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OZET

CEVRESEL ORNEKLERDEN Escherichia coli DH10B SUSUNA KARSI LIiTiK
BAKTERIYOFAJ iZOLASYONU VE KLINIiK Escherichia coli SUSLARINA KARSI
ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

Karaynir A. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler
Biyoteknoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Dogada en fazla bulunan biyolojik toplulugu temsil eden bakteriyofajlar bakterileri
enfekte eden viriisler olarak tanimlanmaktadirlar. Bakteriyofajlarin en iyi bilinen
ozelliklerinden biri tiir spesifik olmalaridir. Yeni antibiyotiklerin iiretiminde yasanan krizler
ve Diinya genelinde artan antibiyotik kullanimindan dolay1 direngli bakterilere karsi
antibiyotik tedavisine alternatif bir yaklasim arayis1 giindeme gelmistir. Buna paralel olarak,
aslinda 100 yildir var olan bakteriyofajlarin tedavi amacl kullanimi (Faj Terapi) giiniimiizde
tekrar bilim ve tip diinyasimn ilgi odagi haline gelmistir. Diinya saghk orgiiti (DSO)
tarafindan giiniimiizde hastane ve toplum etkenli tedavisi zor enfeksiyon hastaliklarinin en
onemli etmenleri arasinda patojenik Escherichia coli gosterilmektedir.

Bu tez kapsaminda; ¢evresel oOrneklerden E. coli DH10B susuna etkili litik
bakteriyofajlarin izolasyonu ve diyabetik ayak enfeksiyon (DAE) kokenli Escherichia coli
izolatlarina kars1 etkinliklerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Calisma kapsaminda plak
morfolojileri farkli 15 bakteriyofaj izole edilmis ve restriksiyon endoniikleaz profilleri
belirlenmistir. Kesilen 9 fajdan 4 farkli faj profili saptanmis ve kesilmeyen 6 faj arasinda E.
coli suslart lizerine etkilerine bakilarak 3 farkli faj biyotipi oldugu belirlenmistir. Farkli
profildeki fajlar KK1’den KK7’e kadar kodlanmis ve ¢alismaya dahil edilen 30 klinik izolata
kars1 etkinlikleri test edilmistir. En yiiksek litik aktiviteye sahip KK4 fajinin izolatlarin
22’sine (%73) etkili oldugu ve tiim fajlarin karisimindan hazirlanan kokteylin 3 izolat hari¢
tiim bakterilere etki ettigi belirlenmistir (%90). Izole ettigimiz fajlar da dahil olmak iizere
fajlarin tedaviye yanit vermeyen enfeksiyonlar i¢in antibiyotiklerle birlikte kullanilabilme
potansiyeli vardir. Ozellikle klinik E. coli izolatlarinin %73’iine etkili oldugu tespit edilen
KK4 fajinin bu amagla kullanilma potansiyeli yiiksektir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik direnci, Diyabetik Ayak Enfeksiyonu, Escherichia coli, Faj
Terapi, Litik Bakteriyofaj



ABSTRACT

ISOLATION OF LYTIC BACTERIOPHAGES FROM ENVIRONMENTAL
SAMPLES AGAINST Escherichia coli DH10B AND DETERMINATION OF THEIR
ACTIVITIES AGAINST CLINICAL Escherichia coli ISOLATES

KARAYNIR A. Aydin Adnan Menderes University Moleculer Biotechnology
Department Master’s Thesis, Aydin, 2021.

Bacteriophages representing the most abundant biological community in nature are
defined as viruses that infect bacteria. One of the most well-known properties of
bacteriophages is that they are species specific. Due to the crises in the production of new
antibiotics and the increasing use of antibiotics around the world, a search for an alternative
approach to antibiotic treatment against resistant bacteria has come. In parallel with this, the
therapeutic use of bacteriophages (Phage Therapy), which had actually existed for 100 years,
has again become the focus of attention in the scientific and medical world today. Pathogenic
Escherichia coli show by World Health Organization (WHO) as one of the most important
factors of infectious diseases that are difficult to treat in hospital and community.

Within the scope of this thesis; Isolation of lytic bacteriophages effective against E. coli
DH10B strain from environmental samples and determination of the activity of these phages
against Escherichia coli isolates originating from diabetic foot infection (DAI) were aimed.

In the study, 15 bacteriophages with different plague morphologies were isolated and
restriction endonuclease profiles were determined. It is determine that there are 4 different cut
profiles among the 9 phages that were cut, and 3 different phage biotypes were determined
according to their lytic activity on E. coli strains among the 6 uncut phages. Phages with
different profiles from KK1 to KK7 were coded and their efficacy against the 30 clinical
isolates included in the study was tested. It was determined that KK4 phage with the highest
Iytic activity was effective on 22 (73%) of the isolates and the cocktail prepared from the
mixture of all phages affected all bacteria except 3 isolates (90%). Of phages, including the
phages we isolated, have the potential to be used with antibiotics for infections that do not
respond to treatment. Especially KK4 phage, which is found to be effective on 73% of clinical

E. coli isolates, has a high potential to be used for this purpose.

Keywords: Antibiotic Resistance, Diabetic Foot Infection, Escherichia coli, Lytic

Bacteriophage, Phage Therapy.



1. GIRIS

Bakteriyofajlar 20. Yiizyilin ilk ¢eyreginde tanimlanmis ve bakteriyel g¢alismalarin
baglamasindan sonra bakteri yiyen viriis olarak literatiire girmistir Bakteriyofajlar, bakteriyel
konakgilarini igeren her ortamda bulunur ve bir¢ok biyolojik siiregte 6nemli rol oynarlar
(Kakasis ve ark, 2019). Bakteriyofajlar, bakterilerin %4 — 50’ sini enfekte ederek biyosferdeki
jeokimyasal dongiiniin 6nemli bir faktorii olarak gérev almaktadirlar (Briissow ve ark, 2005).
Fajlar genellikle bakteriyel konakgilarini tiire veya hatta susa Ozel bir sekilde enfekte
etmektedirler.

Gilintimiizde enfeksiyon hastaliklarina sebep olan pek ¢ok bakteri oldugu bilinmektedir.
Bunlardan Metisilin-direngli ~ Staphylococcus aureus (MRSA), Vankomisin direngli
Staphylococcus aureus (VRSA), Vankomisin direngli Enterococcus (VRE), coklu ilag
direngli Mycobacterium tuberculosis ve Esherichia coli gibi bazi bakteriler enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere ve ilaglara karsi diren¢ kazanmiglardir.
Antibiyotik varliginda canli kalabilen bakteriler gen mutasyonlar1 veya antibiyotikleri etkisiz
kilabilecek direng genleri gelistirebilme kabiliyetindedirler. Direng gelistiren bu bakteriler
ayrica konjugasyon yoluyla yeni kazandiklar1 diren¢ genlerini diger bakterilere de
aktarabilirler. Bulastirict ve Oldiiriicii  6zelliklerinden dolayr bu antibiyotik direngli
organizmalar siiper bakteriler olarak adlandirilirlar (Akyar, 2010). Enfeksiyon hastaliklarinda
onemli rol oynayan ve firsatg1 bir patojen olan diger bir organizma ise c¢oklu antibiyotik
direncine sahip Escherichia coli (E. coli) dir. Farkli antijenik 6zellikleri ile ¢ok sayida serotipi
bulunan bu bakterinin ¢ogu susu sicakkanli hayvan bagirsaklarinin dogal florasinda zararsiz
iken baz1 sus ve serotipleri insan ve hayvanlar igin patojenite gostermektedir. Kolibasillosis
etmeni olarak Ozellikle buzagi, kuzu, domuz yavrular1 ve civcivlerde onemli ekonomik
kayiplara yol agarken, ineklerde mastitis, kanatlilarda hava kesesi yangisi ve koligraniloma,
kedi ve kopeklerde idrar yollar1 enfeksiyonlar1 hayvanlarda sik goriilen E. coli
enfeksiyonlaridir. E. coli insanlarda ise, safra ve idrar yollar1 enfeksiyonlari, menenyjit,
septisemi, artheriosklerosis, hemolitik iiremik sendrom (HUS), yara enfeksiyonlari, g¢esitli
immiinolojik hastaliklar ve karaciger apsesi gibi ciddi hastaliklara sebep olmaktadir. E.
coli’nin sebep oldugu enfeksiyonlardan biri olan yara enfeksiyonlari, ameliyat sonrasinda
veya deri yaniklarinda agik yaranin enfekte olmasi gibi yiizeysel enfeksiyonlar olabildigi gibi

derin cerrahi operasyonlar sonrasi bakteriyel enfeksiyon varliginda derinin en alt katmanlarina



kadar ulasarak ciddi komplikasyonlara neden olabilirler. Ozellikle diyabet hastalarinda
diyabetik ayak enfeksiyonuna yol agarak diyabetin en sik ve ciddi komplikasyonlardan birini
olusturmaktadir ve diyabetik hastalarin %12 — 25’1 yasamlariin bir déneminde ayak sorunlari
nedeniyle saglik kuruluslarina bagvurmaktadir (Ertugrul, 2017).

Enfeksiyon hastaliklarinda ilk akla gelen tedavi yontemi antibiyotikler, enfeksiyon
etkeni firsatg1 patojenlere karsi hala potansiyel tedavi yontemi olarak diisiiniilmektedir ancak
bilingsiz ve sik antibiyotik kullanimi sonucunda Onlenemez bir hizla antibiyotik direncinin
artt1g1 hakkinda raporlar her gecen giin artmaktadir. Gelisen antibiyotik direncliligi, 6zellikle
de ¢oklu direnclilik, yeni antibiyotiklerin devreye girmesini zorunlu hale getirmistir. Ancak
antibiyotik arastirmalart ve kesif hizi son yillarda ¢ok yavaslamigs ve yeni antibiyotik
gelistirme ¢alismalariin yetersizligi nedeniyle, patojen bakterilere spesifik bakteriyofajlarin
kullanilabilecegi tedavi yontemleri giindeme gelmistir (WHO, 2018). Patojenlere karsi faj
uygulanmasinin antibiyotiklerle karsilastirildiginda bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Fajlarin
belli bir bakteri tiiriine 6zgii aktivite gostermeleri onlarin antibiyotiklerin aksine dogal
mikrobiyotay1r olusturan diger mikroorganizmalara zarar vermemesini saglamaktadir.
Antibiyotiklerin etkisi kullanildiktan sonra azalmaktayken, bakteriyofajlar ortamdaki konakgi
bakteriler 6lene kadar cogalmakta ve bakteriler 6ldiigiinde in-aktif hale gelerek kendi
tiremelerini (oto dozaj) kontrol etmektedirler. Bunlarin yanisira bakteriyofajlar ¢cogunlukla
niikleik asit ve proteinlerden olustuklart igin toksik degildirler ve bakterilerin olusturdugu
antibiyotiklere diren¢ mekanizmasi, bakteriyofajlarin s6z konusu bakteriye etki etmesini
engelleyememektedir. Bakteriyofajlarin dogada fazlalikla bulunmalar1 patojen bakterilere
kars1 etkili fajlarin bulunmasini kolaylastirmaktadir ve genellikle kanalizasyon, atik sular gibi
cevrelerden izole edilebildikleri igin antibiyotiklere gore daha az maliyetlidirler.

Bu tez kapsaminda ise; g¢evresel Orneklerden (hastane kanalizasyon suyu, hayvan
diskisi, hayvan suluklar1 vb.) E. coli DH10B susuna etkili litik bakteriyofajlarin izolasyonu ve
bu bakteriyofajlarin Aydin Adnan Menderes Universitesi Rekombinant DNA ve Rekombinant
Protein Merkezi (REDPROM) laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan diyabetik ayak
enfeksiyon (DAE) kokenli klinik Escherichia coli izolatlarina karst etkinliklerinin

belirlenmesi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bakteriyofajlar

2.1.1. Bakteriyofajlarin Kesfi

Bakteriyofajlarin varligi Ernest Hankin tarafindan 1896 yilinda ilk kez fark edilmistir.
1913 yilinda ise Frederick Twort tarafindan “bakterileri enfekte ederek o6ldiiren bir etmen”
olarak tanimlanmis olsa da Felix d’Herelle, 1917°de “dizanteri basilinin goériinmez bir
mikrobunu” kesfederek bu mikroorganizmalar1 bakteriyofaj olarak adlandirmis ve
bakteriyofajlarin antimikrobiyal etkisini diinyaya duyuran ilk kisi olmustur (Ergin ve ark,
2017). Bakteriyofajlarin tarihsel evrimi Sekil 1°de verilmistir (O’Flaherty ve ark, 2009).
Bakteriyofajlarin antimikrobiyal ajan olarak kullanimi, 1928’de Alexander Fleming’in
bakterilerin ¢ogalmasini durduran penisilini kesfetmesiyle bati diinyasi i¢in 6nemini yitirmis
ve patojen bakterilere karsi antibiyotik c¢agi baslamistir (Nobrega ve ark, 2015). Patojen
bakterilerin antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasi ve bu durum karsisinda yeni gelistirilen
antibiyotiklerin de yetersiz kalmasi, bilim insanlarini patojen bakterilere karst yeni yontemler
gelistirmeye yonlendirmistir (Snyder ve ark, 2016). Son yillarda patojen bakterilere karsi
bakteriyofajlarin kullanimi arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmis ve “faj terapisi” olarak
adlandirilan tedavi yonteminin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar hizla artmistir (Beke ve ark,

2016).

Hankin Hindistan'daki nehir
suyunda Vibrio cholerae'ya < ]
karg1 antibakteriyel aktivite ::]J gvnzahs 1
gozleraledi (1896) _ ‘ Molekiller Biyoloji igin (1930'lerden giiniiriize)
d'Herelle faj1 kegfetti fajlarm kullaralmasy
ve yapisim tararalach (1950'lerden gimiiratize) 0T T T T T T >
(1917
A (it ndee et desy s K
1890( 1900 1920 1940 1960 1980 2000 2010
J X X Fischetti ve—
A fajinun izolasyonu arkadaglan in vivo
Gamaleya, Hankin'in (1951) kogullarda faj
gozleralenini Uluslararas: Bakteriyofaj Enstitiisii, Lisinlerinin aktivitesini
Bacillus subtilis ile Tiflis, Ginrcistan'da kuruldu karatlachlar (2001)
onayladi (1898) (1923) .
Smith ve Huggins'in gahgmalan
Batida faj aragtumalanr tekrar -
gunderme getirdi (1980'ler) FDA, etlerin Listeria
Twort Staphylococcus aureus kontarminasyonuna
fajinda antibakteriyel karg1 korunmasinda
aktivite gbzleraledi (1915) faj kullararaam
onavyladi (2006)

Sekil 1. Bakteriyofajlarin Tarihsel Evrimi.



2.1.2. Bakteriyofajlarin Simflandirilmasi

Bakteriyofajlarin siniflandirilmasinda 6ncii kabul edilen bilim insanlari, 1937'de fajlarin
boyut ve fizikokimyasal ajanlara kars1 direng farkliliklar1 gosterdigini kanitlayan Avustralyali
mikrobiyolog Sir Macfarlane Burnet ve fajlarin morfolojik olarak ¢esitliligini kanitlayan
Holmes Ruska’dir. 1943'te Ruska, viruslerin elektron mikroskobu ile siniflandirilmasini
onermistir. Holmes, 1948'de viriisleri {i¢ aileye ayirmis ve bunlardan biri olan Phagineae
familyasinin fajlari olusturdugunu bildirmistir. Holmes smiflandirmasi, konak¢i araligi ve
hastaligin semptomlarina dayanmaktadir. Ornegin, herpesviriisler ve poksviriisler ciltte piistiil
tirettikleri igin bir aile olarak kabul edilmistir. 1962'de ise Lwoff, Horne ve Tournier, viriis
smiflandirmasinin virionlar ve onlarin niikleik asit 6zelliklerine dayandirilmasi gerektigini
belirtmis ve birkac faj iceren latinlestirilmis bir terminolojiye sahip bir sistem Onermistir.
1971°de Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV), alt1 faj "cinsi" igeren ilk raporunu
yayinlamistir. Bunlar; T-¢ift fajlar, A faj, lipit faj PM2, ®X grubu, filamentli faj ve ribofaj
grubudur. Gruplar, faj tiirleri ve Ozelliklerine gore listelenmistir. Bu rapor faj
smiflandirmasinin basglangi¢ noktasi olarak diisiiniilmektedir (Ackermann, 2011).

Bir diger yandan fajlarin siniflandirilmasinda morfolojik ve molekiiler 6zellikleri de
dikkate alinmistir. Bradley 1967 yilinda sahip olduklar1 niikleik asit ve morfolojik yapilarina
gore bakteriyofajlar1 A, B, C, D, E ve F olmak {izere 6 tipe ayirmustir (Sekil 2).
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Sekil 2. Bakteriyofajlarin Bradley'e gore Siniflandirmasi.



* A tipi fajlar uzun kuyruklu, kilifli, kasilabilen ve ¢ift iplikli linear DNA’ya,

* B tipi fajlar uzun kuyruklu, kilifli ve ¢ift iplikli linear DNA’ya,

* C tipi fajlar kisa kuyruklu, kilifsiz ve ¢ift iplikli linear DNA’ya,

* D tipi fajlar kuyruksuz, biiytik kapsomerli, tek iplik¢i DNA’ya,

* E tipi fajlar kuyruksuz, kiigiik kapsomerli, tek iplik¢i RNA’ya,

« F tipi fajlar ise bagsiz, ipliksi ya da filamentdz, tek iplikgi DNA’ya sahiptirler.

