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1. OZET
Atik Sulardan Litik Bakteriyofaj izolasyonu ve Karakterizasyonu

Yanlis ve bilingsiz antibiyotik kullanimi sonucu giiniimiizde pek cok patojen
bakteri antibiyotiklere direngli hale gelmistir. Antibiyotiklerin yetersiz kalmasi
sonucunda son yillarda alternatif miicadele yontemleri ile ilgili c¢alismalar hiz
kazanmistir. Bu yontemlerden biri bakterilerin dogal diismani olan bakteriyofaj
kullanimmna yonelik faj terapisidir. Fajlar etki spektrumu disinda kalan bakterilere
etkisiz oldugu igin, antibiyotiklerin normal mikrofloraya olan olumsuz etkilerini

gostermezler.

Bu calismada, Trabzon ilinde iki farkli kaynaktan atik sular toplanarak bakteri
izolasyonu yapildi. izole edilen bakteriler litik faj izolasyonu i¢in konak hiicre olarak
kullanild1. Litik enfeksiyon sonucu plak olusturan faj lizatlar1 saflastirildi ve morfolojik
ve konak spektrumu yoniinden karakterize edildi. Atik sudan izole edilen bakteriler
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gére tanimlandiktan sonra litik fajlara duyarl
olan bakteriler otomotize sistemler ile tamimlandi ve antibiyotik direnglilikleri

belirlendi.

Toplam 14 faj ve 14 faja duyarli bakteri izole edildi. Bu bakteriler
Enterobacteriaceae, Moraxellaceae, Pseudomonadaceae ve Alcaligenaceae familyasina
ait olan bazi suslardir. Izole edilen 14 faj dar ve genis spekturumlu olarak iki gruptan
olustu. Tiim fajlar gec¢irimli elektron mikroskobunda (TEM) incelendi ve goriintiilendi.
Fajlar Bradley Siniflandirmasina gére A, B ve C tiplerinde smiflandirildi. Familya
olarak fajlar Myoviridae, Sphoviridae ve Podoviridae’de yer almaktadirlar. Bu fajlardan
ossn 21 faj DNA’st izole edilerek ¢esitli restriksiyon enzimler ile kesildi ve bu fajin
genom biiyiikliigiiniin yaklasik 60 kbp oldugu hesaplandi. Bu fajin litik enfeksiyon
siklusu incelendi ve hiicre bagina iiretilen faj partikiil sayis1 (burst size) 20 PFU/mL

olarak saptandi.

Anahtar Sozciikler: Antibiyotik direnci, bakteri izolasyonu, bakteriyofaj,

gecirimli elektron mikroskobu, restriksiyon enzim analizi
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https://en.wikipedia.org/wiki/Pseudomonadaceae
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2. SUMMARY
Isolation and Characterization of Lytic Bacteriophage from Wastewater

Due to uncontrolled and incorrect use of antibiotics resulted in increase in
antibiotic resistance among pathogenic bacteria. Therefore, search for new therapeutic
methods has been accelerated in recent years. Bacteriophage therapy have been the
focus of research into combating pathogenic bacteria. Bacteriophage possess an
advantages over antibiotics, including low probability of developing bacterial
resistance, and significantly lower the chance of disrupting commensal microflora as

they are specific to their hosts.

In this study, two different sources of the wastewater samples were collected from
Trabzon. Bacterial strains were isolated from these samples. These strains were used as
host cells for isolation of lytic phages using standard methods. A lytic phage capable of
infecting a variety of bacterial strains were isolated and purified. Each purified phages
were characterized based on their morphology and host specificity. In addition, those
strains of bacteria sensitive to phages were further identified and susceptibility testing

was performed using automated systems.

