Hatfull ve Hendrix, 2011). Fajlar genellikle
fajin bakteri hiicre duvarma yapismasiyla baslayan ve ardindan genetik materyalini konakg¢iya
enjekte eden litik bir enfeksiyon dongiisiine girer. Litik bir enfeksiyon, enfektif viral parcaciklar
olan yeni nesil virionlarin senteziyle sonuclanir ve bu virionlar, konak¢i hiicre lizise
ugradiginda serbest kalmak {izere salinir. Bununla birlikte faj genomu, lizojenik enfeksiyon
tiiri olan konakge1 hiicre lizizini indiiklemeden bakteri genomuna da entegre olabilir. Lizojenik
enfeksiyonlarda virionlarin ekspresyonu ve salinimi yalnizca konak¢inin dig strese maruz
kalmasi durumunda meydana gelir. Diger bir deyisle, konagin bliylimesine ve ¢evre kosullarina
bagli olarak yagam dongiilerinde farkliliklar gézlemlenebilmektedir (Howard-Varona ve dig.,

2017; Ogilvie ve Jones, 2017).

Tasarlanmis biyolojik sistemler, atik su aritimin1 ve biyoenerji tasiyicilarinin iiretimini
kapsayan ¢ok sayida cevresel uygulamada Onemli bir rol oynamaktadir. Atik su aritimi,
biyolojik karbon ve besin giderimini kolaylastirmak i¢in tasarlanmig mikrobiyolojik islemlere
dayanir. Bu prosesler, aktif ¢amur gibi askida biiylime teknikleri, bagl biiylime ve biyofilm
proseslerinin (6rnegin; damlatmali filtreler, hareketli yatakli biyofilm reaktdrleri ve aerobik
graniiler camur) yan1 sira BAS olarak tanimlanan anaerobik c¢iiriitiictileri kapsar (Runa ve dig.,
2021). Fajlarin BAS’daki rolii, bakteriyel komiinite tizerindeki potansiyel etkilerinden dolay1
giderek daha fazla dikkat ¢cekmis, dolayisiyla siire¢ verimliligini ve atik su kalitesini etkilemistir
(Wuve dig., 2017). Bununla birlikte, fajlarin BAS’da incelenmesi, deniz ve tatli su ortamlarinin
yani sira toprak da dahil olmak iizere diger ekosistemlerde, 6zellikle de klinik diizeydeki ilgisi
kadar ilgi gérmemistir (Lawrence ve dig., 2019; Principi ve dig., 2019). BASlardaki faj

kimliginin, bollugunun ve islevlerinin daha derinlemesine anlagilmasi sistemin daha saglam ve



verimli ¢alismasia imkan vererek hedeflenen atik su aritim seviyelerine ulagsma ve suyun

yeniden kullanimini tesvik etme konusundaki 6nemli zorluklara ¢6ziim getirebilir.

Metagenomik dizileme, mikrobiyal topluluklarin tamamini kesfetmek icin degerli bir arag
olarak biiyiik ilgi goriirken BAS biinyesindeki viral ¢esitliligi arastirmak i¢in de etkili bir
sekilde fayda sunmaktadir. Kiiltiirden bagimsiz bu yontem, tek basina ya da kiiltiire dayali
teknikleri tamamlamak icin kullanilmaktadir (Brum ve Sullivan, 2015). Fajlarin BAS
ortamlarindaki baskin viriis tiirii oldugu diisliniilse de enterik ya da arkeal viriisler de dahil
olmak ftizere viral popiilasyondaki fajlari1 se¢ici olarak saymak ya da ayirt etmek her zaman
miimkiin olmamaktadir (Runa ve dig., 2021). Uygulanan yontemlerin bu ayirmaya imkan
vermedigi genel olarak "virlis" terimi kullanilmaktadir (Weitz ve dig., 2019). AATlerde yer
alan fajlarin genel cesitliligi, toprakta bulunan ¢esitlilige benzer sekilde deniz ortamlarinda
gozlemlenenden daha diisiiktiir, ancak insan digkisindaki viral cesitlilikten daha ytiksektir
(Tamaki ve dig., 2012). Fajlarin bollugu ve cesitliligi, siire¢ boyunca farkl sekillerde degisme
egilimindedir. Ham kanalizasyondaki viral yiikiin mililitre basina yaklagik 10® viral pargacik
(ml''") oldugu tahmin edilmektedir (Tamaki ve dig., 2012). Ikincil aritma iinitelerinde viriis
konsantrasyonu, aktif ¢amur proseslerinde yaklagik 10° viral partikiil ml!''e ve anaerobik
guriitiiciilerde 10'° viral partikiil ml e yiikselirken ¢ikig atik suyundaki konsantrasyon daha
diisiik seyreder (Runa ve dig., 2021). Bununla birlikte, aritilan atik sudaki viriislerin bollugu,
yaklagik 108 viral partikiil ml"! konsantrasyonuyla azalir (Wu ve Liu, 2009). Gozlenen bu
azalmaya iligkin kesin bir agiklama mevcut olmamakla birlikte, aritma agamasinda bakterilerle
birlikte virtiislerin de ortadan kalkiyor olmasi ile iliskilendirilebilir. Ayrica, atik suyun dnceki
aritma agsamalartyla karsilagtirildiginda ihmal edilebilir diizeyde potansiyel konakg1
konsantrasyonu igerebildigi goriisiiyle birlikte {igiinciil aritma uygulandiginda viriis
konsantrasyonlarinin daha da azalacagi goriisii mevcuttur. Farkli AATler, girig atik suyu ve
calisma kosullaria bagl olarak faj konsantrasyonlarinda farkliliklar gosterebilir (Petrovich ve

dig., 2019).

Bazi calismalarda BASlarda viriomu karakterize etmek i¢in dizileme yontemleri kullanilmistir.
Aktif ¢amurdaki viriislerin karsilastirmali metagenom analizi, Myoviridae, Siphoviridae ve
Podoviridae dahil olmak {izere hepsi Caudovirales takimi iginde, sirasiyla %40,3, %31,9 ve
%25,6 goreceli bolluklarda baskin viral gruplari tanimlamistir (Parsley ve dig., 2010). Aktif

camur, ham kanalizasyon ve anaerobik sindirim {izerine yapilan diger metagenomik ¢aligmalar



da bu viral aileleri baskin olarak bildirmistir (Aw ve dig., 2014; Heyer ve dig., 2019; Petrovich
ve dig., 2019). Bununla birlikte, bu ¢alismalarda elde edilen genomik dizilerin yalnizca yaklasik
%»35'inin, veri tabanlarindaki bilinen viral genomlarla ortiismesi dikkat ¢ekicidir; bu, BASlardaki
benzersiz bir viromu gosterir. Baskin viral ailelerinin tanimlanmasina ragmen virom, hacimli
ve hacimsiz aktif ¢amur ya da bagl biiyiime ile askiya alinmis biiylime gibi farkli kosullar
karsilagtirildiginda cins ve tiir seviyelerinde dnemli farkliliklar sergiler (Yang ve dig., 2017).
Aritma sistemleri, 14 atik su aritma tesisinde viral genom {izerine yapilan bir c¢alismada
gozlemlendigi gibi, bir aritma prosesi ya da belirli bir cografi alan i¢in ortak olan karakteristik
bir genomik parmak izi de dahil olmak iizere faj popiilasyonunun 6nemli bir boliimiinii
paylasabilir (Otawa ve dig., 2007). Benzer bir durum, siireglere ve operasyonel moda bagh
olarak belirli bakteri gruplarindaki farkliliklara ragmen, ortak bir organizma c¢ekirdegini
paylasan BASlarin prokaryotik topluluklarinda kiiresel olarak gozlemlenmektedir. Ayrica
metagenomik caligmalar bakteri genomunun analizini kapsarken, bu parmak izleri yalnizca
"serbest" fajlar1 degil ayn1 zamanda profajlar1 da kapsar (Parsley ve dig., 2010; Petrovich ve
dig., 2019). Genomik parmak izinin olusturulmasi, faj-konak sistemlerindeki dinamikler, belirli
temel fonksiyonel bakterilerdeki diisiisler ve fajlarin sistem igindeki gocii ile ilgili sorularin

yanitlanmasinda da etkili olabilir.
2.1.1 Litik fajlar

Organizmalarin biiylimesinin ve bollugunun Oncelikli olarak besin varligindan ziyade
yirticilikla sekillendigi ekolojik prensip ile ilgili olan 'top-down' olarak bilinen olgu, BAS
icindeki mikrobiyota baglaminda iyi bir sekilde ortaya konmustur (Tang ve dig., 2022). Tipik
olarak, oldiiriicii fajlar ya da diger ismiyle litik fajlar ve bunlarin konak¢1 mikroorganizmalari
arasindaki iliskinin 'Kill-the-Winner' hipoteziyle ortiistiigii diistiniilmektedir (Bu hipotezden 2.4
kisminda daha detayli bahsedilecektir). Lotka-Volterra tiirler arasi rekabet modeline dayanan
bu hipotez, mikrobiyal popiilasyonlar {izerinde etkili olan negatif frekansa bagl se¢ilimin, fajlar
ve konakgeilar arasindaki etkilesimi yonlendiren temel mekanizma oldugunu 6ne siirmektedir

(Winter ve dig., 2010).