Ilerleyen yillarda fajlarin morfolojik ozellikleri yaninda niikleik asit yapilarmin da
dikkate alindig1 “Ackermann Siniflamas1” olarak adlandirilan, diger bir siniflandirma modeli
gelistirilmistir (Ackermann, 2003). Bu modele gore yaklasik 5100 bakteriyofaj dort yapisal
gruba ayrilmis ve 1 takim, 13 aile ve 30 cins olarak tanimlanmistir (Tablo 1). Sekil 3’te
baslica faj gruplarinin sematik gosterimi verilmistir. Bakteriyofajlarin % 95’ten fazlasi
Caudovirales takimi olup kuyruklu ve dsDNA yapisindadir. Caudovirales cinsi, Siphoviridae,
Myoviridae ve Podoviridae olmak fiizere 3 aileye ayrilmistir. Bakteriyofajlarin % 60’inin
olusturdugu uzun ve esnek kuyruklu Siphoviridae, % 25’nin olusturdugu ¢ift katli kisalabilir
kuyruklu Myoviridae, % 15’ ise kalin ve kisa kuyruklu Podoviridae ailesidir (Ackermann,
2007).
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Sekil 3. Bakteriyofaj gruplarinin sematik gosterimi.



Tablo 1 Bakteriyofajlarin siniflandirilmasi ve temel 6zellikleri (Ackermann, 2003;
Ackermann, 2007)

Morfoloji  Niikleik Asit ~ TakimveFamilya Cins Ornek  Ozellikleri

Kuyruklu ~ DNA, ds, L Caudovirales 15
Myoviridae 6 T4 Kontraktil Kuyruk
Siphoviridae 6 A Uzun Kuyruk
Podoviridae 3 T7 Kisa Kuyruk
Polihedral DNA, ss, C Microviridae 4 ®X174  Lipit igeren kompleks
ds,C, T Corticoviridae 1 PM2 kapsid
ds, L Tectiviridae 1 PRD1 Lipoprotein kaplt
RNA, ss, L Leviviridae 2 MS2 kapsid
ds, L, S Cystoviridae 1 06 Lipit Zarf
Filamentész DNA, ss, C Inoviridae 2 Fd Uzun veya Kisa
ds, L Lipothrixviridae 1 TTV1 Filament
ds, L Rudiviridae 1 SIRV Lipit Zarf
TMYV Benzeri Yapi
Pleomorfik DNA, ds, C, T  Plasmaviridae 1 L2 Kapsid yok, Lipit Zarf
ds,C, T Fuselloviridae 1 SSv1 Kapsid yok, Limon formlu

C: dairesel; L: linear; S: segmentli; T: siiperhelikal; ss: tek zincirli; ds: ¢ift zincirli.

2.1.3. Bakteriyofajlarin Yasam Dongiileri

Tipik bir faj icerisinde genetik materyali bulundurdugu bir bas, boyun, kuyruk ve
kuyruk liflerinden meydana gelir. Bas kisminda niikleik asit molekiillerinin birleserek yumak
seklini olusturduklari yapi, protein kilifiyla kapli bir sekilde bulunur. Kapsit olarak
adlandirilan bu protein kilif, birbirine benzeyen alt birimlerden olusmus, prizma seklinde bir
yapidir. Kapsitler genelde altigen sekline sahip olup, polipeptit iinitelerinden meydana gelen
kapsomerlerin bir araya gelmesiyle olusur. Genetik materyali igeren niikleik asit ve kapsiti
olusturan karmasik yapi ‘niikleokapsid’ olarak isimlendirilir (Sekil 4) (Ackermann, 2007,
Regenmortel ve ark, 2000).



nikleik asit

_ sikma bilezigi

__ protein ceket

_ fibril

kuyruk

/ \

‘,.f"'snvn bazal
/ uclar levha

Sekil 4. Tipik Bir Bakteriyofaj Yapisi.

Bakteriyofajlarin litik veya lizojenik hayat dongiileri olabilmekte, bazilarinda ise her
ikisi de goriilmektedir (Sekil 5). Litik hayat dongiisii; adsorpsiyon, penetrasyon, biyosentez ve
lizis evrelerinden olugsmaktadir (Guttman ve ark, 2005). Bakteriyofajin bakteriyi enfekte
etmesi adsorbsiyon basamag ile baslamaktadir. Adsorbsiyon basamagi konakg1 hiicre duvari
ile kuyruklu fajlarda taban fibrillerinin ya da kuyruksuz fajlarda kapsomerlerin yiiksek uyumu
ile gerceklesmektedir. Bakteriyofajin bakteriye 6zgiinliiglinde adsorbsiyon basamagi énemli
rol oynamaktadir. Bakteriye 0zgli kapsiil yapisi, lipoprotein tabakasi, pili, flagella gibi
ylizeyde bulunan protein tabiatindaki yapilar adsorbsiyon i¢in gerekmektedir. Bununla
birlikte, ortamm pH degeri, Mg*?, Ca* gibi iyonlarin varlig1 ile elektrostatik etkilesimler
adsorbsiyon basamagini etkileyebilmektedir (Celik ve ark, 2017). Penetrasyon basamaginda
faj niikleik asidini enzimatik reaksiyonlar araciligiyla konak¢i bakteri hiicresinin igine
aktarmaktadir. Zarar gérmeden konak¢i bakterinin hiicre zarini gegen faj niikleik asidi,
periplazmik bosluk i¢inde bulunan niikleazlardan ve restriksiyon enzimlerinden korunmak
icin DNA/RNA’smi1 yapiskan uclar vasitasiyla hizla dairesellestirmekte veya lineer uglarini
korumaya almaktadir. Ardindan faj DNA/RNA’s1, konak¢r bakterinin RNA polimerazina
tanitilmakta ve erken genlerin transkripsiyonu gergeklesmektedir. Erken genler ile faj genomu

korunmakta ve konakg¢i bakteri, fajin ¢ogalabilmesine olanak saglayacak sekilde yeniden



yapilandiriimaktadir. Ilerleyen asamada, konakgi bakteride yeni faj DNA/RNA’sinmn
sentezlenmesinde kullanilacak firtinleri kodlayan ara genlerin ve faj partikiillerinin
sekillenmesi ile DNA/RNA’sinin paketlenmesini saglayan enzimleri kodlayan bir dizi ge¢
genlerin transkripsiyonu gerceklesmektedir (Guttman ve ark, 2005). Morfogenez olarak
adlandirilan basamakta bakteriyofajlarin biyosentezi gerceklesmektedir. Konakgi bakteri
sitoplazmasinda sentezlenen yeni faj parcalar1 bir araya gelmektedir. Son asama olan liziste
ise olgunlasan yeni fajlar konakg¢1 bakteri hiicresini parcalamakta ya da hiicre zarinda bulunan
porlardan disar1 ¢ikmaktadir (Clokie ve ark, 2018).

Lizojenik dongiide ise bakteriyofaj, bakteri hiicresi igine girdikten sonra genetik
materyalini bakteri DNA’s1 ile entegre hale getirmekte ve “profaj” olarak hiicre genomunda
bulunmaktadir. Profajlar, konak¢1 bakterinin boliinmesi sirasinda bakteri DNA’s1 ile birlikte
replike olmakta ve yeni bakteri hiicrelerine aktarilmaktadir. Bakterinin i¢inde bulundugu
cevresel kosullar kotiilesmedigi siirece bakteriyofaj etkisiz halde varligini siirdiirmektedir.
Ancak bakterinin g¢evresel kosullari bozuldugunda, 6rnegin besin kaynaklari tikkendiginde,
bakteri i¢indeki bakteriyofaj aktif hale gelip ¢ogalarak bakteriyi pargalamaktadir (Hobbs ve
ark, 2016).
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Sekil 5. Bakteriyofajlarin Yasam Dongiileri.



2.1.4. Bakteriyofajlarin Uygulama Alanlari

Bakteriyofajlar o6ncelikle patojen bakterilerin olusturdugu enfeksiyonlara karsi
antibiyotiklere alternatif olarak ‘“faj terapi” adiyla enfeksiyon alaninda kullanilmaya
baslanmustir. Daha sonra birgok alanda fajlara yer verilmistir. Ornegin tarimda elma cigegi
enfeksiyonuna sebep olan Erwinia amylovora igin bakteriyofajlar etkin bir tedavi yontemi
olarak kullanilmistir. Bakteriyofajlar ayrica gida komtiminasyonlarina yol agan
Campylobacter, Listeria, Salmonella ve E. coli gibi bakterilerin kontrolinde de
kullanilmaktadir. Bu agidan bakteriyofajlar 6nemli uygulama alanlarina sahip olmasiyla
kayda deger bir rol oynamaktadir (Nnadozie ve ark, 2017).

Fajlarin uygulama alanlar1 bes baslik altinda toplanabilmektedir (Nicastro ve ark, 2016).

a) Molekiiler biyolojide model sistem olarak kullanimlari: Rekombinant DNA teknolojisinde
vektor olarak kullanilip bakterilerde istenilen genlerin ekspresyonu saglanmaktadir.

b) Faj tiplendirme igin kullanimlari: Bakteri tanimlanmasinda ve patojen bakterilerin
gidalarda olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

c) Faj terapisi olarak kullanimlari: Hayvan ve insanlarda bakteriyel enfeksiyonlara karsi
antibiyotiklere alternatif olarak Onerilmektedir. Bircok calismada Salmonella, Shigella, E.
coli, Vibrio cholera ve Staphylococcus enfeksiyonlarinda fajlarin etkili oldugu belirlenmistir.
d) Biyokoruyucu olarak kullanimlari: Gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni bakterilere
karsi, gida ekipmanlarinin yiizey dekontaminasyonunda ve biyofilm olusumunu engellemek
amaciyla kullanilmaktadir.

e) Faj Display olarak kullanimlari: Faj gosterimi, proteinleri kodlayan genetik bilgilerle
proteinleri birbirine baglamak icin bakteriyofajlar1 (bakterileri enfekte eden viriisler) kullanan,
protein-protein, protein-peptit ve protein-DNA etkilesimlerinin incelenmesi igin bir

laboratuvar teknigidir.

2.2. Faj Terapi Cahsmalari

Bakteriyel enfeksiyonlarin 6niine ge¢mek i¢in yillardan beri kullanilan ve en iyi bilinen
tedavi yontemi antibiyotiklerdir. Ancak son 50 yilda kesfedilen ve artarak devam eden,
antimikrobiyal diren¢ bu tedavi ydnteminde 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Ilk olarak
1970’lerde bildirilen ¢oklu ila¢ direnci, diinya ¢apinda enfeksiyon kontroliinde kaydedilen
ilerlemeye yonelik biiyiik bir tehdit haline gelmistir. Diinya Saglik Orgiitii, antibiyotik direnci
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tizerine verdigi kiiresel bir raporda, basit enfeksiyonlarin bile &liimciil olabilecegi bir
antibiyotik sonrasi donemin tehlikesini vurgulamistir (WHO, 2013). Hastalik Kontrol
Merkezi (CDC), ABD’de yilda en az 23.000 oliimiin direngli bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonun bir sonucu oldugunu tahmin ederken, Avrupa’da Ozellikle yiiksek seviyelere
sahip iilkelerde artan antibiyotik direnci seviyeleri rapor edilmektedir. Ote yandan, ¢ogunlukla
antibakteriyel pazar digerlerine gore daha az karli oldugu ig¢in ilag sirketlerinin yeni
antibakteriyel ajanlar gelistirme ve liretme konusundaki ¢alismalar diisiis gostermektedir. Su
an enfeksiyona sebep olan antimikrobiyal dirence sahip bakterilerle miicadelede
aragtirmacilarin ilgi odagi olan bakteriyofajlar ve bakteriyofaj bazli iiriinler, en basarili
alternatiflerden biri olma potansiyeline sahiptir. 1915’te ingiliz doktor Frederick Twort,
bakterilere zarar verebilecek “ultra mikroskobik bir viriisiin” potansiyel varligimi ilk
tanimlayan kisi olmustur. Ancak virlisiin mikrospik goriintiisiinii elde etmesine ragmen bu
hipotezini dogrulayamamistir. 1917°de Felix d’Herelle dizanteriden iyilesen hastalarin diski
kiiltiirlerinde benzer bir fenomen gozlemlemistir. Twort’un aksine d’Herelle, bakteriyel
antagonizmanin nedeninin bakteriyofaj adini verdigi bir virlis olan “gdriinmez bir mikrop”
varlig1r olduguna ikna olmustur. Bdylece bu tarihten itibaren bakteriyofajlarin enfeksiyona
neden olan bakteriler iizerine etkisi aragtirillmaya baslanmistir (Kakasis ve Panitsa, 2019).
Birgok faj uygulamasi, fajin patojenik bakterilere 6zgiilliglinden yararlanmaktadir.
Faj tedavisi, hedeflenen patojeni enfekte etmek ve 6ldiirmek i¢in lokal veya sistemik olarak
bir hastaya dogrudan uygulanan litik bakteriyofajin kullanilmasidir. Ik olarak 1900’lerin
baslarinda kesfedilmis olsa da faj kullanimi Bati tibbinda ilgi gormemis ve II. Diinya
Savasi’ndan sonra antibiyotiklerle yer degistirmistir. Antibiyotik sonras1 doneme girerken
su an faj tedavisine yeniden artan bir ilgi olusmustur (Nicastro ve ark, 2016). Bakteriyel
enfeksiyonlar1 tedavi etmek i¢in bakteriyofaj kullanimina iligkin literatiir neredeyse 100 yil
Oncesine dayanmaktadir ve kapsamli bir sekilde gozden gegirilmistir (Abedon ve ark, 2011).
1920’lerin basinda, arastirmacilar tifo atesi, kolera ve Staphylococcus aureus bakteremisini
tedavi etmek icin basarili intravendz faj kullanimini tanimlamislardir. Los Angeles County
Merkez Hastanesinde tifo atesini tedavi etmek i¢in bakteriyofajlarin kullanimiyla ilgili 10
yillik bir ¢alisma sirasinda, arastirmacilar 56 hastayi tiir spesifik fajlarla tedavi etmisler ve
sonugta 53°tinde etkili bir iyilesme saglanmistir. 2001°de ise piiriilan akciger hastaligi olan ve
intravenoz S. aureus faji alan hastalarla antibiyotik alan kontrol grubunun karsilastirildig bir
calisgma yapilmistir. Bakteriyofajla tedavi edilen grup igin iyilesme oram1i %95 iken
antibiyotiklerle tedavi edilen grup i¢in bu oran %64’ diir (Sulakvelidze ve ark, 2011).
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Faj terapi uygulamalari ilk yillarda, tifo atesi, dizanteri, deri ve cerrahi yara
enfeksiyonlari, peritonit, septisemi, idrar yolu enfeksiyonlart ve dis kulak iltihab1 gibi
durumlan tedavi etmek i¢in kullanilsa da 1930’larda, Sulakvelidze ve arkadaslari, Giircistan,
Rusya ve Polonyada yapilan calismalar1 gézden gecirmis ve kanser hastalarinda daha 6nce
bahsedilen durumlarin yani sira pndmoni, menenjit, osteomiyelit ve ameliyat sonrasi
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in basarili bir bakteriyofaj kullanimimi ortaya koymustur. 20.
ylzyilin sonunda ise bazi onciil ve heyecan verici ¢alismalar hayvan modellerinde faj
tedavisinin kullanimimi sunmus ve daha sonra Ingiliz bilim insanlarinin insan faj tedavisi
denemelerini yeniden kesfetmesini saglamistir (Altamirano ve Barr, 2019). Boylece 6zellikle
son 10 yilda faj terapi ¢aligmalar1 bilim insanlarinin merak konusu olmustur.

Asagidaki tabloda Weber ve arkadaslarinin 2001°de ¢esitli bakteriler tarafindan enfekte

olmus 1307 vakada yapilan bakteriyofaj uygulamasinin bir kisim bulgular1 gosterilmektedir.

Tablo 2 Bakteriyofaj Tedavisi Sonuglari (1307 vaka)

Klinik Tam Etiyoloji Faj Terapi Tamamen Belirgin Gelisme Etki
Uygulanan Iyilesen Gosteren Gostermeyen
Septicemia S. aureus, E. coli, Klebsiella, 106 93(87.7%) 8 (7.5%) 5(4.7%)
Proteus, Pseudomonas
Purulent otitis S. aureus, Klebsiella, 33 28(88.4%) 3 (9.09%) 2 (6.06%)
media Pseudomonas
Purulent S. aureus, E. coli, Klebsiella 10 10 (100%)
meningitis
Varicose ulcers S. aureus, E. coli, Klebsiella, 77 47(61.0%) 21 (27.2%) 9 (11.6%)
of lower Proteus, Pseudomonas
extremities
Bronchopneum  S. aureus, E. coli, Klebsiella, 57 47 (82%) 10 (18%)
onia,
empyema
Pleuritis  with S. aureus, E. coli, Klebsiella, 49 42 (86%) 5 (10%) 2 (4%)
fistula
Suppurative S. aureus, E. coli, Klebsiella, 66 60 (91%) 5 (8%) 1 (0.15%)
peritonitis Enterobacter, Proteus,
Pseudomonas
Urinary  tract S. aureus, E. coli, Klebsiella, 78 59(75.6%) 9 (11.59¢) 10 (12.8%)
infections
Pyogenic S. aureus, E. coli, Klebsiella, 49 42 (86%) 7 (14%)

infections  of
burns

Proteus, Pseudomonas

Buna gore 1123 vaka tamamen iyilesirken 134 vakada yapilan tedavi gecici olarak etkili

olmustur. Bunlardan yalnizca 50 vaka bakteriyoflarla tedavi edilememistir. Bu sonuglar,
mevcut antibiyotiklerle tedaviye yanit vermeyen bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede
bakteriyofaj tedavisinin yiiksek etkinligini dogrulamaktadir (Weber-Dabrowska ve ark, 2001).