A total of 14 phages and 14 different phage-sensitive bacterial strains member of
Enterobacteriaceae, Moraxellaceae, Pseudomonadaceae ve Alcaligenaceae families
were isolated. Among the isolated phages some have broad and some have narrow host
range. The morphologies of all isolated phages were determined by transmission
electron microscopy and they are classified in A, B and C type phages based on
Bradley’s classification. They are classified as Myoviridae, Sphoviridae ve Podoviridae.
The phage DNA of ¢ssn 21 was extracted and digested with restriction enzymes, and
genome size of this phage was determined to be about 60 kbp. The burst size of the

phage was calculated to be 20 PFU/mL based on the one step growth curve.

Key words: Antibiotic resistance, bacteriophage, isolation of bacteria,

transmission electron microscopy, restriction enzyme analysis
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3. GIRIS ve AMAC

Bakteriyofajlar (fajlar) bakterilere 6zgii ve onlar1 enfekte eden viriislerdir.
Yeryiiziinde 10% kadar faj oldugu (1) ancak bugiine kadar bunlardan yaklasik 6000
kadarinin karakterize edildigi bildirilmistir (2). Bu veriler bu alandaki ¢aligmalarin ¢ok
yetersiz oldugunu ve milyonlarca fajin izole edilerek tanimlanmayr bekledigini

gostermektedir.

Bakteriyofajlar basit genetik ve morfolojik yapilart ile molekiiler biyoloji
calismalarinda kolayca manipiile edilebilir olduklarindan rekombinant DNA teknolojisi,
biyoteknoloji ile enfeksiyon hastaliklarinda tedavide amagli kullanilmaktadir. Fajlar
¢oklu antibiyotik direncine sahip bakterilere kars1 antibiyotikler yerine alternatif tedavi
ajanm1 (faj terapi) olarak kullanilmalar1 yaninda tarim ve petrol endiistrisinde de
biyokontrol ajan1 olarak kullanilmaktadir. Ayrica, fajlar patojen bakterilerin
tiplendirilmesinde (faj tiplendirme), DNA ve protein asilari i¢in tastyict vektor olarak ve
birgok protein ve antikorun iiretiminde (phage display = faj sunumu) kullanilmaktadir.

Bu nedenle yeni fajlarin izolasyonu ve karkterizasyonu biiyiik 6nem arz etmektedir (3).

Yanlis ve bilingsiz antibiyotik kullanimi sonucu giiniimiizde pek c¢ok patojen
bakteri antibiyotiklere direncli hale gelmistir. Antibiyotiklerin yetersiz kalmasi hayati
tehdit eden bir¢ok bakteriyel enfeksiyonun tedavisinde zorluklarin yasanmasina neden
olarak ciddi bir saglik tehdidi olusturmaktadir. Bununla birlikte, yeni antibiyotiklerin
tiretilmesi bakteriyel direng gelisimi ile ayn1 hizda ilerlememektedir. Bu nedenle ¢oklu
antibiyotik direngli ve hastane enfeksiyonlarindan sorumlu patojen bakteriler ile etkili
miicadelede kullanilacak alternatif yontemlerin ortaya konmasi i¢in yapilan ¢alismalar
son yillarda hiz kazanmistir. Bu yontemlerden biri bakterilerin dogal diigmani olan faj
kullanimma yonelik faj terapisidir. Konaga 6zgii olmasi nedeniyle konak spektrumu
genis olmamakla birlikte fajlar tedavi amacli uygulandiginda mikrofloraya etkileri
olmadig1 i¢in 6nem kazanmistir. Antibiyotiklerin aksine yan etki ile sekonder

enfeksiyonlara yol agmazlar (4, 5).

Bu ¢alismada, Trabzon ili atik su 6rneklerinden ¢oklu antibiyotik direncine sahip
patojen Gram negatif bakterileri enfekte eden litik fajlarin izole edilerek morfolojik ve
fonksiyonel olarak karakterize edilmesi ve bunlardan konak spektrumu genis olan bir

fajin morfolojik ve genetik olarak karakterize edilmesi amaglandi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlar veya fajlar bakterileri enfekte eden kiiclik virlislerdir. Bakteri
hiicrelerinin metabolizmasii bozarak litik faj durumunda hiicrenin pargalanmasina
neden olurlar. Fajlar yaklasik 100 yil 6nce, ilk kez Ingiliz bakteriyolog Ernest Hankin
(1896), Rus bakteriyolog Nikolay Gamaleya (1898) ve ingiliz bakteriyolog Frederick
Twort (1915) tarafindan tanimlanmis ve antibakteriyal etkiye sahip olduklar tespit
edilmistir. Ancak fajin bir viriis oldugunu Pastor Enstitiisiinden Felix d'Hérelle (1917)
tanimlamis ve bu yapiya bakteri yiyen anlamina gelen bakteriyofaj (bacteria ve phagei,

Yunanca) adini vermistir (1, 6, 7).