Litik fajlar, yeni virionlarin salinmasi sirasinda mikrobiyal konakg¢ilarini pargaladiklari bir
strateji sergilerler. Litik fajlarin bu yirticilifi, AAT’lerde fonksiyonel mikrobiyotanin
stabilitesine yonelik bir tehdit olusturmaktadir. Ote yandan, faj aracili negatif frekansa baglh

secilim g¢ercevesinde, nadir mikrobiyal taksonlar kendilerini enfekte edebilecek faj ortaya



cikana kadar cogalma firsatina sahiptir (Alkhalil, 2023). Bu dinamik etkilesim, belirli
mikrobiyal popiilasyonlarda periyodik dalgalanmalara yol acabilir ve sonugta bakteri
cesitliliginin korunmasina katkida bulunabilir. Negatif frekansa bagh se¢ilim kavrami, farkli
mikrobiyal tiirlerin bir arada bulunmasini kolaylastirirken, daha rekabet¢i olan konakgt
genotiplerinin baskinligini diizenlemeye yardimci olur (Bouvier ve Del Giorgio, 2007). Sonucta
litik fajlar, tek bir baskin tiiriin kontrolsiiz genislemesini dengelediklerinden dolay1 bakteri
cesitliligini tesvik ve kontrol etme egilimi gosterirler. Biyolojik atik su aritimi baglaminda litik
fajlar, yogun rekabet ortaminda topluluk cesitliligini korumada énemli bir rol oynayabilir. Bu
topluluk cesitliligi, BASlarda islevsel yedekliligi saglamak i¢in temeldir (Shapiro ve dig.,
2010).

2.1.2 Lizojenik fajlar

Cesitli ekolojik habitatlarda 6ldiirticii (litik dongii) ve 1liman (lizojenik dongii) fajlarin dagilimi
esit olmamakla birlikte faj dagilimmin kismen konak¢t yogunlugundan etkilendigi
bilinmektedir (Erez ve dig., 2017). Tipik olarak litik dongii, konak¢i cogalip yiiksek
yogunluklara ulastiginda tercih edilirken, konake¢i bollugunun diisikk oldugu durumlarda
lizojenik dongii daha yaygin olarak goriiliir. Bu klasik kavram teorik ve deneysel ¢aligmalarla
iyi bir sekilde desteklenmektedir, ancak ¢evresel arastirmalardan elde edilen veriler degisen
sonuglar sunmaktadir. Bazi calismalar litik ya da lizojenik fajlarin siklig1 ile konak¢1 yogunlugu
arasinda pozitif ya da negatif korelasyonlar bildirirken (Liang ve dig., 2020), baz1 ¢aligmalar
ise zayif ya da higbir korelasyon gdstermemistir (Knowles ve dig., 2017). Knowles ve dig.
(2016) lizojenik enfeksiyon ile konak¢i yogunlugu arasindaki iligkiyi tanimlamak icin
“Piggyback-the-Winner” modelini 6nermistir. Bu modele gdre, mikrobiyal yogunlugun yiiksek
oldugu ekosistemlerde lizojeni giderek yayginlagmaktadir. Yiiksek konak¢1 yogunluklarinda,
iliman fajlar, konakgilarini lizojen yoluyla somiirmek icin tercih edilebilir. Ek olarak konake1
yogunlugu arttik¢a konakgilarin ilgili viriislerin neden oldugu enfeksiyonlara kars1 direnci daha

kritik hale gelebilir (Thingstad ve dig., 2014).

AAT’lerde oldiiriicii ve 1liman fajlarin dagilimi, biyolojik atik su aritimindaki karmasik
beslenme durumundan dolay1 belirsizlik tasimaktadir (Tang ve dig., 2022). Belediye atik suyu
tipik olarak bol miktarda besin maddesi (6rnegin azot ve fosfor) igererek besin agisindan zengin
bir ortam teskil etmektedir. Bununla birlikte, ¢amurdaki mikroplarin yiliksek yogunlugu,

kaynaklar i¢in siddetli bir rekabete yol agmakta ve bu da bireysel hiicreler i¢in sinirl besin



varligina yol agmaktadir. AAT'lerde, lizojenik enfeksiyonlar ekolojik avantajlar
saglayabileceginden lizojenik strateji tercih edilebilir. Serbest faj pargaciklari atik sularla
birlikte siirekli olarak uzaklastirilirken profajlar ve bunlarin konakg1 bakterileri sistem i¢inde
tutulur (Breitbart ve dig., 2018). Genel olarak, toplam bakteri popiilasyonu i¢indeki lizojenlerin
(uyarilabilir bir profaj iceren bakteri hiicreleri) orani, farkli ¢cevresel faktorlere ve indiiksiyon
yontemlerine bagli olarak, tespit edilemeyecek diizeyden %80'in {izerine kadar degisiklik
gosterir (Weinbauer, 2004). I[liman fajlarin ¢esitli bir grup oldugunu belirtmek 6nemlidir, ¢linkii
bu tarz fajlarin hepsi enfeksiyon lizerine lizojenik dongiiye girmez (Feiner ve dig., 2015).
AAT'lerdeki lizogeni yiizdesine iligkin spesifik tahminler bulunmamasma ragmen, iliman
fajlarin benzersiz yasam déngiileri nedeniyle dnemi hafife almmamalidir. Ozellikle kayda deger
olan, 1liman fajlarin "top-down" etkiyi karmasik hale getirebilmesidir, ¢iinkii profajlar, dis

uyaranlara yanit olarak veya kendiliginden hareketsiz bir durumdan litik dongiiye gegebilirler.

22 ATIK SU ARITMA SISTEMLERINDE ANTIBiYOTIK DIRENCLI
PATOJENLERIN UZAKLASTIRILMASINDA BAKTERIYOFAJLARIN
ROLU

Farkl1 biyolojik ya da kimyasal aritma metotlar1 kullanilmasina ragmen AAT lerin patojenlerin
uzaklastirilmasinda tam olarak etkili olamayip yetersiz kaldigi birgok calismada rapor
edilmistir. Higgins ve dig. (2018) firsatc1 patojen Acinetobacter baumanni'nin AAT'lerin tim
asamalarinda yayildigini ve daha sonra atik su yoluyla prosesten cevreye salindigini
belirtmistir. Oliveira ve dig. (2021) desarj edilen atik su numunelerinde karbapeneme direngli
bakterileri  gostererek, konvansiyonel atik su aritma proseslerinin  patojenlerin
uzaklastirilmasindaki verimsizligini belirtmistir. Raza ve dig. (2022) ayrica 12 farklt AAT'nin
cekirdek direng profillerini incelemisler, klinik agidan 6nemli olan antibiyotik diren¢ genlerinin
mevcut aritma yontemleriyle tam olarak giderilemedigini ve aritma sonunda direngli
patojenlerin dogaya salindigin1 bildirmigler ve ayrica antibiyotik olusumunu tetikleyebilecek
bazi antibiyotiklerin de bulundugunu belirtmislerdir. Patojen bakterilerin yok edilmesi
amaciyla alternatif biyolojik tedavi yaklasimlari gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bu
girisimlerden biri de mikroalgal-bakteriyel sistemin kullanildig1 bir ¢calismadir. Bu arastirmada
Ruas ve dig. (2022), atik sudaki patojenik bakterilerin daha iyi uzaklastirilmasinin, yalnizca
aktif camur kullanmak yerine mikroalgal-bakteriyel karisik kiiltlir kullanilarak basarildigini

gostermistir. Ancak her patojen bakterinin, giderim sonuclarini etkileyebilecek kendine 6zgii
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inaktivasyon mekanizmalar1 sergilemesi nedeniyle, kiiltiir ve calisma kosullari agisindan
mikroalg ve aktif camurdan olugan karigik kiiltliriin kullanilmas1 gerekebilir. Diger biyolojik
miicadele yontemlerinde oldugu gibi fajlarla yapilan biyokontrol, patojenlerin
uzaklastirilmasinda kimyasal kullanimini hafifletmektedir. Bu noktada fajlara yonelik birkag
ozellik dikkate deger bir rol oynuyor. Fajlar, patojen yogunluguna bagl olarak cogalabilen,
kendi bakterisinin bulundugu yerde kolaylikla bulunabilen, bakteriye 06zgii ajanlardir.
Hedeflerine kars1 duyarli olduklari i¢in normal floraya neredeyse hi¢ zarar vermezler ve diisiik
toksisiteye sahiptirler. Antimikrobiyal direncli bakterilere karst da ayn1 derecede basarilidirlar
ve ¢esitli bakterilerin olusturdugu biyofilm olusumlarin1 kirmada etkilidirler. Bu degerli
ozellikler onlar1 antibiyotige direngli bakterilerle miicadelede umut verici araclar haline
getiriyor. Ornegin Siang Tan (2020) ham kanalizasyon atik suyundan izole ettikleri fajlar ile
metisiline direngli S. aureus'u etkili bir sekilde tedavi ettiklerini belirtmislerdir. Benzer sekilde
Grami ve dig. (2022) faj PA25'in atik sudaki Pseudomonas aeruginosa patojenine karsi
etkinligini ortaya koymustur. Bu yeni izole edilmis faj, atik sudaki bakteri yogunlugunu ve
hedef bakterideki antibiyotik direncini uygun sekilde azaltmistir. Bagka bir ¢alismada Ben Saad
ve dig. (2022), farkli kosullar altinda bakteriyel inaktivasyonu izlemek i¢in belirli Salmonella
typhi bakterisine yonelik faj biyoinokiilasyonunu uygulamistir. Aragtirmacilar, 103 UFP/mL'ye
esit konsantrasyonda faj enjekte ettiklerinde bakteriyel azalmada %90 oraninda iyilesme elde
etmisler ve enjekte edilen faj titresi 105 UFP/mL oldugunda bu bozunma orani neredeyse %99'a
cikmistir. Ayrica Dhevagi ve Anusuya (2013) Salmonella sp. ve E. coli fajlarinin kanalizasyon

camurundaki hedef patojenlere kars1 etkili oldugunu gostermistir.