Giircistan’da, Markoishvili ve arkadaslart 2002’de antibiyotik ve litik fajlar ile elde

edilmis biyolojik olarak parcalanabilir bir polimerin uygulanmasiyla, vaskiilarize iilserlerin
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basarili bir sekilde iyilestigini gostermistir. Bununla birlikte, fajlarin bagimsiz etkisi
antibiyotigin etkisinden ayirt edilememis ve yazarlar bunun iizerine daha fazla ¢alisma
onermistir (Markoishvili ve ark, 2002).

Yanik tedavisinde yara enfeksiyonlarina sebep olan E. coli ve P. aeruginosa
bakterilerine kars1 bakteriyofaj tedavisi uygulamak icin 2015°ten 2017’ye kadar siiren Fransa,
Belgika ve Isvigre’nin ¢ok merkezli olarak gerceklestirdigi “Phagoburn Projesi”nin sonuglari
bakteriyofaj terapisinin biiyiik olgiide umut vadettigini gostermistir. Calismada 25 hastadan
izole edilen bakterilere kars1 12 tane faj kokteyli olusturulmus ve elde edilen sonuglar
degerlendirilmistir. Yayinlanan raporda (Sybesma ve ark, 2018) calismanin hem {iretim
uygulamalarinda hem de klinik uygulamalarda simdiye kadar gerceklestirilen ilk klinik faj
terapisi denemesi olarak vurgulandigi bildirilmistir. Bunlarin yani sira, hazirlanan faj kokteyli
icin herhangi bir istenmeyen yan etki bildirilmemistir.

Bu calismalara ek olarak bakteriyofajlarin oral yolla verilmesine odaklanan ¢aligmalar
da yapilmisgtir. E. coli’yi hedef alan ve ishalli hastaligin tedavisi i¢in tasarlanmis T4 benzeri
bir faj preparat1, 2017°de Isvicre ve Banglades’ten saglikli yetiskinlerde ve hasta ¢ocuklarda
yapilan faz I plasebo kontrollii ¢aligmalarda degerlendirilmistir. Fiziksel muayene ve hepatik,
renal veya hematolojik fonksiyonun laboratuvar testlerinde oral faj uygulamasinin herhangi
bir yan etkisi bulunmamustir (Sarker ve ark, 2017).

Caligmalar ayrica oral faj preparatlarinin biyo-yararlanimi ve aktivitesi hakkinda bilgi
saglamigtir. Fajlar, saglikli bireylerin bagirsaklarinda ¢ogalmamig ve ilk faj dozunun sadece
kiiciik, doza bagimli fraksiyonlar1 digki 6rneklerinde tespit edilmistir. Kan dolagiminda fajlara
veya faja 6zgii antikorlara dair hi¢bir kanit bulunamamakla birlikte faj preparasyonu, bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimini bozmamugtir (Sarker ve ark, 2017).

2018’de Gabisonia ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ¢oklu antibiyotik direncine sahip
E. coli patojenlerinin buzagilarda neden oldugu enfeksiyonun oniine gegmek igin 6nemli bir
alternatif tedavi yoOntemi olabilecek litik aktiviteye sahip faj kokteyli olusturulmasi
amaglanmigtir. 350 buzaginin 120’sinde ishal semptomlarina yol acan patojenik bakteri
enfeksiyonlart goriilmiistiir. Bu enfeksiyonun temel nedeninin Enterotoksijenik E. coli suslar
oldugu ortaya ¢ikmistir. Antibiyotik yaklasimiyla yapilan tedavi sonucunda izolatlarin tamami
antibiyotiklere direng sergilemistir. Calismada patojenik E. coli suslarina karsi olusturulan faj
preparati, suslarin % 95,8’ine litik etki gostermistir (Gabisonia ve ark, 2018)

2019’da Jeon ve arkadaslar1 karbapenem direncine sahip ve yogun bakim iinitelerinde
ciddi nozokomiyal enfeksiyona neden olan firsatgr bir patojen olan Acinetobacter

baumanniiye kars1 etkili bir bakteriyofaj tedavisi uygulamay1 amaglamislardir. A. baumannii
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faji, Gliney Kore’deki bir liniversite hastanesindeki hastalardan secilen A. baumannii klinik
suslar1 kullanilarak kanalizasyon suyundan izole edilmistir. Faj, bakteri biiylimesini doza
bagimli bir sekilde inhibe etmis ve yiiksek bakteriyolitik aktivite sergilemistir. EK olarak in
vivo c¢alismalarda, faj ile tedavi edilen gruplarmn higbir 6lim veya ciddi yan etki

gostermedigini bildirmistir (Jeon ve ark, 2019).
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2.3. Escherichia coli

2.3.1 Escherichia coli’nin Tarihgesi

E. coli ilk kez, bir pediyatrist olan Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda
tanimlanmistir.  Escherich’in  bebeklerin bagirsak floralar1 {izerine yaptig1 c¢alismalar
neticesinde, saglikli bireylerin mikrobiyal florasinin normal bir {liyesi olarak kesfittigi bu
mikroorganizma, Bacterium coli commune olarak adlandirilmistir. 1919 yilinda Castellani ve
Chalmer’in Onerisi lizerine bakterinin adi degistirilerek Escherich’e hitaben Escherichia coli
olarak isimlendirilmistir. Farkli sayida olan antijenik yapilara gore E. coli’nin 700’den fazla
serotipi tespit edilmistir (Nataro ve Kaper, 1998). 1945 yilinda bir bakimevinde ¢ocuklarda
meydana gelen ishal salginina neden olan serogrup O11 susu etken olarak gosterilmesi ile
bagirsak patojeni E. coli (EPEC, Enteropatojenik E. coli) suslarinin tanimi yapilmaya
baglanmistir. EPEC’e bagli enfeksiyonlarin en belirgin 6zelligi attaching—effacing (A/E)
histopatolojisidir. Mikrovillislerin etkili hale gelmesi ve bakteri ve epitel hiicre membrani
arasindaki siki aderans intimin olarak bilinen EPEC suslarinin karakteristik adeziv
determinant1 tarafindan gergeklestirilmektedir (Kossow ve ark, 2016). EPEC ve ETEC’in
(Enterotoksijenik Escherichia coli) aksine, enteroinvaziv E. coli (EIEC) sadece insanda
bulunur. EIEC enfeksiyonu, profiiz diyare ve yiiksek ates ile karakterize Shigellosis’e benzer
bir sendroma neden olur. EIEC suslar1 olduk¢a invazivdir; Bagirsak hiicrelerine baglanma ve
internalizasyon, adezinler tarafindan tesvik edilir. EIEC suslar1 hicbir toksin iiretmemesine
ragmen, bagirsak duvar1 mekanik hiicre yikimi nedeniyle ciddi hasar goriir Ik kez 1982°de
gidalarda tanimlanan Enterohemorajik E.coli (EHEC ) ise siklikli gida kaynakli olup,
Oliimlerden sorumlu tutulan en Onemli Serotipi O157:H7’dir. E.coli’nin, diinyada hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde akut ve kronik ishale neden olan bir diger tipi ise
Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC) ’dir (Maloo ve ark, 2017). EHEC insanlarda
Hemorajik kolitis (HC) ve hemolitik iiremik sendrom (HUS) gibi klinik tablolara yol
acmaktadir. Patojenite mekanizmasinda Shiga benzeri toksinler, enterohemolizin gibi
sistemler rol oynamaktadir. Ilk kez 1987°de Peru’da akut diyaresi olan bir ¢ocukta tanimlanan

EAEC, EHEC gibi gida kaynakli ishal salginlarinda rol oynamustir.
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2.3.2. Escherichia coli’nin Etiyolojisi

E. coli 1,0 — 1,5 um eninde, 2 — 6 um boyunda diiz, u¢lar1 yuvarlak bakteriyolojik
boyalarla iyi boyanan Gram negatif bir basildir. E. coli suslari ¢ogunlukla fimbria
olusturmaktadir. Peritrik flagellalara sahip olan tiirleri hareketli iken, flagellalart olmayanlar
hareketsizdir. Bu enterik mikroorganizma P—pilus ve Tip I flagellalar ile bagirsak epitelinde
kolonize olmaktadir(Kuntz ve Kuntz, 1999). Genel iiretim besiyerlerinde lireyebilmektedirler.
Optimal iireme 1s1s1 37 °C’ olmasina ragmen 20 °C — 44 °C arasinda iireyebilmektedirler
(Ozkuyumcu, 2009). Normal besiyerinde hafif kabarik, yuvarlak, diizgiin 1 — 2 mm capinda
parlak S tipi koloniler yaparken bazi suslarin kolonileri hafif mukoid (M) koloniler
seklindedir. Kanli agarda bazi suslar1 B (Beta) — hemoliz olusturmaktadir (Ozkuyumcu, 2009).
Enterobacteriaceae familyasi i¢erisinde yer alan E. coli, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan,
katalaz pozitif ve oksidaz negatif bir bakteridir. E. coli insan ve hayvanlarin bagirsak
florasinda yaygin olarak bulunmaktadir. Gastrointestinal floranin dogal bir pargasi olan E. coli
tiirlerinin ¢ogu zararsiz kommensallerdir. Saglikli bir bagirsak sisteminin muhafazasi i¢in
yararli olarak kabul edilmekte hatta ¢esitli enterik hastaliklara kars1 probiyotik tedavisi igin
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak viriilans genleri iceren bazi E. coli tiirleri insanlarda

ve hayvanlarda ciddi hastaliklara sebep olabilen patojenik mikroorganizmalardir.

2.3.3. Escherichia coli’nin Sebep Oldugu Enfeksiyonlar

Patojenik Escherichia coli, insanlarda ve hayvanlarda farkli enfeksiyonlara neden olan
en Onemli bakteri gruplarindan biridir. Cocuklarda; kusma, ishal, kolit yetiskinlerde;
septisemiden, yara yaniklarinda piyojenik enfeksiyona kadar E. coli pek ¢ok bakteriyel
enfeksiyon ve hastalikta 6nemli bir patojendir. Bununla birlikte 6zellikle yanik iinitelerindeki
tedavi sonrasi ¢ok sayida yara enfeksiyonu neredeyse hi¢ tedavi edilememektedir. Escherichia
coli yanik yaralarinda yaygin bir erken kolonilestirici olmaya devam ederken, Pseudomonas
aeruginosa yanik hastalarinda yasami tehdit eden enfeksiyonun en yaygin nedeni olarak
bilinmektedir. Her iki bakteri de bir¢ok antibiyotige karsi i¢sel ve edinilmis direngleriyle
bilinmektedir. Bu durum goz 6niine alindiginda, antibiyotiklere alternatif tedavi edici tiriinler
gelistirme olasiligi antibiyotik direnci ile miicadelede kilit bir rol oynamaktadir (Golkar ve
ark, 2014). Bunun yam sira diyabetik ayak enfeksiyonlarinda patojenlerin prevalansi
degiskendir. Ayak enfeksiyonunun gelismesinden yara mikrobiyolojisinin c¢esitli yonleri

sorumludur. Bunlar arasinda mikrobiyal yiik, mikrop g¢esitliligi, enfektif organizmalarin
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varlig1 ve mikrobiyal tiirler arasindaki sinerjik iligki yer alir. Bunlar, mantarlardan aerobik ve
anaerobik tiirlere kadar c¢esitlilik gostermektedir. Genellikle bu duruma sebep olan
mikroorganizmalar S. aureus, Proteus, P. aeruginosa, E. coli ve koliform bakterilerdir. S.
Aureus ve beta-hemolitik koklar diyabetik ayak enfeksiyonunda en sik izole edilen
mikroorganizmalardir. Ayrica bazi ¢aligmalar, bu mikroorganizmalarin etkilesimlerinin
iltihaplanmaya neden olarak yara iyilesmesini engelledigi ve enfeksiyonun kronikligini artiran
kollajenazlar, proteazlar, hemolizinler ve kisa zincirli yag asitleri gibi viriilans faktérlerinin
tretimine yol agtigin1 gostermektedir. Enterobacteriaceae ailesinin (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii ve Proteus mirabilis) baskinlig: diyabetik ayak
enfeksiyonlarinda en biiyiik aerobik Gram-negatif ¢ubuk grubu olarak rapor edilmistir.
Ornegin, bir calismada diyabetik yara drnegi basina ortalama 1,8 bakteriyel patojen rapor
edilmis olup, bunlarin %51,2’si Gram negatif bakterilerdir. Escherichia coli ayrica, diyabetik
ayak enfeksiyonu olan 342 hastada en yaygin Gram-negatif bakteri olarak bildirilmistir.
Entrobacter, Pseudomonas, Citrobacter ve Provetella spp. daha az sayida rapor edilmistir
(Sadeghpour ve ark, 2019).

Yine 2011 yilinda yapilan bir ¢aligmaya goére (Goswami ve ark, 2011) yara bakim
initesine bagli tiim hastalar arasinda en yaygin izole edilen patojenler Proteus mirabilis,
Enterococcus sp. ve Escherichia coli oldugu belirlenmistir. Bu etkene bagli enfeksiyonlarin
tedavisinde en 6nemli sorun ise antibiyotiklere direngtir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismaya gére direngli etkenler ile olusan DAE’larinin tedavi
basarisizligi 5 kat artmakta, ampiitasyon oranlar1 daha yiiksek olmakta, hastanede yatig
siireleri uzamakta ve tedavi maliyetleri de duyarli etkenlere gore yaklasik 2 kat artmaktadir

(Ertugrul ve ark, 2012).

2.3.4. Escherichia coli’de Antimikrobiyal Direng

Escherichia coli, diinyada en ¢ok ¢alisilan bakterilerden biri olmasiyla ve tartismasiz
tiim model organizmalar arasinda en ¢ok anlasilabilen mikroorganizma olarak bilinmektedir.
Insan ve hayvan ekolojisi baglaminda, bu mikroorganizma, dogumdan hemen sonra kolonize
olan ilk bakteri tiirlerinden biri olmakla birlikte, en 6nemli insan ve hayvan patojenlerinden
biri olarak bagirsagin ortak bir pargast gibi diisliniilebilmektedir. 1940’larda antibiyotik
cagmin baslamasiyla birlikte modern tipta en biiyiik ve kayda deger gelisme yaganmis ve bu

sayede bulasici hastaliklarin 6niine gecilmistir. Ancak patojen bakteriler, her gecen giin onlari
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antibiyotiklere direngli hale getiren farkli mekanizmalar gelistirmekte ve bu antimikrobiyal
direng, diinya ¢apinda halk sagligi sistemleri igin kiiresel bir tehdit haline gelmektedir.
S.aureus’un penisilin direnci gelistirdigi hastanede yatan hastalara uygulanmasindan sadece
birkag¢ yil sonra tespit edildiginden dolay1 bakterilerin antibiyotiklere karsi direng gelistirme
yetenegi, onlarin kullanilmalarindan hemen sonra baslamistir. E. coli’de ise, antibiyotiklere
kars1 direng, bildirilen ilk vakalardan bu yana istikrarli bir sekilde artmaktadir ve insan
sagligindaki etkisi nedeniyle, Enterobacteriaceae ailesinin geri kalaniyla birlikte Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO, 2017) insan sagligma en biiyiik tehdidi olusturan 12 bakteri ailesi
listesinde yer almaktadir. insan saghg: iizerinde genis bir etkiye sahip olan E. coli’nin
antimikrobiyal diren¢ durumunu, bir noktada ortak bir meselede karsilasan iki farkli, ancak
birbirini tamamlayan baglam altinda analiz etmek gerekmektedir. Bu iki bakis agisi, diinya
capinda c¢oklu ilaca direngli E. coli suslarinin neden oldugu artan enfeksiyon sayisini ve bu
bakterinin genetik direngli 6zelliklerini diger bakterilere gegirme yetenegini igermektedir. E.
coli’nin, insandan insana ve hayvanlardan insanlara digki veya oral yolla bulagsma kolaylig
nedeniyle bu mikroorganizmay: antibiyotik direnci pandemisinde boylesine Onemli bir
oyuncu haline getirmektedir. Ikinci olarak, mikroorganizmanin insanlarin ve hayvanlarin
bagirsaklarinda kolonilesme yetenegi ve ¢ok sayida farkli bakteri ile yakin etkilesim iginde
olmasi, diger bakterilere genetik materyal vericisi olarak davranma 6zelligi sayesinde kurdugu
etkilesimi ve diger mikroorganizmalardan direng genleri elde etme yetenegi bu
mikroorganizmay1 6nemli bir tehdit haline getirmektedir. E. coli’nin antibiyotiklere karsi
edinilmis ve siirekli artan direnci, hali hazirda diinya ¢apinda biiyiik bir halk saglig1 sorunu
olarak kabul edilmektedir. 2018’de, Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi’ne
bildirilen Escherichia coli izolatlarinin yarisindan fazlasinin, siirveyans altindaki en az bir
antimikrobiyal gruba direngli ve birka¢ antimikrobiyal gruba karsi da kombine direng
gosterdigi tespit edilmistir (CDC 2018). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2017 yilinda
(Critchley ve ark, 2017), idrar yolu enfeksiyonlarindan (IYE) izole edilen genis spektrumlu -
laktamaz (ESBL) iireten E. coli suslarinin ulusal yayginhigi %15,7 iken, levofloksasin ve
trimetoprim-siilfametoksazole diren¢ oranlar1 tiim izolatlar arasinda %24 olarak rapor
edilmistir. Gelismekte olan iilkelerde durum, Meksika, Cin ve Tiirkiye’den alinan ulusal
stirveyans verilerinde bildirildigi tizere, E. coli’ye direngli suslarin, bakteriyel enfeksiyonlari
deneysel olarak tedavi etmek igin diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan sefalosporinlere,
kinolonlara ve trimetoprim / siilfametoksazole (TSX) kars1 %40’1n iizerinde bir prevalansa

sahip oldugu gosterilmistir. (Tablo 3).
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Tablo 3 Farkli Antibiyotiklere Kars1 E. coli’nin Antibiyotik Diren¢ Oranlar (Critchley ve
ark, 2017)