Fajlar, diger viriislerde oldugu gibi DNA veya RNA'dan birini iceren niikleik asit
ile bunu ¢evreleyen protein yapisinda kapsidden olusmus, infeksiyoz ajanlardir (8).
Fajlarin farkli morfolojik yapilari olmasina ragmen genel yapilar1 bas, genetik materyal,

kuyruk ve kuyruk fibrillerinden olusur (Sekil 1) (9).

Kapsid

Genetik materiyali

Kuyruk kilifi

=N

Ue plakasl/ /(% ‘ Kuyruk fibrilleri
Tabla

Sekil 1. Genel bir yapisi (Chase’dan, 9)

4.1.2. Bakteriyofajlarin Morfolojik Ozelliklerine Gére Siniflandirilmasi

Faj smiflandirmasinin 6nciilerinden biri olan Avustralya'li virolog Macfarlane
Burnet 1937 yilinda fajlarin farkli biiyiikliikte ve fizikokimyasal ajanlara karst direng
farkliliklarina sahip olduklarin1  gostermistir.  Helmut Ruska 1943°de elektron
mikroskobu ile fajlarin morfolojik ¢esitliligine gore siniflandirma yapmustir. Francis

Holmes 1948°de viriisleri {i¢ familyada siniflandirmis ve fajlar Phagineae familyasinda



yer almistir. “Provisional Committee on Nomenclature of Viruses” 1965 yilinda kuruldu
ve daha sonra “International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV) olarak
degisti. Faj siniflandirmasi ciddi bir sekilde 1967’de David Bradley tarafindan yapildi
ve ICTV tarafindan kabul edildi (9). Sekil 2’de goriindiigii gibi Bradley fajlar1 A’dan
F’ye, alt1 temel morfolojik tip olarak simiflandirdi ve her tipin niikleik asit igerigini
belirledi (Tablo 1) (10, 11).

ﬁ-._,-—"”"-n, ﬁ.fﬂTr’H
N 2

]
i

|
i
A

C D E

LT T

o b S

F
Sekil 2. Bradley siniflandirmasina gore faj tipleri (Arda’dan, 8)

Tablo 1. Bradley siiflandirilmasi

Tip Fajin morfolojik ozelligi* Niikleik asit** Ornek**

A Polihedral bas, kasilabilen kuyruklu dsDNA, lineer T2, T4,T6

B Polihedral bas, uzun ve kasilamayan kuyruklu dsDNA, lineer T1, TS, A

C Polihedral bas, kisa kuyruklu dsDNA, lineer T3, T7,P22
D Ikozahedral bas, kuyruksuz, biiyiik kapsomerli ssDNA, sirkiiler ®X174, S13
E Ikozahedral bas, kuyruksuz, kiiciik kapsomerli SSRNA, lineer F2R17, Fr, MS2
F Flament6z SSRNA, lineer FE, fd, M13

*Fajlarin morfolojik ozellikleri (Alpay’dan, 10); **Genetik materyallari ve bu &zelliklere sahip olan

fajlardan ornekler (Soykut’dan, 11). dsDNA: ¢ift iplikli DNA, ssDNA: tek iplikli DNA, ssSRNA: tek
iplikli RNA.

1959°dan bu yana en az 5360 kuyruklu ve 179 kiibik, flamentdz ve poleomorfik
faj elektron mikroskopta incelenmistir. Her y1l yaklasik 100 yeni faj bulunmaktadir.