23 ATIK SU ARITMA SIiSTEMLERINDE MEMBRAN KiRLENMESININ
BiYOKONTROLUNDE BAKTERIYOFAJLARIN ROLU

Membran biyoreaktor sistemleri gelismis atik su aritma stratejileri olsa da ve geleneksel
yaklasimlara gore daha yiiksek eliminasyon kapasitelerine sahip olsalar da biyofilm
yapilarindaki artan antibiyotik direncinden kaynaklanan g¢evresel ve tibbi bir sorun olan
biyolojik kirlilik, membran biyoreaktdr sistemlerinde kaginilmaz bir sorun olup sistemin
verimli bir sekilde caligmasina engel olabilmektedir (Zhen ve dig., 2019). Bakteriler
gelistirdikleri hayatta kalma mekanizmasi ile dezenfektanlar ve antibiyotikler gibi ¢evresel
streslere karst korunmak amaciyla biyofilmler iiretebilmekte ve bu biyofilmler istenmeyen

kosullar altinda popiilasyonun giivenligini saglamaktadir. Artan tolerans nedeniyle
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antimikrobiyal konsantrasyon dldiiriicii olmayan bir seviyeye ulagmakta ve bu durum biyofilm
yapisindaki direncin artmasinin yani sira direngli popiilasyonlarin se¢ilimine de yol agmaktadir.
Fajlar, biyoreaktordeki aritma silirecini bozan istenmeyen mikroorganizmalart barindiran
AATlerdeki biyolojik kirlenmenin kontrol edilmesinde potansiyel olarak goriilmektedir. Bu
baglamda Bhattacharjee ve dig. (2015) AATden izole ettikleri litik faj ARB1'in, antibiyotige
direncli Delftia tsuruhatensis tirli tarafindan olusturulan membran filtreleri {izerindeki
bakteriyel biyofilmi etkili bir sekilde giderebildigini gdstermistir. Liu ve dig. (2015), Gordonia
G11 ve G7 suslar ile kopiiren aktif ¢gamurda uyguladiklar: faj kokteylinin kontrol reaktorti ile
karsilagtirildiginda bakteriyel azalmada on kat etkili oldugunu bulmuslardir. Membran
biyolojik kirliligi problemlerinin ¢dziimiinde faj uygulamasinin bir bagka 6rnegi Ayyaru ve dig.
(2018)’lerinin ¢alismasinda ortaya konmustur. Belediye atik suyundan bir bakteriyi ve ilgili fajt
izole ederek litik fajlarin membran biyolojik kirlenmesi tlizerindeki etkisini izlemislerdir.
Gegirgenlik akis1 ve SEM kullanarak bakteri ve faj siispansiyonunun etkisini aragtirdiklarinda,
litik fajin bakteriyel inhibisyon ve biyofilm olusumunun ortadan kaldirilmasi iizerindeki
basarisina gozlemlemislerdir. Ayrica Aydin ve Can (2020) piyofaj kokteylinin bir MBR
biyofilm yapisindaki aerobik mikrobiyal topluluk iizerindeki etkisi ile membran kirliliginin
giderilmesindeki etkisini incelemistir. Piyofajin farkli dozlarda uygulanmasina bagli olarak,
biyolojik olarak gii¢lendirilmis piyofaj kokteylinin, biyofilm iireten bakterilerin baskilanmasi
ve aerobik membran biyoreaktdr sisteminin performansinin arttirilmasi ile biyofilm
membraninin mikrobiyal toplulugu iizerindeki olumlu etkisini gostermislerdir. Ferreira ve dig.
(2021), filamentli ve hacim artisina neden olan bir bakteri olan Sphaerotilus natans'a karsi etkili
olan SnaR1 adli faj1, bu istenmeyen patojeni dnlemek i¢in AAT’den izole ederek fajin farkli
enfeksiyon cokluklart (MOI'ler) iizerindeki etkinligini arastirmistir ve sonuclar, S. natans
gelisiminde %83'e varan basarili bir azalma gostermistir. Yukaridaki sonuglar ve daha fazlasi,
AATlerdeki membran biyolojik kirliliginin kontroliinde faj aktivitesinin umut verici
uygulamalarindan birkacidir. Atik su aritiminda fajlarin bir baska 6rneginde Aydin ve dig.
(2022) bir faj kokteylinin anaerobik membran biyoreaktor lizerindeki etkisini arastirmistir. Faj
kokteyl uygulamasi sonucu membran biyolojik kirliligine de katilan, toplulukta en baskin
bulunan Firmicutes tiirlerinin azalmasiyla birlikte mikrobiyal topluluk yapisinda 6nemli
degisiklikler gozlemlenmistir. Firmicutes filumundaki bu azalmayla birlikte membran kirliligi
%25 oraninda azalmistir ve bu azalis, faj kokteylinin biyoaugmentasyon ajani olarak

potansiyelini gdstermektedir. Bu caligmalar, fajlarin yalnizca antibiyotige direngli patojenleri
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onlemede ve kalintilarin1 ortadan kaldirmada basarili bir ara¢ olmadigini, ayni zamanda
mikrobiyal topluluklarin sekillenmesinde de rol oynayan 6nemli faktorler oldugunu acgikga

ifade etmektedir.

Biyofilm yapilar1 genellikle ¢ok tiirlii bakteri popiilasyonlarindan olusur; bu, yalnizca tek bir
tiire 6zgl fajin kullanilmasinin, biyofilmde yalnizca bir cinsi hedef alabilecegi, ancak katmanda
kalan tiirlerin endise yaratmaya devam edebilecegi anlamina gelir. Faj kokteylleri bakteri
topluluklarin1 daha ustaca rahatsiz ederek bu acig1 giderebilir (Chan ve dig., 2013). Ancak bu
durum, bakteriyel konagin parcalanmasindan kisa bir siire sonra endotoksinlerin salinmasi
nedeniyle mikrobiyal toplulugun sekli ve igeriginde degisiklik gibi bazi ¢evresel risklere yol
acabilir. Cok degerlikli fajlardan (birden fazla bakteriyel konak¢iyr hedef alan tek bir faj)
yararlanan yeni bir yontem, bu sorunu ortadan kaldirmaya yonelik bir ¢6ziim olarak ortaya
cikmistir (Ye ve dig., 2018). Turki ve dig. (2012), ii¢ farkli fajdan olusan bir faj kokteylinin
atik sudaki Salmonella spp. suslarimi basariyla enfekte ettigini gostermistir. Faj kokteyl
uygulamasi, Salmonella spp.'yi gidermek i¢in tek bir faj ve iki faj karisiminin kullanilmasiyla
karsilagtirildiginda en etkili olan antimikrobiyal uygulama olarak bulunmustur. Ayrica Yu ve
dig. (2017), aktif camurda E. coli NDM-1'in azaltilmasinda ¢ok polivalent fajlar iceren bir
kokteylin, siirlt konaker araligina sahip faj kokteyli ile karsilagtirildiginda daha basarili

oldugunu belirtmislerdir.

2.4 BIYOLOJIK ATIK SU ARITMA SISTEMLERINDE MIiKROBIYAL
TOPLULUK YAPISININ YENIDEN DUZENLENMESINDE
BAKTERIYOFAJLARIN POTANSIYELI

Fajlar genellikle konakc¢ilarini iki sekilde etkiler: Konakgilarin metabolik repertuarini,
kondisyonunu ve hayatta kalma potansiyelini degistirerek veya hedef bakterileri dogrudan yok
ederek. Fajlarin bakteriyel rekabetle de temas ettigi hem teorik hem de ampirik olarak
gosterilmistir. Orneklemek gerekirse, fajlar, faj-konakgi etkilesimlerinin dogast ve dis
kosullarla baglantili olarak rekabet¢i diglamay1 kolaylastirabilir veya bakteriyel konakgilarin
bir arada varligim1 giiclendirebilir. Her bir faj enfeksiyonu, konak bakterisi i¢in yeni genetik
bilgi icerebildiginden (Suttle, 2007), faj ve konakgisi, mikrobiyal topluluklarin evrimi ve
ekolojisinde anahtar unsur olarak One c¢ikmaktadir (Koskella ve Brockhurst, 2014).
Aralarindaki bu igbirligi, bakteri toplulugunun rekabetini degistirerek (Joo ve dig., 2006),
bakteri ¢esitliligini tesvik ederek (Liu ve dig., 2015) ya da bir tiirden digerine yatay gen
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transferini (YGT) katalize ederek mikrobiyal topluluk yapilarini yeniden yapilandirabilir
(Touchon ve dig., 2016). Bu birlikte evrim birkag¢ yaklasimla aciklanmaya ¢alisilmistir. “Red
Queen” hipotezi, eger bir organizma basarili bir sekilde uyum saglarsa, bunun ayni ¢evreyi
paylasan ve onunla etkilesime giren diger tiirlerin uyum saglama yeteneginde bir diisiise neden

olacagini belirtir (Sekil 2.4.1a) (Van Valen, 1974).

(@)

The Red Queen

Hipotezi
/ ’ 1. -0y @ ™
N N A L b . “ L ¥ s,‘ 4
: L.
(b) <@ Fosetyg PRy sy N

Kill the Winner , AN £ , A PR

Hipotezi
cesitli mikrobiyota trlerin gogalmasi faj enfeksiyonu dengenin yeniden saglanmasi
dar konakg! aralikli faj polivalent (genis konakg aralikl) faj
e S\
[\
(c) B AR ?
= \ A
; Z,
T e P 4
Polivalensi faj nifuzu % faj nifuzu

biyofilm degredasyonu 3¢ biyofilm degredasyonu &/

Sekil 2.4.1: a) The Red Queen hipotezi, b) Kill the Winner hipotezi, ¢) Polivalenci (Reisoglu ve
Aydin, 2023).