Ulke Diren¢ Orani (%)

Sefalosporin  Kinolon TSX

Meksika 54.4 59.0 62.1
Cin 52.4 69.8 Bilinmiyor
Tiirkiye 40.7 47.2 58.0

1945’te, penisilinin klinik uygulamasina girmesinden sadece birkag yil sonra, Alexander
Fleming diinyay1 antibiyotik asir1 kullanimi konusunda uyarmis ve birkag¢ yil sonra ilk kez S.
aureus susunun penisiline direncli oldugu bildirildiginde bunun gergege doniistliiglinii
sOylemistir. Mevcut antibiyotik direng krizinin temel nedeninin ¢esitli insan faaliyetlerine
bagli olabilecegi ve antibiyotiklerin asir1 kullanimmin direncin  evrimini agikga
etkileyebilecegi gosterilmistir (Read ve ark, 2014). Antibiyotiklerin asir1 kullanimina dair
rapor edilen eylemler ¢ok faktorliidiir ve saglik, hayvancilik ve ilag endiistrileri gibi farkl
sektorlerdeki farkli argiimanlari igermektedir. Bu eylemlerin 6rnekleri arasinda saglik hizmeti
saglayicilart tarafindan uygunsuz antibiyotik regetesi verilmesi, hayvancilik ve balik
yetistiriciliinde yaygin antibiyotik kullanimi, antibiyotik tedavi rejimlerini takip etmeyen
hastalar, kotii hijyen, bakteriyel mutasyonlar ve gelistirilen yeni antibiyotiklerin eksikligi
sayilabilmektedir (WHO, 2014). Kiiresel bir antibiyotik satis veritabanini kullanan Klein ve
arkadaslar1 2018°de (Klein ve ark, 2018) diinya ¢apinda antibiyotik tiikketim oraninin giinliik
11,3 doz oldugunu ve bu oranin g¢arpici bigimde arttigini bildirmistir. Bunun yan sira,
karbapenemler ve kolistin gibi antibiyotiklerin tilketimi de artmaktadir ve bu durumda, bu
ilaclara kars1 E. coli de direngli suslarin ortaya ¢ikmasi tutarli olarak kabul edilmistir. Bugiine
kadar, bu mikroorganizmanin karbapenemlere direnci nadir ve prevalansi diinyanin ¢aligma
alanina bagli olarak degismektedir. Ancak hidrolizinden ve dolayisiyla inaktivasyondan
sorumlu olan karbapenemazlar, esas olarak plazmidler iizerinde kodlandig1 ve yiiksek oranda
bulasabilir oldugu igin, gelecekte bu antibiyotige karsi diren¢ artisgtnin E. coli’de
goriilebilecegi iddia edilmistir (Nordmann ve Poirel, 2013).

Bir diger ¢alismada Zhang ve arkadaslar1 antibiyotik direnci ile E. coli diyareajenik
viriilans fenotiplerinin kismen baglantili olabilecegine dair epidemiyolojik kanit bulmuslardir.
Bu hipotezi diyareli hastalarin semptomlarin baslangicindan once daha sik antibiyotik
kullandiklar1 ve bu yiizden antibiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasini bozarak direngli

patojenlerin asir1 gogalmasina neden olabildigi seklinde agiklamislardir (Zhang ve ark, 2015).
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Sonugta Escherichia coli’nin insanlarin ve hayvanlarin bagirsaklarinda kolonilesme
yetenegi, boylece fekal-oral yolla bulagmasini kolaylastirmasi ve antibiyotik direng¢ genlerini
plazmitler yoluyla diger bakterilere iletmesi ve diger bakterilerden almasi yetenegi, bu
organizmay1 antimikrobiyal direngle miicadelede 6nemli bir hedef haline getirmistir. E. coli
antibiyotiklerin etkisiyle miicadele etmek icin farklt mekanizmalar gelistirmistir ve ¢ogu
durumda tek bir sus diren¢ genlerini bu ilaglarin farkli siniflarina tastyarak tedaviyi karmagik
hale getirebilmektedir. (Galindo-Méndez, 2020)

Tim bunlar goz Oniine alinarak giliniimiizde yapilan c¢alismalarin kayda deger
sonuglariyla birlikte, antibiyotik direncli enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde alternatif
antibakteriyal yaklasimlarin gelistirilmesi 6nemlidir. Artan antibiyotik ve antimikrobiyal
direncin 6niine gegmek i¢in bakteriyofajlarla enfeksiyon tedavisi bu tiir alternatif yontemlerin

arasinda yerini almaktadir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Cahsmada Kullanilan Cevresel Ornekler

Bu calismada, bakteriyofaj izole edilebilecek potansiyel kaynaklar olarak; hastane
kanalizasyon suyu, hayvan diskisi (inek, keci, tavuk, giivercin, kopek ve kedi), hayvan sulugu
(akvaryum suyu ve hayvanlarin su igtigi kiiclik goletler) olmak {iizere cesitli ¢evresel
kaynaklar se¢ildi. Bu amagla, farkli bolgerden, toplam 7 su Ornegi ve 6 diski Grnegi
toplanmistir.

3.1.2. indikator Bakteri E. coli DH10B

Faj kaynaklarindan bakteriyofajlarin; izolasyon, saflagtirma ve titrelerinin belirlenmesi
amaciyla konak bakteri olarak labaratuvarimizin kiiltiir koleksiyonunda bulunan ticari E. coli
DHI10B susu sec¢ilmistir. Bu susun g¢ogaltilmasinda sivi besiyeri olarak TSB, kati besiyeri
olarakta TSA kullanilmistir.

3.1.3. Calismada Kullanilan Besiyerleri

Tryptic Soy Agar (TSA)
18.5 g hazir besiyeri 500 ml distile suda ¢6ziilmiis akabinde otoklavda 121 °C de 15 dakika

stire ile sterilize edildikten sonra besiyeri steril petrilere dokiilmiistiir.

CaCl2’lii Luria Bertani (LB) Agar

Maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton (kazein) 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L, 15 gr/L agar agar karisimi
yeterli miktarda distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra son konsatrasyon 10 mM olacak sekilde
CaCl; ilave edilmistir. Hazirlanan CaCl2’lii Luria Bertani Agar besiyeri 121°C’de 15 dakika
sire ile otoklavda sterilize edilmis akabinde ~15 ml olacak sekilde steril petrilere

dokilmustir.
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Tryptic Soy Broth (TSB)
12 g hazir besiyeri 500 ml distile suda ¢6ziilmiis ardindan otoklavda 121°C’de 15 dakika siire

ile sterilize edilmistir.

Luria-Bertani (LB) Broth
Maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton (kazein) 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L olacak sekilde hazirlanan
karisim yeterli miktara distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika siire

ile sterilize edilmistir.

%00,5 Luria Bertani Soft (yumusak) Agar

Maya ekstrakti 5,0 g/L; pepton (kazein) 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L, 5 gr/L agar agar karisimi
yeterli miktara distile su ile ¢ozdiiriildiikten sonra son konsatrasyon 10 mM olacak sekilde
CaCl; ilave edilmistir. Hazirlanan Luria Bertani Soft Agar besiyeri 121°C’de 15 dakika siire

ile otoklavda sterilize edilmis akabinde steril cam tiiplere S5ml olacak sekilde dagitilmistir.

Mueller-Hilton Broth (MHB)
17 g hazir besiyeri 500 ml distile suda ¢6ziilmiis ardindan otoklavda 121°C’de 15 dakika siire

ile sterilize edilmistir.

Eosin Methylen-Blue Lactose Sucrose (EMB) Agar
13 g hazir besiyeri 500 ml distile suda ¢6ziilmiis akabinde otoklavda 121°C de 15 dakika siire

ile sterilize edildikten sonra besiyeri steril petrilere dokiilmustiir.

AXI besiyeri

Onceden hazirlanmis TSA besiyeri 50°C’ye kadar sogutulmustur. Besiyeri igerisine, final
konsantrasyonu ampisilin (100 pg/ml), IPTG (1 mM)( Thermo Scientific, ABD), X-Gal (50
ug/ml) (Thermo Scientific, ABD) olacak sekilde ampisilin, IPTG ve X-Gal eklenmistir. Iyice
karistirtlarak steril petrilere dokiilmiis ve mavi-beyaz koloniler igin segici besiyeri olarak

kullanilmistir.
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3.1.4. Calismada Kullanilan Coézelti ve Kimyasallar

10X Tris-Borat EDTA (TBE) tamponu pH:8

Trizma Base: 108 g

Borik Asit: 55 ¢

EDTA:8.3¢g

Biitiin maddeler bir miktar distile su ile manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziilmiis ve son
hacim distile su ile 1L’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 8’e ayarlandiktan sonra

121 °C 15 dk siire ile otoklavlanarak sterilize edilmistir.

0,5 X TBE Tamponu
Yukarida belirtilen sekilde hazirlanan 10x TBE tamponunun 50 ml’si bir meziire alindiktan

sonra distile suyla 1 litreye tamamlanarak seyreltilmistir.

Saline Magnesium buffer (SM buffer)
1 M Tris-HCI (pH 7.5) den 50 ml,5.8 g NaCl ve 2g MgSO47H.0 1 litreye tamamlanarak

distile suda ¢6ziilmiis ardindan 121 °C 15 dk siire ile otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Gel Loading Buffer (6X)
Bromfenol Mavisi: 25 mg
Siikroz: 4 g
H20:10 ml

Karstirilarak soliisyon hazirlanmistir.

A Pst Marker

30 ul A DNA

30 pl 10X buffer

4 ul Pst Enzim

236 pl dH20 eklenerek 30 dakika inkiibasyon sonrasi 30 pl dye eklenmistir.

Proteinase K soliisyonu
Steril bir eppendorf tiip icerisinde liyofilize proteinaz K’dan 20 mg tartilarak 1 ml steril

distile suda ¢ozdiiriilerek stok soliisyon halinde -20°C’de muhataza edilmistir.

22



%1’lik Agaroz Jel Hazirlamsi

%1 yogunluga sahip agaroz jel hazirlamak i¢in toz haldeki agarozdan 0.8 g tartilarak 80 ml
0.5X TBE soliisyonunda ¢6zilindiiriilmiis ve mikrodalga firinda 1-2 dk 1sitilmistir. Ardindan
yaklasik 50°C’ye sogutularak 5 pl SafeView jel goriintileme dye eklenmistir. Elektroforez
isleminde kullanilmak iizere elektroforez tankina dokiilerek uygun sekilde kuyucuk olugmasi
icin taraklar takilmstir.

Liyofilizasyon Tamponu

Son konsantrasyonu 0.5 M olan Siikroz ¢ozeltisi ve %]1°lik jelatin karisimi hazirlanmistir.

Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Cevresel Orneklerden Bakteriyofaj izolasyonu

Bakteriyofaj izolasyonu i¢in Merabishvili ve arkadaslar tarafindan hazirlanan protokol
modifiye edilerek ADU-REDPROM laboratuvar standartlarma gére optimize edilmistir
(Merabishvili ve ark, 2014).

3.2.1.1.  Faj siispansiyonlarimin hazirlamsi

Bakteriyofaj yakalama sansini arttirmak ve maliyeti diisiirmek i¢in farkli ¢evrelerden
toplanan katt ve sivi kaynaklar kendi aralarinda birlestirilerek kaynak sayisi ikiye

indirilmistir.

Toplanan 7 su kaynaginin her birinden 5 ml alinip 50ml'lik steril falcon tiip
icerisinde birlestirilmigtir. Hayvan digski orneklerinin her birinden ise spatula
yardimiyla yaklasik 1g alinip steril falkon tiip icerisine aktarilmistir. Ardindan distile
su ile 50ml’e tamamlanip vorteksle homojenizasyonu saglanmistir (Resim 4-A).

Bu iki karistmmn bulundugu falkon tiiplerin igerisindeki partikiillerin
uzaklagtirmasi i¢in 5000 rpm de 15 dakika santrifiij islemi yapilmistir.
Santrifiij sonrasi iist kisitmlarda bulunan siipernatantlardan bakteri ve mantar
gibi diger mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi i¢in 0,22 um por ¢apina sahip
siringa uglu filtrelerden gegcirilip steril falkon tiiplere aktarilmistir.

Icerisinde faj oldugu diisiiniilen filtrenmis siv1 siispansiyonlarin bulundugu
falkon tiiplere gecelik indikator bakteri (E. coli DH10B) kiiltiirinden 1 ml
(~108 cfu/ml), TSB sivi besiyerinden de 10 ml ilave edildikten sonra
vortekle iyice karismalar1 saglanmistir. Hazirlanan sivi kiiltiirler daha sonra
37 °C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmigtir.

Inkiibasyonun ardindan bu kiiltiirler tekrar santrifiij ve filtreleme islemine
tabii tutulmus ve sonraki adimlarda kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.2.1.2.  Spot test yontemi ile faj etkinliklerinin belirlenmesi

Zenginlestirilmis ve fitrelenmis s1vi kiiltiirlerde faj varliginin saptanmasi igin spot-test

yontemi kullanilmistir.

Spot test icin ikili agar kaplama yontemi uygulanmis olup bunun igin; igerisinde
45-50°C'de 5 ml yumusak agar (10 mM CacCl, igeren 0,5% w/v LB agar) bulunan
cam tiipe gecelik indikator bakteri kiiltiiriinden 0.1 ml ilave edilmis ve vorteksle
lyice karigmalar1 saglanmstir.

\orteks isleminden hemen sonra karisim 6nceden hazirlanan ve igerisinde top
agar (10 mM CacCl, igeren 1,5% w/v LB agar) bulunan petriye yayilmis
ardindan kurumasi i¢in petri 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Yumusak
agar katilastiktan sonra petride damlatilacak yerler cam kalemle isaretlenmistir.

Daha once zenginlestirilip filtrelendikten sonra +4°C'ye kaldirilmis olan sivi
stispansiyonlardan 10-20 ul alinip petri lizerinde isaretlenen bolgere mikropipet
yardimiyla damlatilmistir. Damlatma isleminden sonra, petri 1-2 saat oda
sicakliginda kurumaya birakilmis ve kuruyan petri 18-24 saat boyunca 37°C’de
inkiibe edilmistir.

Ertesi giin petri iizerinde olusan plaklar gdzlemlenmistir. Isaretlenen
bolgelerde plak olusumu goriilen petri, {izerine damlatilan filtre edilmis
stvilarda bakteriyofaj varligi saptanmustir.

3.2.1.3.  Tek plak izolasyonu ile bakteriyofajlarin saflagtirilmasi

Bakteriyofaj varligi spot test yontemi ile dogrulanan sivi silispansiyonlardan litik
bakteriyofajlarin piirifikasyonu i¢in literatiirde ikili agar kaplama olarak adlandirilan teknik
kullanilmigtir (Merabishvili ve ark, 2014).

SM (Saline Magnesium) buffer ile spot test sonucu igerisinde faj varligi saptanan filtre
stvilardan 10%°e kadar sirali diliisyonlar hazirlanmis bdylece ana stoklardaki faj titrelerinin

seyreltilmesi saglanmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Sirali Bakteriyofaj Diliisyonu.

[ Sekil 6' da gosterildigi gibi hazirlanan her bir diliisyondan 0.2 ml bakteriyofaj
stispansiyonu, 0.1 ml taze Indikat6r bakteri kiiltiiri (~108cfu/ml) ve 45-50°C’deki
5 ml yumusak agar (10 mM CaCl, iceren 0,5% w/v LB agar) vortex yardimiyla

\ karistirilmisgtir,

(Karlslm onceden hazirlanmig top agar (10 mM CacCl, iceren 1,5% w/v LB agar)\
petrileri {izerine yayilmis ve 10 dk oda sicakliginda kuruduktan sonra 37°C’de
gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin petriler iizerinde farkli
\morfolojide plak olusumlar1 gozlemlenmistir (Resim 5).

v

Farklr morfolojideki plaklarlar, tek plak olusumu gézlemlenen petrilerden kesik
pipet ucu yardimiyla alinarak icerisinde 10 ml taze Indikator bakteri kiiltiiri
(~108cfu/ml) bulunan 15ml’lik falkon tiiplere aktarilmustir (1.plak saflastirma).
Ardindan tiipler vortekslenip 37°C’de gecelik inkiibasyona birakilmustir.

v

J

J

Bir sonraki giin 1. plak saflastirma sonrasi bakteriyofaj plaklarini iceren gecelik
bakteri faj karisimlari tekrar santifiij ve filtreleme isleminden gecirilerek yeni faj
siispansiyonlart hazirlanmistir. Hazirlanan yeni faj siispansiyonlarindan (1. Plak
saflastirmada ayrintilar1 verilen) sirali dilisyon hazirlama, ikili agar kaplama teknigi
ve plak saflastirma islemleri tekrarlanmistir (2. plak saflastirma).