Giiniimiizde yapilan siniflandirmada on takim ve bir familya yer almaktadir (Tablo 2).

Bu smiflandirma fajlarin morfolojik ve niikleik asit yapilarin1 dikkate alinarak

yapilmaktadir (2).

Tablo 2. Faj familyalar1 ve sematik morfolojileri (Ackermann’dan, 2)

Sekil T?:l;lﬂi I‘;aya Niikleik asit, ayrintilar, boyut Ornek
Caudovirales Cift iplikli lineer DNA, zarsiz
OD Myoviridae Kasilabilen kuyruk T4
<:>: ____ Siphoviridae Uzun kasilmayan kuyruklu A
<:>= Podoviridae Kisa kuyruklu T7
Microviridae Tek iplikli sirkiiler DNA, 27 nm, 12 knoblike OX174
kapsomerli
Corticoviridae Cift iplikli sukuller_ D.NA, kompleks kapsidli, PM2
lipidli, 63 nm
Tectiviridae let_ 1p11k11. 1{neer ]?NA, ic lipid vezikiillii PRD1
(inner lipid vesicle), yalanct kuyruk
O Leviviridae Tek iplikli lineer RNA, 23 nm, polioviriise MS2
benzer
.. Cift iplikli lineer RNA, segmentli, lipidli zar,
© Cystoviridae 20-80 nm ¢6
- Inoviridae Tek iplikli sirkiiler DNA, flament veya basil fd
Ry seklinde, 85-1950 X 7 nm
Plasmaviridaea Cift iplikli 51rk.ule.:r DNA, lipidli zar, MVL2
kapsitsiz, 80 nm

4.1.3. Bakteriyofajlarin Yasam Siklusu

Fajlarin yasam dongiileri litik ve lizojenik olmak iizere iki gruba ayrilir (sekil 3).
Bu yasam dongiilerini cro ve cl genleri belirler. Fajin lizojenik dongiiyii baslatmasi igin

cl ve litik dongiisiinii baglatmak i¢in cro gen {iriin proteinleri sentezlenmelidir. Her bir



gen bdlgelerinin protein sentezi basladiginda diger gen boélgelerinin protein sentezi
bloklanir (12).

Litik dongiide, faj niikleik asidini konaga entegre ettikten sonra genetik
karakterlerine gore farkli mekanizmalarla genetik materyalini konak sitoplazmasinda
replike eder. Ayn1 anda fajin diger komponentleri sentezlenir ve ardindan pargalar
birleserek faj progeni olusur. Olgunlasan fajlar konak hiicreyi liz ederek hiicrenin

pargalanmasina neden olurlar ve boylece yeni litik fajlar serbest kalir (8, 11, 13).

Lizojenik dongiide, faj niikleik asitini konaga entegre ettikten sonra konak
hiicrenin genomuyla birlesir. Boylece konak genomunun her replikasyonunda fajin
niikleik asiti de replike olur ve yeni olusan bakteri hiicresine transfer olur. Bu durumda
profaj olusur. Profaj DNA’ya hasar veren ajanlara (UV 151, antibiyotik, mitomycin C,
vs.) maruz kaldiginda litik dongii baslar (8, 11, 14).

t

W Hicrenin yiizeyine tutunma , / Enfeksiyon
A LIZOJENIK DONGU \B LITIK DONGU
Genom entegrasyonu Genetik materyali ve protein sentezi

C @) (& :‘ég@

|

o o@D

Ronagm parcalanmast

Sekil 3. Fajlarin litik ve lizojenik dongiileri. A: lizaojenik dongiide faj genetik materyalini
konagin DNA’sina entegre eder, B: litik dongiide faj replikasyon igin gereken
kisimlarim1 konagin sitoplazmasinda ¢ogaltarak profaj olusturur ve olgunlasan fajlar
konagi lize ederek hiicreyi pargalar ve yeni litik faj dongiisii baslar (Domingo-
Calap’dan, 15).