Red Queen hipotezinin faj ve onunla etkilesime giren bakterilerin kendilerini birbirlerine kars1
koruduklari, "arms-race" adi verilen bir birbirine kars1 miicadele ile birlikte uyum saglama
siireci oldugu diisiiniilmektedir (Buckling ve Rainey, 2002). Fajlar ve konak¢i daglari
arasindaki direng ortaya ¢iktiginda, silahlanma yaris1 bozulmayla karsi karsiya kalabilir ve en
sonunda sik genotipleri enfekte etmek amaciyla faj evrimini kullanarak nadir bakteriyel direng
alellerine izin verebilecek dalgali se¢ilim dinamikleri tarafindan yerinden edilebilir (Gandon ve
dig., 2008). “Kill the Winner” hipotezine gore, mikrobiyal popiilasyonun negatif frekansa bagl

secimi, fajlar ve bakteriyel konakgilar arasindaki etkilesimin ana itici giictidiir (Sekil 2.4.1b)
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(Winter ve dig., 2010). Bol konakg1 genotipi faj yirticiligr tarafindan diizenlenirken, nadir olan1
faj onu enfekte edene kadar ¢ogalacaktir. Bu, belirli mikrobiyallerin tekrarlayan yiikselis ve
diisiislerine yol agabilir ve sonugta organizmalarin bir arada yasamasiyla daha rekabetci tiirlerin
diizenlenmesi yoluyla bakteri cesitliligine katkida bulunabilir (Bouvier ve Del Giorgio, 2007).
Ucgiincii bir aciklama ise polivalenci durumudur (Sekil 2.4.1c). Fajlarn genellikle dar bir
konake1 araligina sahip oldugu diisiiniiliirken, ¢ok degerlikli fajlar genis bir konakg1 araligina
sahiptir, bu da farkl tiirleri enfekte edebildikleri ve biyolojik atik su aritmalarindan izole
edilebildikleri anlamina gelir (Hantula ve dig., 1991). Bu, Khan ve dig. (2002) nin ¢aligmasinda
acikea goriilmektedir. Aktif camurdan genis konakg1 araligina sahip sekiz faj kesfettiler ve sekiz
fajdan dordii hem gram pozitif hem de gram negatif bakterileri enfekte edebildi. Hatta son
donemde gelistirilen sirali yaklasimlar sayesinde aktif gamurdan izole edilen bazi fajlarin tiirler

aras1 enfeksiyon yetenegine sahip oldugu bile kesfedilmistir (Yu ve dig., 2016).

Biyolojik atik su aritma prosesinde mikroorganizmalar dnemli bir rol oynar ancak atik su ve
biyo-¢amur Ozellikleri, mikroorganizmalarin atik su aritmasindaki etkinliginde birincil
unsurdur. AAT'lerdeki tiirlerin optimizasyonu ve mikrobiyal topluluk degisiklikleri, biiyiik
Olgekte  siirdiiriilebilir  teknolojilerin ~ kapilarin1  agabilir. Bu  bakimdan fajlar,
mikroorganizmalarin énemli bir rol oynadig1 aerobik biyolojik atik su aritimindaki sorunlara

onemli bir ¢6ziim olabilir ve siirecin verimliligini artirabilir (Sekil 2.4.2).

gﬁ f Artan nitrifikasyon
Al Al aktivitesi

Bakteriyofajlar < Hacimlenme

ve kopiiklenme
kontrolii

< Patojen giderimi
Biyokirlilik
W kontrolii

Aerobik aritma sistemi < Gamur

giderme

Sekil 2.4.2: Bakteriyofajlarin aerobik aritma sistemlerinin biyougmentasyonunda potansiyel kullanim1
(Reisoglu ve Aydin, 2023).
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Gordonia sp., Corynebacteria sp. ve Nocardia sp. gibi filamentli bakteri tiirlerinin asiri
olusumundan dolay1 aktif camur prosesinde kabarma ve kopiliklenme yaygin bir sorundur
(Collivignarelli ve dig., 2020). Bu baglamda bu soruna yonelik kimyasal yaklagimlar
denenmistir ancak kimyasallarin uygulanmasi siirecten sorumlu olan bakterilerin gelisimini
engelledigi i¢in olumsuz sonuglar dogurabilmektedir (Mamais ve dig., 2011). Bu sorunun
iistesinden gelmek ig¢in, aktif ¢amur prosesinde kabarmayi ve kopiirmeyi kontrol etmek
amactyla faj kullamlmistir. Ornegin, Liu ve dig. (2015), aktif ¢camurdan izole ettikleri dort
fajdan olusan kokteyli sistemden Gordonia cinsinin gideriminde kullanmis ve kontrol
reaktoriine kiyasla faj kullanilan reaktérde on kat daha etkili bir sonug elde etmistir. Petrovski
ve dig. (2011), iic Gordonia sp. tiiriine ve iki Nocardia sp. tiirline kars1 atik su aritma tesisinden
izole ettikleri bir cok degerlikli fajin basarili bir antimikrobiyal etki gdsterdigini bildirmislerdir.
Aktif camur sisteminde karsilagilan bagka bir sorun, filamentli bakterilerin desarj edilmesinin
biiyiik miktarda camur hacmi ve Zoogloea sp. ve Thauerea sp. cinsleri tarafindan salinan
yiiksek viskoziteye sahip ekstraselliiler polisakkarit maddelerin birikmesine neden olmasidir
(Luo ve dig., 2019; Yang ve dig., 2017). Asir1 miktardaki EPS, daha fazla ara suyun tutulmasina
neden olarak camurun dehidrasyonunu etkiler ve diisiik sedimantasyon kapasitesine yol agar
(Sheng ve dig., 2010). Spesifik fajlar, yiiksek EPS seviyelerinin neden oldugu biyofilm
olusumunu bozabilecek dikkate deger bir 6zellige sahiptir (Tait ve dig., 2002). Ayrica, kismi
nitrifikasyon-anammox (PN/AMX) siireci, atik su aritmasinda fazla azotun uzaklagtirilmasi ve
diisiik ¢amur olusturma gibi yararlar sergileyen bir avantajli yaklasimdir. Bununla birlikte,
NOB (Nitrobacter sp. ve Nitrospiraceae sp.) ile anammox bakteriler arasindaki substrat
izerindeki rekabet, basa ¢ikilmasi zor bir sorun yaratir ve Nitrospirae genellikle NOB grubunda
one cikanlardir. Nitrospiraceae multiformis kullanilarak yapilan bir ¢alismada, belirli ¢evresel
stresler altinda iki profajin iiretilmesi uyarilmstir. Ozellikle asidik pH'da viriis partikiillerinin
artmast N. multiformis miktarin1 azaltarak nitrifikasyon aktivitesinin daha diisiik olmasini
saglamistir (Choi ve dig., 2010). Liu ve dig., (2017) yiiksek miktarda viral kontig varliginda
Nitrospiraceae sp. ve Nitrosomonadaceae sp. familyalarinin 6nemli bir azalma gdsterdigini,
bunun da faj aracili bozulmanin nitrifikasyon siirecini azaltabilecegini gosterdigini belirtmistir.
Aydin ve Can (2020), atik sudaki nitrojen denitrifikasyon prosesinin iyilestirilmesine yonelik
bir ¢alismada, atik su aritiminda nitrati giderebilen 6zel suslari iceren piyofaj kokteyli ile

yapilan biyoaugmentasyon yoluyla Beta-Proteobacteria sayisinin arttigini bildirmistir. Ayrica
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Liao ve dig. (2023) aerobik denitrifikasyon sirasinda nitratin uzaklastirilmasinda faj etkinligini

gostermistir.

Anaerobik biyolojik atik su aritimi, 6nemli bir biyoenerji kaynagi olan metanin {iretildigi,
bakteri-arkealarin sinerji i¢inde oldugu dinamik bir stirectir. Fajlar ve fajlarin MBR sisteminin
biyolojik olarak gii¢lendirilmesi i¢in potansiyel kullanimi, Sekil 2.4.2'te goriildiigii gibi
performans, membran biyolojik kirlenmesi ve mikrobiyal topluluk yapis1 agisindan umut verici
bir yaklasimdir. Bu sistemdeki mikrobiyal topluluktaki bakterilerin fajlarla degistirilmesi arkea
oranini etkileyerek metan iiretimini arttirabilir. Bu durum Aydin ve dig. (2022) tarafindan bir
faj kokteylinin anaerobik bir biyoreaktdrdeki farmasotik atik su aritimi iizerindeki etkisini
aragtirmistir. Faj kokteylinin reaktore eklenmesiyle biyofilm tabakasi ve ¢amurdaki bakteri-
arkea topluluk yapis1 dikkate deger bir degisiklik sergilemistir. Ayni ¢calismada baskin arkea
toplulugu Methanothermobacter sp.’den Methanoculleus sp.’ya yonelirken, bakteri cinsi
Macellibacteroidetes - Desulfovibrio ile arkea tiirli Methanoculleus sp. arasinda sentrofik bir
etkilesim izlenmistir. Fajlarin kullanimi, anaerobik mikrobiyal topluluktaki bakterileri kontrol
etmek ve bakteriyel arkeal dengeyi hizla yeniden saglamak i¢in umut verici bir ¢6ziim olabilir.
Ancak anaerobik biyoreaktordeki mikrobiyal topluluk yapisinin ve aktivitesinin
gelistirilmesine yonelik farkli fajlarin kullanildig1 ¢ok az sayida deneysel ¢aligma yapilmstir.
Farkli faj tiirlerinin ve kombinasyonlarinin anaerobik reaktdér performansi ve mikrobiyal
topluluk dinamikleri tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in uzun ¢aligma siireli ¢caligmalarin

yapilmasi 6nerilmektedir. |
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1. PIYOFAJ KOKTEYLININ iZOLASYONU VE ZENGINLESTIRILMESI