IV

Konak Hiicreyi yeniden enfeksiyon ve plak saflastirma islemi her faj i¢in en az

ti¢ kez tekrar edilerek bakteriyofajlar saflagtirtlmistir (Resim 6).
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3.2.2. Bakteriyofaj Titrelerinin Belirlenmesi

Bakteriyofajlarin titresi her bir mililitre 6rnek icerisinde bulunan bakteriyofaj sayisinin
hesaplanmasi ile belirlenmis olup sonuglar plak olusturma birimi (pob/ml) seklinde
verilmigtir.

Plak saflastirma yoluyla saflastirilan bakteriyofajlarin siv1 kiiltiir igerisindeki titrelerinin

belirlenmesi ikili agar kaplama metodu ve siv1 kiiltiiriin diliie edilmesiyle hesaplanmistir.

bufferla 10! - 10% e kadar seri diliisyonlar hazirlanmigtir.

IW

Her bir diliisyonun 0.2ml’si ve gecelik indikator bakteri kiiltiiriiniin 0.1ml'si, 45-
50°C’deki 5 ml yumusak agar (10 mM CaCl, igeren 0,5% wi/v LB agar) ile
karigtirllarak  6nceden hazirlanmig top agar (10 mM CaCl, igeren 1,5% wi/v LB
agar) petrileri tizerine yayilmis ve kurumasi i¢in 10 dk oda sicakliginda
bekledikten sonra 37°C’de gece boyunca inkiibasyona birakilmistir.

!

Inkiibasyon islemi sonunda petrilerde olusan faj plaklari sayilarak fajlarin titreleri
belirlenmig ve sonuglar plak olusturma birimi (pob/ml) seklinde verilmistir.
Ornegin 107 dilisyonundan hazirlanan agar itizerinde 20 faj plagi goriilmiisse;
20 x 5 (5x0.2ml=1ml faj) x 107 = 1x10° pob/ml

[ Ik olarak siv1 kiiltiir icerisindeki bakteriyofaj stogundan SM ]
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3.2.3. Bakteriyofaj Genomu

3.2.3.1.  Bakteriyofajlardan DNA izolasyonu

Oncelikle titreleri belirlenmis saf bakteriyofajlarin voliimlerini arttirmak icin
her bir bakteriyofajin sivi lizatinin 1ml’si, 30 ml taze indikator bakteri ile

karigtiritlip 37 °C 4-6 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan faj — bakteri karisimi 5.000 rpm de 15 dk santirifiijlenip
stipernatant 0,22 um siringa uglu filtreden gecirilmistir. Filtrelenmis faj
stispansiyonunun 20 ml’si esit sekilde 2ml’lik santifiij tiiplerine dagitilmis ve
+4°C'de 15.000 rpm 2 saat boyunca santrifiijlenerek bakteriyofajlarin

peletlenmesi saglanmaistir.

2 saatlik santrifiijiin ardindan tiiplerdeki siipernatantlar uzaklastirilmis
ve faj pelletleri 0.2 ml resiispansiyon soliisyonu (1 pg/ml RNAaz)
kullanilarak pipetajla birlestirilmis ve konsantre edilmistir.

Konsantre edilen faj siispansiyonundan DNA izolasyonu igin son
konsantrasyonu (1mg/ml) olacak sekilde Proteinaz-K eklenmis ve 56°C’de 1
saat inkiibasyonun ardindan klasik fenol-kloroform  prespitasyonu

uygulanmistir.

* Klasik fenol/kloroform prespitasyonu asagida belirtildigi sekilde gergeklestirilmis

olup izole edilen total faj DNA’larmin jel elektroforez goriintiileri alinmistir (Resim 8).

1:1 hacimsel orani saglayacak sekilde Fenol-Kloroform-izoamilalkol
(25:24:1) eklenmistir. Sonrasinda hafif¢e vortekslenerek 13000 rpm’de 5
dakika +4°C’de santrifiijlenmis ve iist faz yeni bir ependorfa alinmistir.

10:1 hacimsel oran1 saglayacak sekilde 3 M Sodyum Asetat (pH:5.2)‘
eklenmigtir. Sonra 1:1 hacimsel oran1 saglayacak sekilde %100’lik
isopropanol eklenerek karistirildiktan sonra -20°C’de 30- 60 dakika

bekletilmistir. )

N\

,
Inkiibasyondan sonra 30 dk boyunca 15 000 rpm’de +4°C’de santrifiijlenmistir.

Supernatant atilmis ve pellet {izerine 2-3 kat %70’lik etanol ekleyip 5 dk 15 000
rpm’de +4°C’de santrifiijlenmistir. Supernatant atilip pellet kurutulduktan sonra 50-
100 pl distile su ile ¢ozdirilmiis ve izole edilen bakteriyofaj DNA'lar1 sonraki

asamalarda kullanilmak {izere -20°C’de saklanmustir.

J

.
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3.2.3.2. lzole edilen bakteriyofaj DNA’larmmn restriksiyon profillerinin

belirlenmesi

Izole edilen bakteriyofaj DNA’larinin restriksiyon profilleri belirlenmeden once total faj
DNA elektroforez gorintiisiinde (Resim 8-B) DNA konsantrasyonlariin zayif oldugu tespit
edilen bes adet faja titre arttirma iglemi uygulanmistir.

> Oncelikle DNA konsantrasyonu zayif olan bu 5 adet bakteriyofajin her birinin siv1
lizatindan 1 ml, taze indikator bakterinin 30ml’si ile karistirilip 37°C’de 4-6 saat
inkiibasyona birakilmigtir.
o Bu 5 adet fajin total DNA’lar1; 3.2.3’teki adimlar takip edilerek tekrar izole
edilmistir.
» DNA konsatrasyonu arttirilan fajlarla birlikte toplamda 15 adet faj EcoRI ve Pstl
restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmis ve restriksiyon profilleri belirlenmistir.
Restriksiyon Enzimleriyle Kesim:
10 ul Total Bakteriyofaj DNA
e 2 ul FastDigest Enzim Tamponu (10X)
e 1 ul FastDigest EcoRI Restriksiyon Enzimi
e 1 ul FastDigest Pstl Restriksiyon Enzimi
e 6 pul Distile su

Her bakteriyofaj icin yukarda belirlenen bilesenler karistirilip 1 saat 37°C’de inkiibe

edildi. Inkiibasyonun ardindan restriksiyon iiriiniiniin Sul’si %1°lik agaroz jel elektroforezinde

yiriitiiliip jel goriintiisti alinmistir.

3.2.4. Klinik Escherichia coli izolatlarrmin  MIK (Minimal inhibisyon

Konsantrasyonu) Degerlerinin Belirlenmesi

Bir mikroorganizmanin goézle goriilebilir olarak cogalmasinin durdugu en diisiik
antimikrobiyal etken konsantrasyonu MIK olarak belirlenir. Antimikrobiyal ajanlarin MIK
degerlerinin tespit edilmesi igin diliisyon yontemleri kullanilmaktadir. Diliisyon testlerinde,
antimikrobiyal ajanin dillisyonlarini iceren mikroplak kuyucuklarinda ya da agar ylizeyinde
{iremenin gozle goriilebilir olmas1 temel alimir. Bu tez calismasinda MIK degerlerinin tespiti

i¢in mikrodiliisyon MIK yéntemi uygulanmistir.
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Sekil 7. Minimal inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Y&ontemi.

Oncelikle MiK degerleri olgiilecek olan ADU-REDPROM (Aydin Adnan Menderes
Universitesi Rekombinant DNA ve Rekombinant Protein Merkezi) laboratuvar kiiltiir
koleksiyonunda bulunan diyabetik ayak enfeksiyonu (DAE) kokenli klinik Escherichia
coli stoklarindan 30 tane izolat se¢ilerek EMB Agar (Eosin Methylene Blue Agar)
tizerine tek koloni diisecek sekilde ekilmistir.

Ertesi giin bu 30 izolattan steril 6ze yardimiyla tek koloni alinip igerisinde 1ml TSB
bulunan 1.5ml’lik ependorf tiiplere gecilerek 37°C’de gecelik inkiibasyona birakilmistir.
Gecelik bakteri kiiltiiriinden (~10%fu/ml) son inokiiliim konsantrasyonu ~10°cfu/ml
olacak sekilde, 1/1000 oraninda sulandirilmistir.

Sekil 7°de gosterilen steril 96 kuyucuklu plakanin 2-12 siitunlari arasindaki kuyucuklara
MH (Mueller-Hinton) brothtan ¢oklu pipet yardimiyla 100 pl aktarilmustir.

Ardindan MH broth kullanilarak 5 mg/ml IMP (Imipenem) ana stogundan hazirlanan 32
pg/ml antibiyotik iceren ¢ozeltiden, ¢oklu pipet yardimiyla 1.sutundaki kuyucuklara 200
ul gecilmistir.

Daha sonra 32 pg/ml antibiyotik igeren 1. siitiindan ¢oklu pipet ile 100 pl ¢ekilip 2.
siituna pipetaj yapilmistir. Bu isleme 10.siituna kadar devam edilmistir, 11. siituna
gecmeden once pipet uglart igerisindeki 100 pl ile birlikte atilmistir.

Bu islemin sonucunda 1-10 siitunlar1 arasinda antibiyotik konsantrasyonu sirasiyla 32 —
16-8-4-2-1-0,5-0,25-0,125 - 0,06 pg/ml olarak hazirlanmistir.

Daha sonra her satira (A-H satirlari) farkli bir bakteri susu gelecek sekilde 1-11. kuyular
arasma onceden hazirlamilmis olan son konsantrasyonlar1 ~10°cfu/ml olacak sekilde
ayarlanan bakteri kiiltiirlerinden 10 pl gecirilerek 37°C de gecelik inkiibasyona
birakilmistir. (11. kuyu pozitif MH broth + bakteri, 12. Kuyu ise negatif MH broth)
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9-  Ertesi giin 96 kuyucuklu plaka, ¢iplak gézle 151k altinda gdzlemlenerek MIK degerleri
not alinmistir (Tablo 7).

3.2.5. Saflastinllan Fajlarin Klinik E. coli Suslarn Uzerindeki Etkinliklerinin

Belirlenmesi

Plak morfolojilerine gore tek plak saflastirma metoduyla saflastirilan 15 adet
bakteriyofaj, MiK degerleri belirlenen DAE kokenli klinik Escherichia coli suslarina karsi
etkinlikleri test edilmeden 6nce biitiin fajlarin titreleri dilisyon yontemiyle yaklasik 3.0x108
pob/ml olacak sekilde ayarlanmustir.

Bakteriyofajlarin DAE kokokenli klinik E. coli suslari {izerine etkinlikleri spot-test

yontemi ile belirlenmistir.

Spot test i¢in yine ikili agar kaplama yontemi uygulanmis olup bunun i¢in; icerisinde
45-50°C'de 5 ml yumusak agar (10 mM CaCl, igeren 0,5% w/v LB agar) bulunan cam
tiipe test edilecek olan klinik susun 0.1 ml gecelik kiiltiirii ilave edilmis ve vorteksle
iyice karigmalar1 saglanmistir.

Vorteks isleminden hemen sonra karisim 6nceden hazirlanan ve igerisinde top agar
(10 mM CacCl, igeren 1,5% w/v LB agar) bulunan petriye yayilmis ardindan
kurumast i¢in petri 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

10dk’lik kuruma isleminden sonra petri lizerine faj damlatilacak yerler cam kalemle
isaretlenmis ve saf faj siispansiyonlarinin (yaklasik 3.0 x108 pob/ml titrede) her birinin
10-20ul'si petri lizerinde dnceden isaretlenen bolgere mikropipet yardimiyla
damlatilmistir.

Damlatma igsleminden sonra, petri 1-2 saat oda sicakliginda kurumaya birakilmig daha
sonra kuruyan petri 18-24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu
islemler 30 adet klinik susun her birine uygulanmastir.

Ertesi giin faj damlatilan bolgelerdeki litik aktiviteler gdzlemlenmis ve olusan plaklar
Resim 1'deki gibi 3 farkli sekilde degerlendirilmistir (Alves ve ark, 2014). Bunlar siras1
ile saydam plaklar (++ / duyarli) , yar1 saydam (+ / az duyarli) plaklar ve plak
olusturmayanlar (- / direngli) seklinde degerlendirilmistir (Tablo 7-8).
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Az duyarli (+) Y )
Duyarl (++) Direngli (-)

Resim 1. Spot Test Sonucu Bakteriyofajlarin Olusturdugu Plaklar.

A: Plak morfolojilerine gore saflastirilan fajlarin spot test yontemiyle 1703 kodlu klinik E.
coli izolatina denenmesi (bakterinin; “++”: duyarli, “+”: az duyarli ve “-“: direngli oldugu
fajlar).

B: Plak morfolojilerine gore saflastirilan fajlarin kontrol amagl indikatdr bakteri iizerine spot

test yontemiyle denenmesi
3.2.6. Bakteriyofaj Genomunun Karakterizasyonu
3.2.3’te Dbelirtilen total genom eldesi sonucu fajlarin restriksiyon profillerinin
belirlenmesi ve daha sonra restriksiyon profilleri belirlenen bu fajlarin 3.2.5’teki gibi klinik
izolatlar lizerine denenmesi sonucunda;
Kesim sonrasi fragmente olabilen fajlar arasinda en yiiksek litik etkiye sahip olan KKI
faj1 genom karakterizasyonu i¢in secilmistir.

3.2.6.1. Restriksiyon iiriinlerinin plazmit vektorlere klonlanmasi

KK1 faj genomunun EcoRIl ve Pstl enzimleriyle kesilmesi sonucu, olusan DNA
fragmentleri shotgun klonlama yontemiyle pUC19 plazmitine klonlanmustir.
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Faj genomu ve pUC19 vektoriiniin restriksiyon enzimi ile kesimi: Presto™ Mini
Plasmid Kiti ile tireticinin talimatlar1 dogrultusunda izole edilen pUC19 vektorii ve faj
genomu ayri tiiplerde restriksiyona tabi tutulmustur. Bu amagla 10 pl DNA, 6 ul distile su, 2
ul 10X FastDigest tamponu, 1 pl FastDigest EcoRI ve 1 ul FastDigest Pstl enzimleri
kullanilarak reaksiyon kurulmus ve 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda her bir ornekten 5’er pl alinarak agaroz jelde goriintiileme yapilmigtir. Ardindan
kalan 15 pl restriksiyon iiriinleri daha 6nce anlatilan klasik fenol/kloroform prespitasyon

yontemiyle prespite edilmis ve pellet 17 ul distile su ile ¢oziilmiistiir.

Saflagtirilmis restriksiyon iiriinlerinin ligasyonu: Ligasyon reaksiyonu i¢in 17 pl
restriksiyon triinlerinin tizerine 2 pl 10X T4 DNA ligaz tamponu ve 1 ul T4 DNA Ligaz (5
U/ul) eklenmis ve gece boyu 22°C’de inkiibe edilmistir. Ertesi giin, T4 DNA ligazin
inaktivasyonu i¢in ligand 65°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

Ligasyon iiriiniiniin transformasyonu ve dogrulanmasi: Oncelikle, E. coli DH10B
susu kompetan hale getirilmistir. Bunun i¢in Sambrook’un CaCl2’lii kimyasal transformasyon
yontemi kullanilmigtir (Sambrook ve ark, 2001). DH10B susunun gecelik kiiltiiriinden 1 ml
almarak 50 ml TSB besiyerine ekimi gerceklestirilmistir. Hiicreler yaklasik 3 saat boyunca
logaritmik biiylime (log) fazina ulasana kadar 37°C’de inkiibe edilmistir. Log fazina ulagmis
DHI10B Kkiiltiirti 30 dakika boyunca buzda bekletilmis ve bu siire sonunda 5000 rpm’de 10
dakika +4°C’de santrifiijlenip siipernatant uzaklastirilmistir. Ardindan hiicre pelleti 10 ml
soguk distile su ile resiispanse edildi ve 5000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiijlenip
stipernatant uzaklagtirilmistir (su ile yikama islemi 2 kere takrarlandi). Tekrar su ile yikama
gerceklestirildikten sonra, elde edilen pellet 10 ml 10%’luk gliserollii su ile resiispanse
edilmis ve 5000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiijlenip slipernatant uzaklastirilmistir. Daha
sonra pellet 30 ml 80 mM MgCl>-20 mM CacCl: soliisyonu ile resiispanse edilmis ve 5000
rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiijlenip siipernatant uzaklastirilmistir. Son olarak pellet 1 ml
0.1M’lik CaClz ¢ozeltisinde resilispanse edilmis ve 100°er pl olacak sekilde eppendorflara
dagiltilmastir.