Reaktdrde patojen gideriminde kullanilmak iizere Giircistan Tiflis’teki Eliava Enstitiisi'nden
elde edilen piyofaj kokteyli, bes patojen bakteri tiriinii (Staphylococcus sp., E. coli,
Streptococcus sp., Proteus sp., Pseudomonas sp.) hedefleyen bir faj kombinasyonudur. E. coli
ve Pseudomonas spp. hiicreleri baglangicta Luria Bertani agar ortaminda kiiltlirlenerek 37 °C'de
24 saat inkiibe edilmistir. Agardan elde edilen tekli koloniler daha sonra 10 mL sivi besin
ortaminda kiiltiirlenerek ¢alkalayicili bir inkiibatérde 37 °C'de 24 saat daha inkiibe edilmistir.
Bakteriyel konsantrasyonlar McFarland standartlarma uygun olarak 10°-107 hiicre/ml'ye
ayarlanmustir. In vitro faj duyarlilik testinde, 10 ml faj siispansiyonunun farkl: titrasyonlariyla
spot test yontemi yapilmustir. %0,5 Luria Bertani yar1 kat1 agarin kullanildigi ¢ift agar katmani
yontemi, faj zenginlestirme iglemi i¢in kullanilmigtir. 3 mL yar1 kat1 agarin 15 mL steril falkon
tiipline dokiilmesini takiben 100 pl bakteri hiicresi ile 300 ul faj diliisyonu tiipe eklenmistir ve
bakteri-faj-yar1 kati agar karisimi agar plakalarina dokiilerek kurutulmustur. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan, petriden kazinan %0,5 agarm 10.000 rpm'de 25 dakika boyunca
santrifiij edilmesiyle silipernatant elde edilmistir. Elde edilen siipernatant 0,22 pm'lik bir
filtreden siiziilmiis, gerekli faj miktarini elde etmek igin bu siizme islemi tekrarlanmistir. Islem

sonunda, faj konsantrasyonu 3 x 10% PFU/ml olarak belirlenmistir.
3.2. AEROBIK MEMBRAN BiYOREAKTORUNUN CALISTIRILMASI

Tez ¢alismasinda atik su aritim potansiyelinin faj kokteyli yoluyla biyolojik olarak arttirtlmasini
incelemek icin deney diizeneginde siirekli besleme modunda ¢alistirilan bir aerobik membran
biyoreaktorii kullanilmigtir (Aydin ve Can, 2020). Biyoreaktor i¢in 0,125 m? yiizey alanina
sahip batik, i¢i bos fiber membran modiilii saglanmistir. Biyoreaktdriin tabaninda membran
yiizey temizligi ve havalandirmayr saglamak amaciyla hava difiizorii kullanilmis olup,
RxH=7,25 cm*34 cm boyutlarinda olan havalandirma tankinin hacmi 5 L’dir. Ultrafiltrasyon
gerceklestirmek i¢in ortalama 0,04 pm gozenek boyutu kullanilmigtir. Basinct 6lgmek igin
transmembran basing sensorii bir vakum hattina baglanmis ve degerler otomatik olarak bir

bilgisayara kaydedilmistir.



18

[SKi Ambarli ileri Biyolojik Atik Su Aritma Tesisi’nden temin edilen camurun konvansiyonel
ozellikleri, toplam kati madde (TK:10435 mg/L) ve toplam askida kati madde (TAK: 4630
mg/L) analizleri ile belirlenmistir. Camur yasi ile hidrolik bekletme siireleri sirasiyla 30 giin ve
12 saat olarak belirlenmistir. Sentetik farmasoétik atik su bilesimi 500 mg/L glikoz, 100 mg/L
iire, 50 mg/L (NH4)2SO4, 50 mg/L KH>PO4, 50 mg/L MgS04.7H,0, 50 mg/L NaCl, 10 mg/L
CaCl.2H»0 ve 100 mg/L. NaCOs’ten olusturulmustur (Aydin ve Can, 2020). Farmasétik atik su
kosullarin1 yansitmak i¢in mikroorganizmalarin hayatta kalabilecegi ve hizla direng
gelistirebilecegi konsantrasyonlar olan 100 mg/L eritromisin, 100 mg/L siilfametoksazol ve
37,3 mg/L tetrasiklin antibiyotikleri reaktorleri ilave edilmistir (Aydin ve dig., 2015). Deney
icin hazirlanan BP biyoreaktoriine aerobik camur ve antibiyotiklere ek olarak piyofaj (faj
kokteyli) eklenmistir ve reaktor 40 giin calistirilmistir. Reaktdr ¢amurundan giinde iki kez
numuneler toplanmis ve elde edilen numuneler, numuneleri LC/MS (s1v1 kromatografisi/kiitle
spektrometrisi) analizine hazirlamak i¢in OASIS HLB kartuslar1 (6 mL, 200 mg, Waters,
Milford, MA, ABD) araciligiyla ekstrakte edilmis ve temizlenmistir.

3.3. SHOTGUN METAGENOMIK DIZILEME iLE MiKROBIiYAL TOPLULUK
ANALIZI

Shotgun metagenomik dizileme, mikrobiyal topluluklarin biyolojik cesitliligini ve islevsel
ozelliklerini incelemek i¢in etkili bir yaklasimdir. Aerobik mikrobiyal topluluk yapisinin ve
antibiyotik diren¢ genlerinin (ADG’leri) antibiyotik ve faj kokteyli varliginda degisimini tespit
etmek i¢in Illumina dizileme kullanilmistir ve dizileme hazirligi Gentera Bioteknoloji Co.,
Ltd.'de (Istanbul, Tiirkiye) gerceklestirilmistir. DNA ekstraksiyonu i¢in numune olarak BP
reaktoriinden camur alinarak iireticinin talimatlaria gére Genomic DNA Isolation Kit (Norgen
Biotek. Corp., Kanada) araciligiyla tim genom DNA ekstraksiyonu ger¢eklestirilmistir.
Kiitliiphane olusturulmasinin her agamasinda kalite kontrolii yapilmigtir. DNA saflastirma ve
entegrasyonunda %1 agaroz jel elektroforezi uygulanmistir ve DNA konsantrasyonunun
Olciimii, Qubit dsDNA Assay Kit (Life Technologies, CA, ABD) kullanilarak Qubit 2.0
florometre kantitasyonu ile gerceklestirilmistir. Kiitliphane olusturulmasinda her 6érnek 1 pug
DNA ile hazirlanmigstir ve kiitiiphanelerin olusturulmasinda NEBNext® UltraTM DNA Library
Prep Kit for Illumina (NEB, ABD) kullanilmistir. Numuneler spesifik indeks kodlariyla
etiketlendikten sonra, her numunenin 350 bp'ye kadar fiziksel par¢alanmasinda CovarisTM

S220 Sonicator (Covaris, Inc., Woburn, MA) kullanilmistir. Fragmanlarin A kuyruklu ve uglari
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cilali olarak elde edilmesinin ardindan fragmanlar, Illumina dizileme i¢in PCR amplifikasyonu
ile baglanmistir. Numunelerin saflagtirilmasi AMPure XP sistemi {izerinden yapilmistir ve
yeterli zenginlesmeyi saglamak i¢in Agilent 2100 Bioanalyzer ve Q-PCR uygulanmistir. Daha
sonra lreticinin talimatlar1 dogrultusunda dizileme i¢in cBot Kiime Olusturma Sistemi
kullanilmistir ve takiben Illumina NextSeq 500/HiSeq platformlar1 kullanilarak kiitiiphane
hazirliklarindan eslestirilmis u¢ okumalar olusturulmustur. Daha sonra metagenom
derlemesinde kullanilacak temiz veriler elde etmek i¢in elde edilen ham verilere kalite kontrol
ve konak filtreleme uygulanmistir. 38'in altinda bir degere sahip olan ve 40 baz ¢ifti esigini agan
okumalar, veri on islemesi sirasinda diizeltmeye tabi tutulmustur. Ayrica asir1 belirsiz
niikleotidlere (N) sahip okumalar atilirken adaptdrlerle 6nemli Slgiide Ortlisen okumalar
kesilmistir. Soap 2.21 yazilimi, konak¢t DNA'sindan kaynaklanan potansiyel kontaminasyonu
azaltmak i¢in kullanilmistir. Kalite kontroliiniin ardindan, metagenom derlemesinde erken adim
olarak MEGAHIT kullanilmistir (Li ve dig., 2015). Scaffoldlar i¢indeki kesintisiz diziler
anlamia gelen scaftigler, “N” semboliiniin olustugu anda kesilerek elde edilmistir. Karisik
okumalardan ve bireysel numunelerden elde edilen, uzunlugu 500 baz ¢iftinin altinda olan
scaftigler kesilmistir. Her numunenin kombinasyonuyla olusturulan kullanilmayan okumalar,
diisiikk bolluga sahip tiirleri tanimlamak i¢in analiz edilmistir. MetaGeneMark, karisik ve
bireysel Orneklerden bir araya getirilen scaftigleri kullanarak gen tahmini yapmak ig¢in
kullanilmistir. Daha sonra tahmin edilen genler, ¢ogaltilmak tizere bir araya getirilmistir ve
bunu daha sonra kapsamli bir gen katalogunun olusturulmas izlemistir. Onceki adimlarda elde
edilen temiz veriler, MetaGeneMark araciligiyla ORF tahminine tabi tutulmustur (Zhu ve dig.,
2010). Temiz verileri kataloga esleyen SoapAligner araci, haritalanan okumalarin toplam
miktar1 ve gen uzunlugu kullanilarak gen bollugunun hesaplanmasini gerceklestirmek tizere

kullanilmistir (Gu ve dig., 2013) (Sekil 3.2.1).

CAZy

Fonksiyon cggNOG
tayini

Cluster
Standart

analizler PCA, PCoA,
NMDS

Anosim, Metastat,
LEFSe

Kalite kontrol

o KEGG

tahmini

—

— —

—

Ham veri Temiz veri Birlestirme Unigenler

Taksonomi
tayini Micro NR

Sekil 3.2.1: Metagenom analiz akis1
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Metagenomik homologlarin taksonomik agiklamasinda MEGAN yazilimi kullanilmistir ve
NCBI'nin (NCBI: siirtim 2016-11-05) NR veri tabaniyla karsilastirma yapilmistir (Huson ve
dig., 2016). Metagenomdaki farkli fonksiyon tiirlerinin kodlama dizilerinin ve goreceli
bolluklarinin fonksiyon tespiti icin KEGG, Eggnog, CAZy gibi veri tabanlarinda benzerlik
aragtirmasi yapilmistir. NMDS, Anosim ve PCA kiimelemesini i¢eren analiz, taksonomik ve
fonksiyonel bolluk tablolarina dayanilarak yapilmistir. Ayrica, farkli gruplarin fonksiyonel
icerikleri karsilastirildiginda istatistiksel analiz icin LEfSe ve Metastat'lar kullanilmistir.
ADG'lerin tiirlerdeki bollugu ve dagiliminin belirlenmesi i¢in veri seti Kapsamli Antibiyotik
Direng Veri Tabam (Ingilizce: CARD) ile karsilastirilmistir. Bu karsilastirmada protein
dizilerini karsilastiran bir biyoinformatik ara¢ olan BLASTp kullanilmistir ve karsilastirmadaki
e-deger esigi < 1 x 107 olup veri seti ile CARD veri taban1 arasindaki eslesmelerin istatistiksel

anlamlihgmnin belirlenmesini saglamstir (Alcock ve dig., 2019). |
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4. BULGULAR

4.1. AEROBIK MEMBRAN BiYOREAKTORUNDE BAKTERIYOFAJLAR iLE
PROKARYOTIK VE OKARYOTIK MIKROBIYAL CESITLILIK
ARASINDAKI ETKILESIMLER

[llumina dizileme, mikrobiyal topluluk yapisi hakkinda kapsamli veriler saglamis ve piyofaj
kokteyli ile antibiyotik kombinasyonuna maruz kalmanin, reaktér ¢amurunun mikrobiyal

topluluk yapisinda 6nemli degisikliklere yol agtigin1 gostermistir (Sekil 4.1.1).
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Sekil 4.1.1: BP reaktoriiniin camurundaki baskin on taksonun bollugu. (a) Filum diizeyinde, (b)
Cins diizeyinde

Filum diizeyinde, Proteobacteria bakteri popiilasyonunun %62'sini olustururken, tolerans
nedeniyle bir artis gostermistir, ikinci en bol bulunan filum Bacteroidetes %23'liik bir orana
sahip olmustur. Ote yandan Firmicutes, AATlerde iigiincii baskin filum olarak bilinirken
(Aydin ve dig., 2022), piyofaj kokteylinin antibiyotiklerle birlikte uygulanmasiyla Firmicutes
bollugu diisiik bir oranda kalarak BP reaktoriindeki toplam bakteri popiilasyonunun yalnizca
%35'ini olusturmustur. Nitrospirae, BP reaktdr ¢camurunun bakteri popiilasyonunda tigiincii
baskin filum olarak tiim popiilasyonunun %@4'ini olusturmustur. Gergeklestirilen tez
caligmasinda, piyofaj kokteyli ve antibiyotiklerin varlifinda BP reaktdr ¢amuru
mikrobiyotasindaki bakteri toplulugunun gelisimi cins diizeyinde de incelenmistir. Mevcut
calisgmada Runella (%5), Dekloromonas (%5), Nitrospira (%4), Haliangium (%4) ve

Haliscomenobacter (%3) bakteri toplulugu icinde en baskin cinsler olarak tanimlanmistir. BP
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reaktdriinde bulunan ve dikkat ¢eken diger bir cins ise Zoogloea (%2) olmustur. Ote yandan,

Haliangium ochraceum (%1) tiirli, BP reaktoriinde kayda deger bir bollukta yer almistir.

Mevcut caligmada biyoreaktorlerdeki Okaryotik mikroorganizmalar da arastirilarak bu
mikroorganizmalarin tiim toplulugun yalnizca oldukga kiigiik bir ylizdesini olusturdugu tespit
edilmistir. Ascomycota filumu (%10), Chytridiomycota (%2) ve Basidiomycota (%1) baskin
mantar gruplar1 olarak gozlenirken, mikroalgal filum Chlorophyta (%2) ve diatom grubu

Thalassiosira (%1) diger 6nemli 6karyotik mikroorganizmalar1 olusturmustur (Sekil 4.1.2).

Ascomycota <

Total: 2436.43430153553

Okaryotlarin

Ascomycota %10

Tolypocladium_paradox: Okaryot
Tim genom

Tim genomun
%0,02’si

Sekil 4.1.2: BP reaktoriindeki toplam 6karyotik mikroorganizmalari (%0,02) ve Ascomycota’nin
goreceli bollugu.

4.2. BAKTERIYOFAJLARIN METABOLIK YOL UZERINDEKI ETKISi

Faj uygulamasmin mikrobiyal toplulugun metabolik yol iizerindeki proteomik seviyeden
etkisine iliskin daha fazla bilgi edinmek i¢in, BP reaktoriinde Kyoto Genler ve Genomlar

Ansiklopedisi (KEGG) yol smiflandirmasi gergeklestirilmistir. Baskin olarak goriilen
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metabolik yollar amino asit metabolizmasi, karbonhidrat metabolizmasi, enerji metabolizmasi,

kofaktdér ve vitamin metabolizmasi,

niikleotid metabolizmasi,

lipid metabolizmasi,

ksenobiyotiklerin biyolojik parcalanmasi ve diger ikincil metabolitlerin metabolizmasi ve

biyosentezi olmustur (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1: BP reaktdriinde KEGG yolak dagilim
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Azot metabolizmasindaki c¢ekirdek gruplar, potansiyel nitrifikasyon bakteri gruplar1 olarak

bilinen Nitrosomonas (%0,2) ve Nitrospira (%4) olarak gdzlenmistir. Piyofaj kokteyli ve

antibiyotik kombinasyon uygulanmasinin bu cinslerin varligina bir etkisi tespit edilmemistir.

BP reaktorii ayrica iyi denitrifikasyon potansiyelleri ile bilinen ve bakteri popiilasyonunun

toplam %9'unu olusturan Dechloromonas (%5), Zoogloea (%2) ve Accumulibacter (%2)
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cinslerini de igermistir. Ayrica, BP reaktdr camurunda %2 oraninda Accumulibacter, %3

oraninda Rhodobacterales ve %0,9 oraninda Sorangium cinsleri tespit edilmistir.

43. AEROBIK MEMBRAN BiYOREAKTORUNDE BAKTERiIYOFAJ IiLE
ANTIBIYOTIiK DIRENC GENLERI ARASINDAKI ETKILESIMLER

Bu tez c¢aligmasinda, biyoreaktordeki mikrobiyal topluluk yapilarinin yani sira ADG’lerin
analiziyle, ADG'ler arasindaki korelasyonlar hakkinda bilgi edinilmistir. Antibiyotiklerin
varligi, BP reaktoriinde yiliksek diizeyde antibiyotik direng¢ profili sergileyen gram negatif
Proteobacteria sp. zenginlesmesine yol agmistir. BP reaktoriindeki Proteobacteria grubunun
kayda deger varlig1 ve genis yelpazesi, potansiyel olarak Klebsiella spp., Salmonella spp.,
Acinetobacter spp. dahil ¢ok sayida 6nemli insan patojenini kapsayan antibiyotige direngli
Proteobacteria tiirlerine atfedilebilir. Sekil 4.3.1, BP reaktoriindeki ADG'leri igeren farkli

filumlar1 gostermektedir.