Kompetan hiicreye ligandin transformasyonu i¢in; 100 pl kompetan hiicre tizerine 10 pl
ligand eklenmis ve kompetan hiicre-ligand karigimi1 20 dakika boyunca buzda bekletilmistir.
Sonrasinda, 2 dakika boyunca 42°C’de hemen ardindan da 2 dakika boyunca buzda
bekletilmistir. Bu silirenin sonunda 900 ul sivi besiyeri eklenip 37°C’de 240 rpm’de

calkalanarak bir saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras, kiiltiirden 200 pl alarak
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100 pg/ml ampisilin, 1 mM izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozit (IPTG) ve 50 pg/ml 5-bromo-
4-kloro-3-indolil--D-galaktosidaz (X-gal) olan TSA besiyerine ekim yapilmistir. Gece boyu
37°C’de inkiibasyona birakilmistir.  Ertesi giin, biiyliyen beyaz kolonilerden
(transformantlardan) rastgele birkag koloni secilmis ve MI13F (5’
GTAAAACGACGGCCAGT 3’) & MI3R (5GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3°)
primer ¢ifti ile koloni PCR kurulmustur. PCR isleminin sonucunda elde edilen amplikonlar
1%’lik agaroz jelde yliriitiilmiistiir.

Klonlanan faj DNA fragmentinin sekans analizi: pUC19 vektoriine yerlestirilmis ve
koloni PCR ile dogrulanmis olan fajDNA fragmentini iceren amplikon, hizmet alim1 yoluyla
sekanslatilmigtir. Sekans analizi i¢cin de M13F & M13R primer ¢ifti kullanilmistir.
Sekanslama sonucu faj DNA fragmentinden elde edilen DNA dizisi veri tabanlarinda
sorgulanarak benzer dizilerin varhigi arastirilmistir. Bu amagla National Center for
Biotechnology (NCBI) hizalama arama motoru olan Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) kullanilmig ve GenBank eslestirmeleri yapilmistir.

3.2.7. Bakteriyofajlarin Konak Arahginin Belirlenmesi (Spot-Test)

Calismalar sonucunda izolasyon, saflastirma ve zenginlestirme asamalari tamamlanan
fajlarin yalnizca E. coli’ye 6zgiil olup olmadiklarini tespit etmek amaciyla laboratuvarimizda
bulunan Staphylococcus aureus (MSSA ve MRSA), Acinetobacter spp, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp, Streptococcus viridans, Streptococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris, Proteus mirobilis ve
Klebsiella pneumoniae gibi diger diyabetik ayak enfeksiyon etkeni bakterilerin her birinden
ikiser adet olmak fiizere toplam 18 klinik susa karsi bu fajlarin litik aktivite gosterip
gostermedikleri spot-test yontemi ile arastirilmistir.

Bunun i¢in yine ¢ift tabaka agar yontemi uygulanmis olup; 0.1 ml bakteri 5 ml yumusak
agara eklenerek onceden dokiilmiis olan top agar iistiine yayilmis ve agar kuruduktan sonra
belirlenen bolgelere her bir fajdan 15°er ul damlatilmistir. 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyon
sonucunda damlatma yapilan boélgelerdeki liziz olusumu (Resim 2) gézlenerek izole edilen

fajlarin konak araliklar1 belirlenmistir (Tablo 8).
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Resim 2. Konak Aralig1 Belirlemede Bazi Spot Test Ornekleri.

A: 3281 sus kodlu Acinetobacter’e litik etkili KK4 faji.

B: E. coli fajlarinin homolog konakgisi olan indikator bakteri (kontrol).

3.2.8. Bakteriyofajlarin Liyofilizasyonu

Tez caligmasinin baslangicinda indikator bakteri (E. coli DH10B) kullanilarak, plak
morfolojilerine gore segilip saflastirilan 15 adet bakteriyofajin restriksiyon profilleri (Resim
9) ve DAE kokenli klinik Escherichia coli suslarina karsi etkinlikleri (Tablo 7) gz 6niinde
bulundurularak bu 15 adet bakteriyofaj arasinda restrikriyon profili ve klinik suslara karsi
etkinlikleri ayn1 olan bakteriyofajlar tek bir faj olarak kabul edilip, bu fajlar arasinda toplamda
7 adet farkli bakteriyofaj oldugu tespit edilmistir. Daha sonra bu 7 adet bakteriyofajin (KK1-
KK?7) liyofilizasyonu igin 6nceden hazirlanmis olan liyofilizasyon tamponu (0.5 M sukroz ve
%]1°’lik jelatin karisgimi) ile yiiksek titreli bakteriyofaj siispansiyonu 1:3 hacimsel orani
saglayacak sekilde 5S0ml’lik falkon tiip igerisinde birlestirilmistir. Daha sonra falkon tiipe 45°
derecelik egim verilerek donmasi igin -20 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun
ardindan fajlar 0,2 mbar basing altinda, -50 °C’de liyofilize edilmistir (Resim 3). Bu islem
biitiin fajlar i¢in tekrarlanmis olup liyofilize faj stoklari ileri ¢aligmalarda kullanilmak tizere

alimiinyum folyoyla sarildiktan sonra +4°C’e kaldirilmistir (Manohar ve Ramesh, 2019).

Resim 3. Bakteriyofaj Liyofizasyonu
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4. BULGULAR

4.1. Cevresel Orneklerden Bakteriyofaj izolasyonu

E. coli bakteriyofaj izolasyonu i¢in; hastane kanalizasyon suyu, hayvan digkisi (inek,
keci, tavuk, giivercin, kopek ve kedi), hayvan sulugu (akvaryum suyu ve hayvanlarin su igtigi
kiiglik goletler) olmak tizere 7 su 6rnegi ve 6 diski 6rnegi toplanmistir. Toplanan su ve diski
ornekleri kendi aralarinda birlestirilip kaynak sayisi ikiye indirilmistir. Birlestirilen 6rnekler
santrifiijlenip filtrelerden gegirildikten sonra kaynaklarda bakteriyofaj varliginin dogrulanmasi
icin spot-test yontemi uygulanmistir. Bu yontemde indikator bakteri E. coli DH10B yumusak
agar ile karistirilip top agar petrisi lizerine yayilmasi saglanmistir. Daha sonra filtrelenmis
kaynaklar, indikatdr bakterinin bulundugu petriye damlatilmistir. islem sonucunda her iki
kaynaktan da lizis pozitif plaklar tespit edilmis olup bakteriyofaj varlig1 saptanmistir. Yapilan

islemler resim 4’te verilmistir.

Resim 4. Cevresel Orneklerden Bakteriyofaj Izolasyonu.

A: Toplanan 6rneklerden hazirlanan iki karisim; mix-1 (sol: hayvan digki 6rnekleri) ve mix-2
(sag: su ornekleri) santrifiijlenmesi, B: Spot test yontemiyle faj varliginin dogrulanmasi (1)
mix-1 kaynagmin olusturdugu lizis plagi, (2) mix-2 kaynaginin olusturdugu lizis plagi, (3)

kontrol amacl steril sivi besiyeri damlatilmistir.
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4.2.  lzolasyonu Yapilan Bakteriyofajlarin Saflastiriimasi

E. coli bakteriyofaji saflastirmak igin igerisinde faj varligi saptanan mix-1 ve mix-2
kaynaklarinin filtrelenmesi ile elde edilen faj soliisyonlarindan hazirlanan seri diliisyonlar ve
konak hiicre olarak sec¢ilen E. coli DH10B kullanilmigtir. Hazirlanan diliisyonlardan tek plak
izolasyonu ig¢in ikili agar kaplama teknigi kullanilmistir. Konakgisini lizize ugrattig
bolgelerde olusan plaklarin bulundugu petrilerden morfolojilerine gore 15 farkli faj plag:
secilmistir (Resim 5). Steril kesik pipet ucu ile ortamdan uzaklastirilan bu faj plaklarinin
saflagtirildigindan emin olmak igin konakg¢1 hiicreyi yeniden enfeksiyon ve plak saflastirma

islemi en az ti¢ kez tekrar edilerek tek tip plak morfolojisi elde edilmistir (Resim 6).

Resim 5. Karisik Morfolojideki Faj Plaklart.

Mix-1(B) ve mix-2(A) faj soliisyonlarindan hazirlanan seri diliisyonlar kullanilarak ikili
agar kaplama sonucunda gozle goriiliir siirlar1 belirgin farkli morfolojideki faj plaklarinin

olusumu.
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Resim 6. Tek Plak izolasyon Yéntemi ile Saflastirilmis Bazi Bakteriyofajlarin Petri
Gortintiileri.

4.3. Bakteriyofaj Titrelerinin Hesaplanmasi

Izole edilmis ve plak morfolojilerine gore saflastirilmis olan E. coli bakteriyofajlarinin
titreleri  klasik plak olusturma metodu olan ikili agar kaplama teknigi kullanilarak
hesaplanmistir.

Tek plak izolasyonuyla elde edilen saf faj filtratlariin seri diliisyonlar: ile indikator
bakterinin inkiibasyonu sonucu olusan ciplak gozle goriilebilir sinirlart belli (seffaf/berrak
zonlar) olan plaklar sayilarak her bir mililitre 6rnek igerisinde bulunan bakteriyofaj sayisi
hesaplanmis olup sonuglar plak olusturma birimi (pob/ml) seklinde verilmistir (Tablo 4).
Resim 7°de bakteriyofajlarin titre edilmesi (sayimindan) neticesinde elde edilen plak 6rnekleri

verilmistir.
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Resim 7. Hazirlanan faj diliisyonlarinin 0.2ml’sinde olusan faj plaklari.

Tablo 4 Plak morfolojilerine gore saflastirilmig fajlarin titrelerinin belirlenmesi

Faj no: Bakteri Plak sayimi pob/ml
1 1x108
2 1.5x10°
3 5x10°
4 3x106
5 6x10°
6 2x108
7 E. coli DH10 4x10’
8 3.5x108
9 8x10°
10 6x108
11 4.5x10’
12 9x10°
13 4x10°
14 1x107
15 4.5x10°
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4.4. Bakteriyofaj Genomu

4.4.1. E. coli Bakteriyofajlarindan Total Genom izolasyonu

Bakteriyofajlardan fenol-kloroform ile DNA izolasyonunun 6n hazirligt olan fajlarin
pellettlenmesi islemi igin segilen saf fajlardan bir tanesi, hem PEG 8000 ile ¢oktiirme yontemi
hemde labaratuvarimizda kullandigimiz uzun siireli yiiksek devirde santrifiij yontemini
kullanarak fajin pelletlenmesi saglanmistir. Daha sonra bu iki farkli yolla ¢oktiiriilen fajdan
izole edilen DNA’lar jel elektroforezinde yiiriitiilerek karsilastirilmis ve yliksek devirde uzun
siireli santrifiijjlemenin daha etkili oldugu gosterilmistir (Resim 8-A). Elde edilen sonug
neticesinde kalan 14 fajda ayni yontemle pelletlenmis ve fenol-kloroform ile DNA’lar1 izole

edilip goriintiilenmistir (Resim 8-B).

1 273 4576 7767879101712 13 1415 M
Cwe wo--oE EC

Resim 8. DNA izolasyonlarinin elektroforez goriintiileri.

A: (M) lambda-PstI marker, (A1) yiiksek devirde uzun siireli santrifiij ile pelletlenerek izole
edilen faj DNA’s1, (A2) PEG 8000 ile pelletlenerek izole edilen faj DNA’s1

B: (M) lambda-Pstl marker, (1-15): Plak morfolojilerine gore secilerek saflastirilmis E. coli
bakteriyofaj DNA’lar1. *NOT: 6 numarali faj 6rneginden iki kere yiikleme yapilmistir.
**4-9-12-13 ve 15 numarali fajlardan izole edilen DNA’larin konsantrasyonlarinin diisiik

oldugu tespit edilmistir.
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4.4.2. zole Edilen Bakteriyofaj DNA’larinin Restriksiyon Profillerinin Belirlenmesi

Izole edilen bakteriyofaj DNA’larmin restriksiyon profilleri belitlenmeden énce DNA
konsantrasyonlar1 diisiik olan (bknz. Resim 8-B) 4-9-12-13 ve 15 numarali fajlara titre
arttirma islemi uygulanarak tekrar DNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen biitiin faj
DNA’lar1 EcoRI ve Pstl enzimleri ile kesilmis ve jel elektroforezinde goriintiilenip kesim

profillerine gore fajlar tanimlanmislardir (Resim 9).

Lambda-Pstl
Marker

1.5 % Agarose

Resim 9. E. coli bakteriyofajlarinin EcoRI ve Pstl kesimi sonucu olusan fragmentler.

Restriksiyon profilleri belirlenen bakteriyofajlar, olusturduklar1 fragmentlere gore
gruplandirilmistir.

Bu gruplandirma isleminin sonucunda, molekiiler olarak birbirlerinden farkli 4 grup
tespit edilmistir.
1.grup: 1-2-3-4 ve 13 numaral: fajlar
2. grup: 8-14 ve 15 numarali fajlar
3.grup: 11 numarali faj

4.grup: 5-6-7-9-10 ve 12 numarali kesilmeyen fajlardan olusmaktadir.
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4.4.3. Bakteriyofajlarin Genom Biiyiikliiklerinin Hesaplanmasi

Restriksiyon profilleri belirlenen ve olusturduklart DNA fragmentlerine gore 4 gruba
ayrilan (Resim 9) bakteriyofajlarin tahmini genom biiyiikliikleri EcoRI ve Pstl kesim sonucu
olusturduklar1 fragmentlerin boyutlar1 lambda-Pstl markeriyle karsilagtirilarak hesaplanmistir

(Tablo 5).

Tablo 5 EcoRI ve Pstl kesim sonucu olusan fragment boyutlari

Lambda-PstI marker fragment boyutlari (kb)

REProfili  >11 ~11 511 ~5 35 23 12 081 <08 BO;E:"E‘Lb)
erup 1 ~43kb

(KK1-KK2) 1 4 1 2
Grup 2 ~60kb
K2) 1 1 3 1 2 1 2 1 1
Grup 3 ~55kb
(KK7) 14 1 2 1 2 3 2
Grup 4

(KK3-46)  ~ - - - - - - ; ] _

4.5. Saflastirllan Bakteriyofajlarn Klinik E. coli Suslar1 Uzerindeki Etkisi

Calismamizda cevresel orneklerden plak morfolojilerine gore saflastirilmis 15 fajin,
DAE kokenli 30 klinik E. coli izolatina denenmesi sonucu toplamda bu fajlarin 27 E. coli
izolatinin tiremesini inhibe ettigi tespit edilmistir (Tablo 6). Ayrica daha once restriksiyon
profillerine gore 4 farkli gruba ayrilan fajlarin, klinik izolatlar tizerindeki litik aktivite
farklarida degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular neticesinde EcoRI ve Pstl enzimleriyle
kesilmeyen 4.gruptaki 5-6-10, 7-12 ve 9 numarali fajlarin farkli bakteriler {izerine etkili
oldugu tespit edilmistir. Ayrica grup 1°deki 4 numarali fajin da diger biitiin fajlardan farkh
bakterilere etki ettigi gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak baglangicta plak morfolojilerinin
farkliliklarina gore saflastirilan 15 fajin restriksiyon profilleri ve etki ettigi bakteri farkliliklart
dikkate alinarak toplamda 7 farkli faj oldugu tespit edilmistir. Bu fajlar sirasiyla KK1, KK2,
KK3, KK4, KK5, KK6 ve KK7 olarak kodlanmigtir (Tablo 7).
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Tablo 6 Cevresel Kaynaklardan Plak Morfolojilerine Gore Saflastirilan E. coli
Bakteriyofajlarmin DAE kokenli E. coli Klinik Suslar1 Uzerine Lizis Etkisi

E. coli Bakteriyofajlari

Klinik i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16**
E.coli

Suslari
6855 + +

1955
1081
164
847
1243 + +
3055

6239 + + o+ + +
4074 + +
3267

355 + + o+ o+ +
169
187 + +

1904 + + o+ +
5337 + + +

1703 + + 0+ + + + + + + +
2951 +

3584

170

2829 + +

714 + +

3250
4278
5317
6292
5881 + +
1616 + +
465

5911

812
Indikator + o+ o+ + + + + + + + + + + + + +
Bakteri*

+ +
+ +
+ +
+

+

+ + + + + + + o+
+ + + + + + + o+

-+
-+

+ + + +
+ + + +
+ + + +

+ 4+ + o+
O I T T T T T S S S o S S A N

*Indikator Bakteri Olarak E. coli DH10B Kullanilmistir.
**Plak Morfolojilerine Gore Saflagtirilmis 15 adet Bakteriyofajin Esit Hacimde
Karistirilmasiyla Elde Edilmis Olan Faj Kokteyli
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Tablo 7 Gruplandirilan E. coli Bakteriyofajlarmin Klinik Suslar Uzerine Etkisi

E. coli Bakteriyofajlari*

Klinik **MP-
E. coli MIK KK1 KK2 KK3 KK4 KK5 KKG6 KK7 Kokteyl
Suslar (mg/L)

6292 2 + - - - - - - +
6855 l - + - ++ - - - ++
1955 0.5 + - - - - - - +
1081 0.5 ++ + - + - - ++ +
164 05 - - - ++ - - - ++
847 05 + - - ++ - - - ++
1243 0.5 - - + + - - - +
3055 0.5 - - - + - - - +
6239 0.25 ++ + ++ ++ - + - ++
355 0.25 ++ + - + - - - ++
169 0.25 - - - ++ - - - ++
187 0.25 - - - + - - - +
1904 0.25 + - - - - - - +
5337 0.25 - - - + - + - +
1703 0.25 ++ ++ + ++ - - - ++
2951 0.25 - - - + - - ++ ++
3584 0.25 - - - + - - - +
170 0.25 - - - + - - - +
4278 0.25 + - - - - - - +
5881 0.25 - - - + - - - +
1616 0.25 - - - + - - - +
3250 0.125 + - + + - - - +
2829 0.125 - - - ++ - - - ++
5317 0.125 + - + + - - - +
4074 0.125 + - ++ ++ - - - ++
3267 0.125 - - - + - - - +
714 <0.06 - - + - - - - +
465 2 - - - - - - - -
5911 0.5 - - - - - - - -
812 0.125 - - - - - - - -
Indikatér Bakteri ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

(E.coli DH10B)
“++7: duyarly, “+: az duyarl, “-”: direngli. , / “IMP-MIK”: (ECOFF: 0.5mg/L)

* Restriksiyon profilleri ve klinik suslar iizerine etkileri baz alinarak, birbirlerinden
farkli olduklar belirlenen E.coli fajlari.