® Proteobacteria

® Bacteroidetes

® Nitrospirae
Firmicutes

® Verrucomicrobia
Cyanobacteria
Acidobacteria

® Candidatus omnitrophota
Candidatus kapabacteria

® Ingavibacteriae

Others

Sekil 4.3.1: i¢teki daire, ADG'leri iceren ¢esitli filumlarin dagilimimin temsili, distaki daire
filumlardaki ADG'lerin oranini temsili

Proteobacteria baskin filum oldugundan, bakterilerin direng genlerini elde etmek i¢in kullandig1
en baskin diren¢ mekanizmas1 RND tipi Ilag Akis Pompasi iken mitrd4 ise ortak direng geni
olarak tanimlanmistir. Bu tez ¢alismasinda Staphylococcus aureus'un varligi tiim bakteri
genomunda diisiik bollukta (%0,003) yer teskil etmis olsa da bu tiire ait diren¢ geninin (ar/R),
BP reaktoriinde en belirgin direng genlerinden biri oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3.2).
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- FKDN192259318-1A

Sekil 4.3.2: (a) Direng genlerinin dagilimi, (b) direng mekanizmalari ile filumlar arasindaki iligki |
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5. TARTISMA VE SONUC

L&AT'lerde fajlar ve bakteriler, mikrobiyal dinamikler, malzeme dolasim siireci ve enerji
metabolizmasi agisindan kritik mikrobiyal gruplari olusturur. Fajlar, belirli bakteri tiirlerini
hedef alarak enfekte eden viriisler olup bakterilerle karsilastirildiginda yaklasik 10:1 oraninda
yiiksek bir bolluga sahiptirler (Jameson ve dig., 2020). Fajlar, mikrobiyal topluluklardaki
bakterilerle sinerjistik etkilesimler sergileyerek bu etkilesimlerin bakteriyel topluluklar
tizerindeki etkilerini agiga ¢ikarir. Saniyede yaklagik 102 enfeksiyon oraninda bakteri suslarini
enfekte edebilirler ve bu yetenek, 6zellikle antibiyotige direncgli olanlar olmak iizere hedef
bakteriyel popiilasyonlar1 azaltmada dnemli bir potansiyele sahiptir (Worley-Morse ve Gunsch,
2015). Bu tez ¢aligmasinda bes farkli patojenik tiire 6zgii fajlar1 igeren kokteylin reaktore
eklenmesi sonucunda, hedeflenen tiirler reaktdrde tespit edilmemistir. Onceki ¢aligmalar,
kentsel ve endiistriyel atik sularinda yaygin olarak bulunan patojenik bakteriler arasinda
reaktore eklenen fajlarin 6zgii oldugu Staphylococcus spp., E. coli, Streptococcus spp., Proteus
spp. ve Pseudomonas spp. tiirlerinin bulundugunu gostermistir (Kumaraswamy ve dig., 2014;
Yasir, 2020). Bu tez ¢calismasindaki en baskin iki filum olan Proteobacteria ve Bacteroidetes’in
onceki ¢aligmalarda farkli AAT'lerde en baskin bakteri filumlar1 olarak yer alirken yaygin
cinslerin ise Aeromonas, Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus’u oldugu belirtilmistir (Zhao

ve dig., 2019).

Yapilan caligmalarda Firmicutes filumuna ait {yelerin antibiyotige direncli genleri
barindirabildigi belirtilmistir (Schwarz ve dig., 2014; G. Wang ve dig., 2020). Bu bilgi goz
online alindiginda tez ¢alismasindaki diisiikk Firmicutes bollugunun piyofaj kokteylinin
varligindan kaynaklandigini 6ne siirmek miimkiindiir. BP reaktoriindeki {i¢iincii baskin filum
olan Nitrospirae, 6zellikle diisiik seviyede ¢oziinmiis oksijen ve substrat mevcudiyeti ile atik su
aritim sistemlerinde biyolojik besin gideriminde énemli bir role sahip olan nitrit oksitleyen
bakterilerin (NOB) baskin bir subesidir (Geng ve dig., 2022). Onceki ¢alismalardaki normal
calisan atik su aritma sistemlerinde Nitrospirae'nin goreceli bollugu ile karsilastirildiginda,
mevcut ¢calismadaki BP reaktoriinde tespit edilen Nitrospirae orani daha yiiksek olup bu artisin
piyofaj kokteyli nedeniyle oldugu sonucuna varmak uygundur (Xiao ve dig., 2023; Y. Yang ve
dig., 2020). Nitrifikasyon prosesindeki basarisizligin genel olarak aktif camur sistemlerindeki
nitrifikasyon bakterilerinin diisiik konsantrasyonuyla baglantili oldugu gz oniine alindiginda,

Nitrospirae'deki bu artig, piyofaj kokteylinin MBR performansini iyilestirme potansiyeli
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tasidigim  gdstermektedir (Wanner ve dig., 2000). Onceki c¢alismalar, cins diizeyinde
Dekloromonas ve Nitrospira’nin ¢ogu AATdeki temel mikrobiyal gruplardan oldugunu ve
antibakteriyel ajanlarla karsilagtiklarinda direngli 6zellikler gosterebilecegini belirtmistir (L.
Wu ve dig., 2019). Antimikrobiyal ajanlarin varligina ragmen bu tez ¢alismasinda tespit edilen
bes baskin cinsin (Runella, Dekloromonas, Nitrospira, Haliangium ve Haliscomenobacter)
bulunmasi, antibiyotige duyarl olanlarin azalmis olabilecegi bir toplulukta olas1 dirence ve
gelisme yeteneklerine isaret etmektedir ve bu, konuya iligkin daha 6nce yapilan ¢aligmalarla
benzer bulgular sergileyerek uyum gostermektedir (Aydin ve Can, 2020; Du ve dig., 2021).
Reaktorde %2 bulunma orani ile tespit edilen Zoogloea, tipik olarak aktif camurda bulunur ve
atik sudaki organik ve inorganik bilesiklerin par¢alanmasinda rol oynar (X. Wang ve dig.,

2012).

Reaktordeki okaryotik mikroorganizmalar incelendiginde, 6nemli miktarda mikroorganizma
toplulugu smiflandirilmamistir; bu durum referans sekans verilerinin eksikliginden
kaynaklanmis olabilir. Baskin gruplar olarak tespit edilen fungal filumlar Ascomycota ve
Chytridiomycota seliilaz salgilayabilmektedir, dolayisiyla bu mantar gruplar1 seliilozu
parcalama yetenekleri nedeniyle seliiloz igeren atik sularin aritiminda kullanim potansiyeli
tastyabilir. BP reaktoriinde Ascomycotanin mikrodkaryotlardaki %10 oranindaki bollugu
dikkat ¢ekicidir. Aerobik ¢amur {izerinde yapilan bir caligmada, camurda tespit edilen
Ascomycota'nin yiiksek bollugu, membran reaktoriine zengin selilloz eklenmesiyle
iligkilendirilmistir (C. Chen ve dig., 2021). Mevcut tez calismasinda da %10 oranindaki yiiksek
Ascomycota bollugu, reaktordeki 6karyotik organizmalarin %32'sini olusturan seliiloz igeren
bitkilerden kaynaklanmis olabilir. Ote yandan, BP reaktdriindeki Ascomycota'nin %17'sini
olusturan Aspergillus cinsi filamentli bir mantardir ve agir metal, petrol ve diger kirleticilerle
kirlenmis atik sular i¢in biyolojik iyilestirme ajani olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (El-
Bondkly ve El-Gendy, 2022). BP reaktoriiniin Okaryotik mikroorganizmalar1 arasinda
Chlorophyta (%?2) varligi dikkat ¢ekmektedir. Mikroalg Chlorophyta, besin maddesinin
uzaklastirilmasi amaciyla endiistriyel ve belediye atik su aritmalar1 da dahil olmak iizere ¢esitli
akiglarda kullanilmaktadir. Bu kullanim, mikroalglerin spesifik kosullara 6nemli adaptasyon
kapasitesine baglanabilir (Abinandan ve Shanthakumar, 2015). Aritilmamis atik sularda
mikroalglerin yetistirilmesinde karsilasilan 6nemli bir zorluk, biyokiitle verimliligini kisitlayan
diger mikroorganizmalarin varlig1 olsa da BP reaktoriinde tespit edilen Chlorophyta, piyofaj

kokteyli ve antibiyotik kombinasyonunun varliginda gelisme yetenegini silirdiirmiistiir. Bu
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nedenle, BP reaktorii bu antimikrobiyallere uzun siireli maruz kalacak sekilde calismasi
halinde, mikroalg grubu Chlorophyta'nin biiylime firsati artabilir. Dolayisiyla, antibiyotiklerle
birlikte bir piyofaj kokteylinin uygulanmasi, patojenlerin gelisimini onemli bir sekilde
engelleyecek ve bu, besin giderimi igin atik su aritma sistemlerinin kapasitesinin ve
potansiyelinin artmasina destek olacaktir. Bu bulgular, piyofaj kokteylinin, biyoremediasyonda
yararli olan mikroorganizmalarin gelisimini artirarak atik su aritim siirecini olumlu yonde
etkileme potansiyeli tasidigini gostermektedir. Piyofaj kokteyli, belirli patojenleri ya da firsat¢i
mikroorganizmalar1 hedef alarak faydali tiirlerin gelismesi icin daha uygun bir ortam
yaratilmasina yardime1 olabilir ve sonugta sistemin aritim verimliligini ve genel performansini
artirabilir. Mevcut ¢alismada antibiyotikler ile piyofaj kokteyli arasindaki potansiyel sinerjistik

iliskinin dikkate alinmasi da hayati 6nem tagimaktadir.

Faj kokteylinin mikrobiyal toplulugun metabolik yollar1 {izerindeki etkisine iliskin yapilan
analizde, azot metabolizmasindaki baskin cinsler olarak tespit edilen ve potansiyel nitrifikasyon
gruplar olarak bilinen Nitrosomonas (%0,2) ve Nitrospira (%4) nin faj kokteyli ve antibiyotik
uygulanmasindan etkilenmedigi goriilmiistiir. Bu iki cins, nitrifikasyonu artirarak reaktor
performansma katkilariyla bilinmektedir (Whang ve dig., 2009). Ozellikle comammox
Nitrospira cinsi, azot dongiisiiniin en énemli adim1 olan nitrifikasyon siirecinde 6nemli bir role
sahiptir. Nitrifikasyon siireci kisaca amonyagin (NH3) ardisik iki oksidasyon reaksiyonu
yoluyla nitrata (NOs") doniistiiriilmesiyle gerceklesir. Ilk basta nitrifikasyonun amonyak
oksitleyen bakteriler (AOB) ve nitrit oksitleyen bakterilerden (NOB) olusan iki farkli bakteri
grubu tarafindan gerceklestirildigi diisiiniilmekte idi. Comammox Nitrospira'nin kesfiyle bu
anlay1s tamamen degismistir. Bu cinsin benzersiz 6zelligi, ikinci adimi gergeklestirmek icin ek
bakterilere ihtiyag duymadan hem amonyak oksidasyonunu hem de nitrit oksidasyonunu
gerceklestirebilme yetenegidir (G. Zhu ve dig., 2022). Baska bir deyisle, Nitrospira iiyeleri
nitrifikasyonun tamamini1 bagimsiz olarak gerc¢eklestirebilmekte ve bu da siirecin verimliligini
arttirmaktadir. Toprak, tatlh su ve atik su sistemleri gibi ¢esitli ortamlardaki bolluklari,
Nitrospira liyelerini azot metabolizmasinda 6nemli bir oyuncu haline getirmektedir (Latocheski
ve dig., 2022). Aslinda, Nitrospira cinsinin metabolik yetenekleri, aerobik kosullar altinda
format ve hidrojen {lizerinde biiylime ve anoksik durumdayken nitratin nitrite indirgenmesi dahil
olmak iizere gesitli yetenekleri kapsayarak nitrit oksidasyonunun 6tesine uzanir (Koch ve dig.,
2019). BP reaktorii, Dechloromonas (%5), Zoogloea (%2) ve Accumulibacter (%2) gibi, bakteri

poplilasyonunun toplam %9'unu olusturan ve iyi denitrifikasyon potansiyelleri ile bilinen
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cinsleri igermektedir (H. Li ve dig., 2020). Ozellikle Zoogloea grubundaki tiirlerin, geleneksel
calisan aktif camur sistemlerinde, yiiksek oksijen seviyelerinde bile nitrat indirgemesini
saglayarak denitrifikasyon yapan aerobik heterotrofik bakteri suslari oldugu bildirilmistir
(Straub ve dig., 2004). Reaktorde %1°lik bolluk ile yer alan Haliangium ochraceum tiirii hem
karbonhidrat hem de amino asit metabolizmasiyla iliskili olup poliketid sentazlar1 ve ribozomal
olmayan peptit sentazlar1 dahil olmak {izere poliketid ve peptit metabolitlerinin tiretiminde rol
alan anahtar enzimleri kodlayan genleri igerir. Ayrica nisasta, DNA, kazein, jelatin ve kitin gibi
makro molekiilleri parcalama yetenegine de sahiptirler (Sun ve dig., 2020). Tez ¢alismasinin
reaktor camurundaki bakteri genomunun %3"{inii olusturan fotosentetik Rhodobacterales daha
once enerji ve vitamin metabolizmalarinda tanimlanmistir (Sasaki ve dig., 2005). Ayrica
Sorangium cinsi (%0,9) sekonder metabolitlerin yaklasik yarisinin sentezinde énemli bir role
sahiptir (H. Chen ve dig., 2020). Bu metabolik yollara AATlerde yaygin olarak rastlanmaktadir
ve bahsedilen bakteriyel gruplar, bu yollardaki anahtar oyunculardandir. Bir faj kokteylinin
varli§ina ragmen, bu metabolik yollarin siirdiiriilmesi, fajlarin, patojenlerin uzaklastirilmasinda
ve AAT'min zenginlestirilmesi i¢in kullanilmasinin reaktor sistemlerinde ¢ok onemli olan
bakteriyel metabolik yollar lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olmadigini gostermektedir.
Ayrica faj kokteyli, BP reaktoriindeki firsat¢1 patojenleri ortadan kaldirarak bu yollardan
sorumlu olan bakteriyel gruplar i¢in uygun ortamlar saglamis olabilir, bu da metabolik yollarin

kalic1 olmasina katkida bulunabilir.

AAT'ler, direng genlerinin yayilmasi ve direngli bakterilerin ¢ogalmasi i¢in dnemli sicak
noktalar olarak hizmet etmektedir. Bu tiir kirlenmis ortamlar, ¢ok cesitli ADG'leri ve biiylik
miktarda bakteriyel yiikii barindirarak mikrobiyal etkilesimleri tesvik eder. Ayrica AAT'ler,
tiirler aras1 se¢imi ve YGT yi daha da artiran mikroplastik ve agir metal gibi gesitli streslere
maruz kalmaktadir (Kalli ve dig., 2023). Faj kokteyli ile antibiyotik diren¢ genlerinin olusumu
arasindaki etkilesimlere bakildiginda, BP reaktoriindeki Proteobacteria grubunun kayda deger
varlig1 ve genis yelpazesi, potansiyel olarak Klebsiella spp., Salmonella spp., ve Acinetobacter
spp. dahil ¢ok sayida 6nemli insan patojenini kapsayan antibiyotige direngli Proteobacteria spp.
tirlerine atfedilebilir. Antibiyotik diren¢ profili sergileyen gram negatif Proteobacteria
zenginlesmesine BP reaktoriinde faj kokteyline ilaveten kullanilan antibiyotikler neden olmus
olabilir. Yiiksek Proteobacteria spp. bollugu, giris atik suyuna antibiyotik eklenmesinin
mikrobiyal topluluk bilesiminde kayda deger bir degisiklige ve MBR’deki ADG bollugunda bir

artisa neden oldugunu belirten onceki bir ¢alismada da gozlemlenmistir (Wen ve dig., 2018).
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RND antibiyotik akis pompalari, Proteobacteria gibi Gram-negatif bakteri filumunda bulunan
bir tiir akis pompasidir ve bu bakteri grubunun g¢ok cesitli antibiyotiklere karsi direng
gelistirmesine onemli Ol¢iide katkida bulunur. MtrA ya da mtrR olarak da bilinen direng geni,
cesitli Gram-negatif bakterilerde dnemli bir direngli genidir ve bu gen, MtrCDE akis pompast
sisteminden sorumlu olan bir transkripsiyonel baskilayici proteini kodlar. Bu pompa sistemi,
bakterilerin farkli antimikrobiyallere kars1 direncinde 6nemli bir rol oynar. MtrA geni, MtrCDE
akis pompasi ekspresyonunu diizenleyerek bakteri hiicrelerinin aktif olarak antibiyotik
salmasini saglar, bu da antibiyotiklerin hiicre i¢i konsantrasyonlarinda bir azalmaya ve bunlarin
daha az verimli hale gelmesine neden olur (Rouquette ve dig., 1999). BP reaktdriindeki toplam
bakteri genomunun ¢ok kii¢iik bir bolimiinii olusturan Staphylococcus aureus'a ait ArIR direng
geni, arlRS adi verilen iki bilesenli bir diizenleyici sistemin pargasidir ve bu sistem,
antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarinda rol oynayan c¢esitli gen diizenlemeleriyle gii¢lii bir
sekilde iligkilidir (Otarigho ve Falade, 2018). BP reaktoriinde litik faj uygulamasinin ADG
bollugunu 6nemli 6l¢giide arttirmadigr goriilse de ADGler BP reaktoriinde yine de tespit edilir
diizeyde yer almistir. Faj biyoaugmentasyonu yoluyla daha ileri arastirmalarda, aerobik
MBR’de 6zellikle Proteobacteria grubu bakteriler hedef alinarak ADG olusumunu azaltabilen

biyoaugmentasyon i¢in ek ajanlarin dahil edilmesi faydali olacaktir.

Ozetle, bu tez galismasi, bir piyofaj kokteylinin atik sularda siklikla bulunan ii¢ antibiyotikle
birlestirilmesinin, shotgun metagenomik analizi kullanilarak bir aerobik MBR’de mikrobiyal
topluluk tizerindeki etkisini arastirmistir. Bu ¢alismada kullanilan faj kokteyli atik sularda
normalde ve siklikla bulunan patojenler olan Staphylococcus sp., E. coli, Streptococcus sp.,
Proteus sp. ve Pseudomonas sp.'ye Ozeldir. Sonuglar, BP reaktoriinde bu tiirlerin tespit
edilmemesiyle faj tedavisinin bagarili oldugunu goéstermistir. Bu sonuglar patojen giderimi
acisindan onemlidir ¢linkii atik sular uygun sekilde tedavi edilmezse bu patojenler potansiyel
tehdit olarak su ortamlarina yayilabilir. Piyofaj kokteyline ek olarak kullanilan antibiyotikler
faj tedavisiyle sinerji saglayarak faj kokteylinin konakg1 aralig1 disinda kalan ve genellikle atik
sularda bulunan ancak tez calismasinda BP reaktoriinde minimumda tespit edilen firsatci
bakteri tiirlerinin uzaklastirllmasinda etkili olmustur. Bu kombinasyon, etkili reaktor
performansindan ve atik su aritimindan sorumlu olan NOB gibi bakterilerin ¢ogalmasini
desteklemistir. Faj kokteylinin metabolik yolaklara etkisi de incelenerek faj uygulamasinin bu
metabolik yolaklara herhangi bir olumsuz etkisinin olmadig1 gozlenmistir. Bu ¢alismada, faj

kokteyli, firsat¢1 tiirleri reaktdrden uzaklastirarak metabolik yollarda yer alan bakteri
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gruplarinin gelisimini desteklemis olabilir. Ancak fajlarin mikrobiyal topluluk dinamikleri
tizerindeki etkilerine iligkin daha kapsamli bilgi edinebilmek i¢in uzun siireli maruz kalma

durumunda daha fazla arastirma yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. ]
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