** Imipenem (IMP) i¢in 30 klinik E.coli izolatinin MIK degerleri.
Imipenem / E.coli i¢in epidemiyolojik sinir degeri “ECOFF” (https://www.eucast.org/, 2021)

g6z Oniine alinarak, IMP’e diren¢ durumlart belirlenen Tablo 7’deki Klinik izolatlarin fajlara

kars1 duyarliliklari ile antibiyotik direncleri arasinda herhangi bir iliski saptanamamastir.
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4.6. Bakteriyofaj Genomunun Karakterizasyonu

Calismada elde ettigimiz ve kesim sonrasi fragmente olabilen fajlar arasinda, en yiiksek
litik etkiye sahip olan KKI faj1 (12/30) genom karakterizasyonu i¢in se¢ilmistir. KK1 fajinin
genom bilgisi i¢in;

e Saflastinlan faj DNA’sindan, EcoRI ve Pstl enzimleri ile kesim sonucu olusan
fa]DNA fragmentlerinin klonlanmasi i¢in pUC19 plazmit DNA’s1 da yine ayni

enzimlerle kesilmis ve %1°lik agaroz jelde ytritiilmiistiir (Resim 10).

2686 bp

~ 900 bp

Resim 10 pUC19 ve KK1 fajinin EcoRI-Pstl ile kesiminin jel goriintiisii.
1; EcoRI ve Pstl ile kesilmis pUC19 vektor DNA’s1, 2; EcoRI ve Pstl ile kesilmig KK1
faj DNA’s1, 3; KK1 fajinin total genomu, M; Lambda Pstl marker.

e Restriksiyon sonrasi ligasyon igin 22 °C’de bir gece bekletilen iiriinler daha sonra
E.coli DH10B susuna transforme edilmistir. Ertesi giin transformasyon sonrasi olusan
kolonilerden (Resim 11) M13F&M13R pirimer ¢ifti ile koloni PCR kuruldu ve %1 ‘lik
agaroz jelde yurttilmistiir (Resim 12).
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Resim 11. Transformasyon Sonucu Olusan Koloniler.

~ 900 bp
~800 bp

Resim 12. Shotgun klonlama sonrast M 13 koloni PCR jel goriintiisii.

KK1 faj genomunun EcoRI ve Pstl ile kesiminden olusan DNA fragmentlerinin shotgun
klonlanmas1 sonucu AXI segici besiyerinde iireyen beyaz kolonilerden MI3F&MI13R
primerleriyle yapilmig koloni PCR amlikonlar1 goriilmektedir. Bu amplikonlardan ~900 bp
boyutunda olan 3 numarali amplikon sekanslama igin secilmistir. M1-M2; Lambda Pstl
marker, N; negatif, 1-2-4-5 ve 6; segici besiyerinde biiyliyen kolonilere yapilan koloni PCR

amplikonlari.
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4.6.1. Bakteriyofaj DNA’sinin Dizi Analizi Sonug¢lari

Calismamizda elde ettigimiz KK1 fajinin genom bilgisi i¢in “shotgun klonlama”
yontemi ile plazmit iizerine klonladigimiz ~900 bp’lik fajDNA fragmentinden elde edilen
DNA dizisi, NCBI hizalama arama motoru olan BLAST kullanilarak arastirilmistir. Bu analiz
sonucunda, KK1-Fajma ait 909 bazlik DNA fragmenti, Escherichia phage rolling, complete
genome (GenBank: MN850575.1) ile %92,97 benzerlik gostermistir (Resim 13, Resim 14).

1 TTGTGGAGTCGGGGAAATAAAACATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTAACGC 60

61 CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCAGTGAGTACAGCTACGCGCACGT 120
121 AGGCCACTTGCACCACCAGAAGATTGTAGAATCCCGCAACATGATTGTTGAACAGCACCG 180
181 GACGCTCGCAGCGAAAGACGCCTACGCCAGCCGTGGCGGATGGATGTCAGGTCGTAGTGC 240
241 CAACGTCATTACCTACAGCGCCAACTACGGCGAAGTTGCACGCTTAACCATTAGCCCGGA 300
301 AATGTTGAAATGATTAGACAAGTATTCATGAGCACGCAGGCCGATCGCCTGAAAGAACTA 360
361 CGCAAACAACTCGAAGGCTTGCGCCGATTCGAACGAACGGCAGCGGCGGTAGGCATGTCT 420
421 ATCAGCGAACGGATCGAGATACTATCGCAAATACGCTACACAGAAGGCGCGATAAGAGAA 480
481 GTACAAAGCATGTTAACCCGATACTACGGGCGTGACGTTTAACCCTCCCAGCCTGCCGAT 540
541 TTGGTGGGCTTTTTTGTGCCTGTTATAATCCCAATTAGATGGCAGGGCCGTCTCCTATGT 600
601 TGCCGATGGTCGGCGCATATGAACAAAAGGGCTTATATCATGGCAGAAATCAAAGTTAAG 660
661 GGCCGACGCGCCAAACTGGACGGACGAGTGGCAGTAACCCCGCGCCGTAAACCAGGCGAG 720
721 CAAACAGAACATACCAATCTCGGACCTGAGATCGAATATGGCAAGCGTCGTAAAGGCGGC 780
781 AAATGTGGGCGCCCGACCGACTACCGCACTGTGTATTGCGACCAGCTTCGCCGCTATTTT 840
841 GCCGATGCCGTAGCCTGGCAGATCAAGTGACTCGTGATCAACAATTCCGCCCAGAAACAT 900
901 ACCCATAGA 909

Resim 13. KK1 litik bakteriyofaj genomuna ait 909 bazlik DNA fragmentinin dizi bilgisi.

4§ hover to see the titlie R click to show alignments Alignment Scores <40 [M40-50 [@50-80 [@80-200 [M>=200 @

5 sequences selected @ pove ez " "
Distribution of the top 5 Blast Hits on 5 subject sequences

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Dow ¥ [z Selectcolumns ¥ Show | 100Y | @

select all 0 sequences selected =

Description Max Score  Total Score  Query Cover E value Per. Ident Accession
N < Z - - P

hia phage rolling_complete genome 138 1138 86% 0.0 92.97% MN850575 1

122 122 86% 00 92.58% MK373791

116 116 86% 00 92.46%

1096 1096 84% 00 92.34%

1083 1083 84% 00 92.08%
1072 1072 84% 00 91.82%
1061 1061 86% 00 91.18%
977 977 86% 00 89.27%
977 977 85% 00 89.36%

769 112 86% 00 92.98%

684 1100 84% 0.0 92.80%

Resim 14. KK1 litik bakteriyofaj genomuna ait 909 bazlik DNA dizinin BLAST sorgulamasi.
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4.7. Konake¢1 Arahiginin Belirlenmesi

Calismada elde edilen 7 fajin (KK1, KK2, KK3, KK4, KK5 KK6 ve KK7) E. coli
disindaki konak¢1 spektrumunun belirlenmesi igin diger diyabetik ayak enfeksiyon etkeni olan
bakterilerden; S.aureus (MSSA ve MRSA), Acinetobacter spp, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter spp, S. viridans, S.epidermidis, S. pyogenes, Enterococcus faecalis, Proteus
vulgaris, P. mirobilis ve Klebsiella pneumoniae olmak iizere laboratuvarimiz kiiltiir
koleksiyonunda bulunan 18 DAE kokenli klinik izolat kullanilmis ve sonuglar Tablo 8’de
verilmigtir.

Tablo 8’de goriildiigl tizere KK4 fajinin sadece 3281 kodlu Acinetobacter kars: etkili
oldugu bunun disinda diger fajlarin kendi homolog konak¢ist disinda higbir bakteriye karsi
litik etkinlik gostermedigi tespit edilmistir.

Tablo 8 E. coli Fajlarinin (KK 1-KK7) Konak¢1 Araligi

**DAE Etkeni Bakteriler = Sus Kodu E. coli Fajlan

KK1 KK2 KK3 KK4 KK5 KK6 KK7
Gram Pozitif Bakteriler

MRSA 43 - - - - - - -
MSSA BE93 - - - - - - -
S. viridans 2364 - - - - - - .
S. epidermidis BE212 - - - - - - -
S. pyogenes 3178 - - - - - - -
S. pyogenes 3086 - - - - - - -
E. faecalis BE181 - - - - - - -
E. faecalis BE162 - - - - - - -
Gram Negatif Bakteriler

P. aeruginosa 1126 - - - - - - -
P. aeruginosa 399 - - - - - - .
P. vulgaris 1143 - - - - - - .
P. mirobilis 3030 - - - - - - -
Acinetobacter spp. 687 - - - - - - -
Acinetobacter spp. 3281 - - - + - - -
K. pneumoniae 1152 - - - - - - -
K. pneumoniae 1640 - - - - - - -
Enterobacter spp. 5108 - - - - - - -
Enterobacter spp. 47 - - - = - - -
Indikator bakteri + + + + + + +

(E. coli DH10B)

* ¢+ Fajin bakteri iizerinde litik etkisi var. “-”:

Fajin bakteri lizerinde litik etkisi yok.
** Diyabetik ayak enfeksiyon etkeni bakteriler

*** Kontrol olarak kullanilan indikator bakteri
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5. TARTISMA

Son yillarda enfeksiyon hastaliklarinda kullanilan antibiyotiklere karsi direng gelistiren
patojen bakterilerin varli§1 antibiyotik tedavisine alternatif bir yaklagim arayisin1 glindeme
getirmistir.  Giiniimiizde hastane ve toplum etkenli enfeksiyon hastaliklarinda patojen
bakteriler 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu bakterilerden Escherichia coli, Diinya Saglik
Orgiitiiniin raporuna gore enfeksiyon hastaliklarmin en &nemli etkenleri arasinda yer
almaktadir (WHO 2017). Escherichia coli 6zellikle hastane ortaminda cerrahi yara
enfeksiyonlari, komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, diyabetik yara enfeksiyonlari,
cesitli organlarda apse, septik artrit, endokardit ve prostatite kadar pek ¢ok klinik tabloya yol
acabilmektedir. E. coli’nin sebep oldugu enfeksiyonlardan biri olan yara enfeksiyonlart,
ameliyat sonrasinda veya deri yaniklarinda agik yaranin enfekte olmasi gibi yiizeysel
enfeksiyonlar olabildigi gibi derin cerrahi operasyonlar sonrasi bakteriyel enfeksiyon
varliginda derinin en alt katmanlarina kadar ulasarak ciddi komplikasyonlara neden
olabilirler. Yara enfeksiyonlarindan biri olan ve diyabet hastalarinda en sik karsilasilan
komplikasyonlardan biri ayak iilserleridir ve diyabet hastalarinin %12 — 25’1 yasamlarimin bir
doneminde bu sebepten saglik kuruluslarina bagvurmaktadir (Ertugrul ve ark, 2017). Son
yillarda yapilan calismalarda diyabetik ayak enfeksiyon etkenlerinin {ilkelere ve yasanilan
cevreye gore degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (Utlu ve ark, 2019). Diyabetik ayak
enfeksiyonu etkenleri ile ilgili Tirkiye’de yapilan pek ¢ok ¢alismada P. aeruginosa ve
Escherichia coli en sik rastlanan etkenlerdir (Ertugrul ve ark, 2017). Bu tiir enfeksiyon
hastaliklarinda en etkili olarak diisiiniilen tedavi yontemi antibiyotiklerin bilingsiz ve siklikla
kullanimlarinin bir sonucu olarak 6nlenemez bir hizla antibiyotik direncinin arttig1 hakkinda
literatiirde pek ¢ok bulguya rastlanmistir. Gelisen antibiyotik direngliligi, 6zellikle de ¢oklu
direnglilik, yeni antibiyotiklerin devreye girmesini zorunlu hale getirmistir. Ancak antibiyotik
arastirmalart ve kesif hizi son yillarda cok yavaglamis ve yeni antibiyotik gelistirme
calismalarinin  yetersizligi nedeniyle, patojen bakterilere spesifik bakteriyofajlarin
kullanilabilecegi tedavi yontemleri giindeme gelmistir.

Tez ¢alismamiz kapsaminda indikator bakteri olarak secilen E. coli DH10B susu
kullanilarak izole edilen E. coli bakteriyofajlarinin yara enfeksiyonlarindan biri olan ve
laboratuvarimiz (REDPROM) kiiltiir koleksiyonunda bulunan Diyabetik Ayak Enfeksiyon
(DAE) kokenli klinik E. coli suslarina kars1 bakteriyofajlarin etkinligi test edilmistir.
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Diyabetik ayak tilserlerinde E. coli ve P. aeruginosa’ dan sonra en yaygin patojenler
aerobik gram pozitif koklar ve gram negatif Proteus spp, Klebsiella spp, Enterobacter spp.
gibi Enterobacteriaceae familyasina sahip iiyelerdir. Stafilokoklar ve enterokoklar ¢ogunlukla
ekstremitenin kaybina yol ag¢mayan enfeksiyonlar olustururken, Gram negatif ve
polimikrobiyal bakteriler ¢ogunlukla ekstremite kaybina neden olmaktadirlar (Gardner ve ark,
2013).

Yapilan ¢esitli caligmalarda diyabetik ayak {lserlerinden izole edilen ¢oklu ilag
direncine sahip bakterilerde faj terapinin in vitro olumlu sonuglar verdigi gosterilmistir. Cogu
calismada bakteriyofaj etkinligi %87, giivenirligi %67 ve yapilan az sayida ¢alisma da faja
kars1 olusan direncin %35 civarinda oldugu belirtilmektedir (El-Haddad ve ark, 2019). Bu
baglamda enfeksiyon hastaliklariyla miicadelede bakteriyofaj terapisi uzun yillar sonra
yeniden giindeme gelmis ve bir¢ok arastirmacinin ilgi odagi olmustur. Bakteriyofaj terapisi,
antibiyotik tedavisi ile karsilastirildiginda birgok avantaja sahiptir. Ornegin, antibakteriyel
ajanlara kars1 direng gdsteren bakterilere karsi etkindirler ve hedef bakteriye 6zgiin olduklari
icin normal mikrofloray1 etkilemezler (Kutateladzeve Adamia, 2010). Bunun yan1 sira yeni
antibiyotik gelistirme stratejileri ile karsilagtirildiklarinda daha ucuza mal olmaktadirlar.

Bakteriyofajlarin farkli bakterilerin de sebep olabildigi diyabetik ayak iilserlerine karsi
kullanildigr umut vadeden bir¢ok ¢aligsma vardir. Farelerde deneysel olarak metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) ile olusturulan diyabetik ayak infeksiyonu; linezoid,
bakteriyofaj ve bakteriyofaj ile linezoid birlikteligi tedavi edilmistir. Sonugta linezoid ve
bakteriyofaj birlikteliginin diger iki tedaviye oranla daha cabuk etki etti§i saptanmistir. Bu
calismada yalnizca bakteriyofaj ile yapilan tedavidede, tedavi sliresi uzamasina ragmen tam
iyilesme gozlenmistir (Chhibber ve ark, 2013).

Mendes ve arkadaslarinin 2014’ de Lizbon Portekiz’ de yapmis olduklar1 ¢aligmada
dogal su kaynaklarindan litik etki gosteren bakteriyofaj izolasyonu gerceklestirilmistir.
Bakteriyofajlar, diyabetik ayak iilserlerinden izole edilen ve biyofilm olusturduklar1 saptanan
P. aeruginosa (n=93), S. aureus (n=132) ve Acinetobacter baumanii (n=103) tiirlerine kars1
denenmistir. Calismanin sonuglarina gore; izole edilen ve S. aureus susuna etkili oldugu
saptanan 2 adet bakteriyofajin (F44/10- F125/10) her ikisi de bakterilerin tiimiine etkilidir. P.
aeruginosa bakterilerine etki eden 2 adet bakteriyofaj (F770/05- F510/08) izole edilmistir. Bu
bakteriyofajlardan, F770/05 bakterilerin %63,4’ line ve F510/08 ise bakterilerin %68,8” ine
etkili bulunmustur. Iki fajin birlikteligi ile yapilan faj kokteyli ise bakterilerin %80,6’ sina
etkili oldugu saptanmistir. F1245/05 kodlu bakteriyofaj ise A. baumanii bakterilerinin
%74,8’ine etkilidir.
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Ayni arastirmada bakteriyofajlarin, biyofilm tabakasmna etkiside incelenmistir.
Hazirlanan faj kokteyllerinin, biyofilm tabakasini yok edici etkisinin; S. aureus’ ta %70
(4saat), %90 (24 saat), P. aeruginosa bakterilerinde ise %100 (24 saat) ’lere ulastigi
saptanmistir. A. baumanii’ i¢in tekli faj uygulamasindaki etkinin ise %90 lara vardig: tespit
edilmistir.

Komplike deri ve yumusak doku enfeksiyonu etkeni ¢oklu ila¢ direngli patojenlerin
tedavisinde faj kokteyllerinin hazirlanarak tedavi basarisinin artirilmasi saglanabilmektedir.
Giindogdu ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada diyabetik ayak enfeksiyonlarindan (DAE)
izole edilen ¢oklu ilag direncine sahip toplamda 33 (9 Acinetobacter baumanii, 9 P.
aeruginosa, 9 E. coli, 3 MRSA ve 3 K. pneumoniae) bakteri tiirline karsi Eliava
Enstitiisti'nden getirilen hazir faj preparatlart denenmistir. Calisma sonucuna gore,
patojenlerin %87,9 (29/33)’unun denenen faj preparatlarina ya da faj kokteyllerine karsi
duyarl oldugu gozlenmistir. Genis spektrumlu beta laktamaz direncine sahip 2 E. coli susu ile
bir P. aeruginosa susu standart faj kokteyllerine kars1 direngli bulunmustur. Calismaya dahil
edilen 3 K. pneumoniae susundan biri denenen ii¢ adet kiitiiphane fajina da direng gostermistir
(Glindogdu ve ark, 2016). Calismamizda elde ettigimiz 7 farkli faj laboratuvarimiz kiiltiir
koleksiyonunda yer alan diger DAE kokenli 8 gram pozitif (MRSA, MSSA, S. viridans, S.
epidermidis, S. Pyogenes ve E. faecalis) ve 10 gram negatif (P. aeruginosa, P. vulgaris, P.
mirobilis, K. Pneumoniae, Acinetobacter spp. ve Enterobacter spp.) olmak iizere toplam 18
klinik izolata kars1 etki spektrumlar: belirlenmistir. Fajlar arasinda yalnizca KK4 fajinin kendi
homolog konakgist olan E. coli disinda Acinetobacter’e kars litik etki gosterdigi belirlenmis
olup elde edilen bu fajlarin yiiksek oranda tiir spesifik oldugu sonucuna varilmistir. Sonuglar
Tablo 8’de gosterilmistir.

Bakteriyofajlarin diyabetik ayak enfeksiyonlarinin yani sira farkli enfeksiyonlart tedavi
etmek amaciyla kullanilmasini igeren birgok farkli calisma literatiirde yer almaktadir.
Rubalskii ve arkadasglarimin  2020°’de yaptiklar1 calismada bakteriyofa; tedavisinin
kardiyotorasik cerrahiye bagh kritik bakteriyel enfeksiyon vakalarinda geleneksel antibiyotik
tedavisine kiyasla uygulanabilir bir tedavi yontemi olup olmadig1 degerlendirilmistir. Bunun
icin 2015’ten bu yana ¢oklu ila¢ direncine sahip Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecium, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli enfeksiyonlari
olan sekiz hasta bakteriyofajlarla tedavi edilmistir. Tiir spesifik olan ve farkli kaynaklardan
izole edilerek saflastirilan faj preparatlari, duruma bagl olarak farkli siireler boyunca lokal,
oral veya inhalasyon yoluyla hastalara uygulanmistir ve bu tedavi sirasinda tiim hastalar

geleneksel antibiyotiklere devam etmistir. Hastalarin yas araligi 13-66 olup,7 erkek 1 kadin
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hasta {lizerinde klinik deney gerceklestirilmistir. Bu 8 hastanin 7’sinde hedef bakteriye karsi
uygulanan faj tedavisi basarili olmustur. Calismada, kardiyotorasik cerrahiye bagli kritik
bakteriyel enfeksiyon vakalarinda geleneksel antibiyotik tedavisi ise yaramadiginda
bakteriyofajlarla yapilan tedavilerin umut verici sonuglar ortaya c¢ikarabilecegi sonucuna
vartlmistir (Rubalskii ve ark, 2020).

Cocuklarda bakteriyofaj kullanimi ile ilgili bir derlemede (Fortuna ve ark, 2008)
Polonya ve Almanya’da ¢ocuklarin ishal ve uriner sistem enfeksiyonlarinda faj tedavisinin
basartyla kullanildigini, 6zellikle Polonya’da ayrica osteomiyelit, myosit, irinli yaralar,
solunum sistemi enfeksiyonlari, furunkuloz ve septisemide %90 basarili sonuglar elde edildigi
belirtilmistir. Ayn1 makalede, Amerika Birlesik Devletleri’nde faj tedavisinin siniizit,
stafilokokal dermatit ve iist solunum yolu enfeksiyonunda kullanildig: bildirilmistir.

Ancak insanlardaki enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde bakteriyofaj tedavisinin
uygulanmasi heniiz etik kurullarca giivenilir bulunmamaktadir. Bu yiizden bir¢ok ¢alismada
deneysel hayvan modelleri kullanilmaktadir. Bu agidan hayvan c¢alismalari, in vitro
caligmalarla faj tedavisinin gergek klinik uygulamasi arasindaki boslugu doldurmaya yardimci
olabilmektedir. Bununla birlikte, hayvan modelleri, canli konakgilarda faj tedavisinin etkinligi
ve giivenligi konusunda hayati derecede yararli veriler saglar ve yaklasimin daha da
gelistirilmesi i¢in 6nemlidir (Kortright ve ark, 2019).

Sistemik enfeksiyonlarin tedavisi igin farelerde faj tedavisinin etkinligini arastiran
cesitli caligmalar mevcuttur. P. aeruginosa sepsisin bagirsaktan tiiretilmis bir modelinde
Watanabe ve arkadaslarinin 2007°de gerceklestirdigi faj tedavisinde enfeksiyondan 1 giin
sonra agizdan uygulandiginda enfekte farelerin %67 oraninda hayatta kaldigini
gozlemlemislerdir. Ayn1 y1l Capparelli ve arkadaslar1 ise, sistemik Staphylococcus aureus
enfeksiyonu olan farelerin basarili bir sekilde korunmasmin faj dozuna bagli oldugunu
gozlemlemistir.

Gerek molekiiler biyolojide gerekse enfeksiyon hastaliklar1 ve patojenitede énemli rol
oynayan Escherichia coli yillardir arastirmacilarin ilgi odagindadir. Tiim bu ¢alismalarin yani
sira Escherichia coli’nin sebep oldugu enfeksiyonlara kars1 yapilan birkag aragtirmada;

2017°de Mohamed ve ekibi ¢oklu ilag diregli E. coli serotiplerine ve ishale sebep olan
E. coli O157’ye karsi hazirlanan bakteriyofaj kokteylini degerlendirmislerdir. Kullanilan
bakteriyofaj tez calismamizdaki gibi kanalizasyon suyundan izole edilmistir. Hazirlanan faj
kokteyli 6 adet ¢oklu ilag¢ direncine sahip E. coli susuna karst denenmistir. Bu 6 adet E. coli
susu antimikrobiyal aktivite testine tabi tutulmus ve bunun sonucunda E. coli’lerin pek ¢ok

farkli antibiyotige karst direnc gosterdigi belirlenmistir. Yapilan ¢alismada birgok
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antibiyotigin yani sira tez calismamiza paralel olarak imipenem direnci tiim suslarda dikkat
¢ekmistir. Calismada izole edilen fajlarin morfolojileri TEM mikroskopisi ile belirlenirken tez
calismamizda 3 farkli parametreye gore fajlarin morfolojisi belirlenmistir. Fiziksel olarak faj
plak morfolojileri, molekiiler olarak restriksiyon profilleri ve kimyasal olarak klinik suslar
tizerine gosterdikleri lizis etkiye gore 7 farkli bakteriyofaj tespit edilmistir. Yapilan ¢alismada
ek olarak faj kokteyli Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa gibi bazi konakgilar
tizerinde de denenmistir. Sonugta faj kokteyli denenen tiim suslara kars litik etki géstermistir.
Calismadaki bu sonuglar goz 6niine alindiginda bakteriyofajlarin bir biyo-kontrol araci olarak
veya bircok gida iriinii i¢in dogal gida koruyucu olarak kullanilma olasiligi artmaktadir
(Mohamed ve ark, 2017).

Manohar ve arkadaslar1 2018’de klinik orneklerden izole edilen Escherichia coli'ye
kars1 bakteriyofaj izole etmeyi ve Kkarakterize etmeyi amaglamiglardir. Bu amag i¢in Ganj
nehrinden su Ornekleri toplamiglar ve bakteriyofaj izolasyonu gergeklestirmislerdir.
Calismada kullanilan klinik E. coli suslari ilk olarak PCR amplifikasyonu yapilarak
dogrulanmistir. Daha sonra antibiyotik direnglerinin belirlenmesi icin MiK testi yapilmis ve
karbapenem direncine sahip olduklari tespit edilmistir. Toplamda 53 bakteriyel sus
kullanilmistir ve toplam 2 tane bakteriyofaj izole edilmistir. Bunlardan en genis konake1
araligina sahip olan bir tanesini bakteriyofaj adlandirma kilavuzuna gére adlandirilmiglardir
(myPSH2311). Bu fajdan DNA izole etmek igin polietilen glikol (PEG) ile fajin ¢oktiiriilmesi
saglanmig, ardindan Fenol Kloroform yontemiyle de faj DNA’sin1 izole etmislerdir.
myPSH2311 olarak adlandirilan bu bakteriyofaj E. coli’nin bes farkli serotipine ve toplamda
25/53 (%47,1) farkli E. coli susuna litik etki gostermistir. Caligmada elde ettikleri fajlar: ileri
calismalar i¢in liyofilize ederek -20 °C’de saklamiglardir.

Manohar ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya benzer olarak, tez c¢alismamizda
bakteriyofaj kaynaklar1 olarak kirli su ornekleri (kanalizasyon suyu, hayvan sulugu vb.)
kullanilmis ve buna ek olarak hayvan digski 6rnekleri de c¢alismamiz kapsamina dahil
edilmistir. Manohar ve arkadaslarinin ¢alismasindaki klinik E. coli suslarina kars1 bulunan 2
adet fajin aksine, tez calismamizda toplam 7 faj izole edilmis ve tiim calisma bu 7 faj
tizerinden yiriitilmistiir. Yine yapilan ¢alismaya paralel olarak, tez ¢calismamizda kullanmis
oldugumuz 30 klinik E. coli izolatinda karbapenem direnci i¢in MIK testi yapilmistir. MiK
testi sonucunda 10 izolatin Kkarbapenem direngli oldugu (imipenem / E. coli igin
epidemiyolojik simir degeri “ECOFF” / EUCAST 2021) ve bunlardan 8 tanesinin (%80) izole
ettigimiz fajlara hassas olduklar1 tespit edilmistir. Manohar ve arkadaslarinin faj DNA

izolasyonu oncesi PEG ile fajin ¢oktiiriilmesi ve ardindan Fenol/Kloroform ile DNA eldesine
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ek olarak, tez ¢alismamizda hem PEG ile hem de kendi laboratuvarimizda gelistirdigimiz
yiiksek devirde uzun siireli santrifiijle fajlarin ¢oktiirilmesi saglanmig daha sonra
Fenol/Kloroform ile DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Calismamizda izole etmis
oldugumuz fajlardan biriyle bu iki yontem karsilagtirilmis ve yiiksek devirde uzun stireli
santiflijiin daha etkili oldugu tespit edilmistir (Resim 8). Yine yapilan ¢aligmaya benzer olarak
tez calismamizda da izole edilen bakteriyofajlar, ileri galismalar igin liyofilize edilerek
saklanmustir.

Bir diger ¢alisma 2020°de Mangieri ve ekibi tarafindan gergeklestirilmis olup gidalarda
Shiga-toksin iireten E. coli (STEC)’in kontrolii i¢in bir bakteriyofaj kokteyli hazirlanmis ve
test edilmistir. Calismada kullanilan 30 STEC serotipinden yalnizca %10’u ¢oklu antibiyotik
direnci gosterirken, ampisilin bu suslarin %65 ‘ini inhibe etmistir. Bir diger taraftan ¢calismada
bakteriyofaj izolasyonu ic¢in sigirlarin digki ve suluklari ayrica kanalizasyon sulari
kullanilmistir ve toplamda 21 faj izole edilmistir. Daha sonra her fajdan 3 tane olacak sekilde
7 farkli kokteyl hazirlanmigtir. Calismada indikator bakteri olarak E. coli CNCTC 6896 susu
kullanilmistir. Hazirlanan faj kokteyllerinin STEC suslarina karsi denenmesi i¢in ikili agar
metodu uygulanmis ve her bir faja karsi olusan hassasiyet ikili agar plakasi lizerinde olusan
plaklarin tiirlerine gore belirlenmistir. Berrak plaklar yiiksek hassasiyet, bulanik plaklar diisiik
hassasiyet olarak yorumlanmistir. Sigir diskisindan izole edilen fajlarin digerlerine gére daha
etkili oldugu ve genis bir konak arali§ina sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen fajlar, gida
kaynakli patojen bakteriler iizerine etkilerinin daha kapsamli incelenebilmesi ig¢in
stoklanmistir (Mangieri ve ark, 2020).

Tiim bu c¢aligmalar g6z oniline alindiginda bakteriyofajlarla tedavi yontemi ge¢misten
giinlimiize kadar bir¢ok calismay1 i¢inde barindirmakta ve basarili sonuglariyla umut

vadetmektedir.

54



6. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinda cevresel Orneklerden (hastane kanalizasyonlari, hayvan digkisi,
hayvan suluklari vb.) hazirlanan faj stispansiyonlarindan E. coli DH10B susu kullanilarak litik
bakteriyofajlarin izolasyonu ve bu bakteriyofajlarin Aydin Adnan Menderes Universitesi
Rekombinant DNA ve Rekombinant Protein Merkezi (REDPROM) laboratuvar kiiltiir
koleksiyonunda bulunan diyabetik ayak enfeksiyonu (DAE) kokenli klinik Escherichia coli
suslarina kars1 etkinliklerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Tez ¢alismamiz kapsaminda bakteriyofaj izole edilebilecek potansiyel kaynaklar olarak
6 hayvan digki 6rnegi ve 7 atik su 0rnegi toplanmistir. Bu 6rnekler kati ve sivi olarak kendi
aralarinda birlestirilerek mixl ve mix2 kaynaklari olusturulmustur. Bu kaynaklardan
bakteriyofaj izolasyonu indikator bakteri E. coli DH10B susu kullanilarak gerceklestirilmis
olup bunun sonucunda plak morfolojileri farkli toplam 15 adet bakteriyofaj izole edilmistir.
izole edilen 15 bakteriyofajin, restriksiyon profilleri ve klinik E. coli suslari {izerine etkilerine
bakilarak 7 farkli faj oldugu tespit edilmis ve bunlar KK1-KK2-KK3-KK4-KK5-KK6-KK7
olarak adlandirilmistir. Bu fajlarin, ¢alismaya dahil edilen ve MIK (imipenem) degerleri
belirlenmis olan 30 DAE kokenli klinik E. coli susu tizerine etkilerine bakilarak;

e KK4 30 bakteri susunun 22’sine etki ederek en etkili faj oldugu tespit edilmistir.

o KKG6 ve KK7 2 izolata, KK2 ise 5 izolata etki gostererek en az etkili faj olarak
tespit edilmistir.

o KKB3ve KK1 ise sirastyla 7 ve 12 izolat tizerine litik etki gdstermistir.

e Ek olarak KK5 faj1 indikator bakteri disinda hicbir izolata etki gdstermemistir.

e Ayrica bu 7 fajin karigimiyla hazirlanan faj kokteylinin 3 bakteri izolat1 (E.coli;
465, 5911 ve 812) harici tiim klinik suslar tizerine etki ettigi belirlenmistir.

Caligmamizda elde ettigimiz KK1 fajinin EcoRI ve Pstl kesimi ile elde edilen yaklasik
900 bazlik bir fragment vektor plazmite aktarilmis ve dizi analizi yapilmistir. Elde edilen
DNA dizisinin NCBI Blast sorgulamasinda, “Escherichia phage rolling” genomu ile %92,97
benzer bulunmustur.

Calismada elde edilen 7 fajin (KK1, KK2, KK3, KK4, KK5 KK6 ve KK7) E. coli
disindaki konake¢1 spektrumunun belirlenmesi i¢in Tablo 8’de belirtilen diger diyabetik ayak
enfeksiyon etkeni bakterilerden toplam 18 klinik izolata kars1 etki spektrumlari belirlenmistir.

Bunun sonucunda fajlar arasinda yalnizca KK4 fajinin 3281 kodlu Acinetobacter susuna karsi

55



etkili oldugu bunun disinda diger fajlarin kendi homolog konakg¢isi disinda hicbir bakteriye
kars litik etkinlik gostermedigi tespit edilmistir.

Giliniimiizde c¢oklu dirence sahip bakterilerin sebep oldugu ve tedavisi zor
enfeksiyonlardan biri olan yara enfeksiyonlarina alternatif tedavi arayislar1 siirmektedir. Tez
calismamiz kapsaminda bu yara enfeksiyonlarinin en 6nemli etkenleri arasinda yer alan ¢oklu
direng E. coli’ye karsi etkinligi sirasiyla %73 ve %90 olan, KK4 ve faj kokteylinin bu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilma potansiyeline sahip olduklari diisiiniilmektedir. Ayrica
tez ¢alismamizda elde edilen bakteriyofajlar ileride daha genis ve kapsamli ¢alismalar igin

liyofilizasyon islemine tabi tutularak +4 C’de stoklanmustir.
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