4.1.4. Fajlarin Molekiiler Biyolojisi ve Tipta Kullanimi

Bakteriyofajlar kolayca manipiile edilebilir oldugundan biyoteknoloji, arastirma
ve tedavi amagli kullanim alanlar1 vardir. Son yillarda fajlarin modern biyoteknoloji
alaninda daha verimli ¢alismalara kaynak sagladigi ortaya konmustur. Coklu antibiyotik
direngli bakteri tiirlerine kars1 antibiyotik yerine alternatif tedavi olarak onerilmislerdir
(3). Ornek olarak fajlar dogal olarak endolizin enzimine sahipler ve ¢oklu antibiyotik
direngli bakterilere karst bu enzimin tedavi amagh kullanilmasi1 gelecek vaad
etmektedir. Endolizin enzimi ozellikle Gram pozitif bakterilerde hiicre duvarindaki
peptidoglikanlari hedef alarak diisiik dozda giiglii bir bakteriolitik 6zellige sahiptir ve
antibiyotiklerle karsilastirildiginda daha az yan etki gosterdikleri belirtilmistir (16).

Fajlar bakterilere spesifik olduklar1 igin bakteri identifikasyonunda da
kullanilirlar. Bu yontem, faj tiplendirme olarak bilinir. Béylece patojen bakteri suslarin
tanimi daha kolay ve daha hizli gergeklestirilir. Ayrica fajlar DNA ve protein asilari i¢in

tastyict olarak ve birgok protein ve antikor liretiminde de kullanilmaktadir (3).

Fajlar tarim ve petrol endiistrisinde biyokontrol ajani olarak kullanilmaktadir.
Ornek olarak seftali, lahana ve biberlerde, Xanthomona spruni patojen bir sustur ve bu

sus biyolojik olarak faj ile kontrol edilmektedir (3).
4.1.5. Faj Terapi

Yirminci yiizyilin baginda daha antibiyotikler kesfedilmeden 6nce fajlar bakteriyel
enfeksiyonlara karsi kullanilmaktaydi. Félix d'Hérelle (1919), kolera, veba ve sarbon
hastaliklarina neden olan bakterilerden fajlari izole ederek ilk faj terapisini dizanteri
bakterisi tizerine uyguladi (1). Fajlar1 aerosol ve enjeksiyon dozaj formlar1 olarak
kulland1 (12). Antibiyotiklerin kesfinden sonra faj terapisi bati diinyasinda duraklama
devrine girdi (1940-1980) ve faj ile ilgili calismalar azald1 (17). Ancak, eski Sovyetler
Birligi’'nde ¢alismalara devam edildi. Giiniimiizde Giircistan’in Eliava Enstitiisii faj
caligmalar1 ve faj terapisi uygulamalarma dnderlik etmektedir (3). Diinya Saglik Orgiitii
ve bir¢ok iilkenin Saglik Bakanligina gore antibiyotik direnci son 20 yilda énemli bir
sorun haline gelmistir. Bu ylizden gilinlimiizde antibakteriyel ajanlarin alternatifi olma

yolunda faj terapisi tekrar 6nem kazanmaktadir (17).



Faj terapisinde litik dongliye sahip olan fajlar kullanilmaktadir. Faj bakteriyi
enfekte eder ve bakteriyi parcalayarak hem bakteri Oliimiine neden olur hem de
enfeksiyon bolgesinde ¢ogalarak diger bakterileri enfekte ederek enfeksiyon kaynagi
olan konagi yok eder. Fajlar konaklarma 6zgiidiir ve sadece konak spektrumundaki
tiirleri enfekte ederler. Bu sayede etki spektrumu disindaki bakterilere karsi zararsiz
oldugundan antibiyotiklerde goriilen normal flora tizerine olumsuz etkiler bu tedavi
yonteminde goriilmez. Ayrica, antibiyotik kullannomina baglhh gelisen sekonder
enfeksiyon gelisimi de Onlenmis olur. Fajlar enfeksiyon bolgesinde yani bakterilerin
bulundugu bolgede cogalir ve enfeksiyona neden olan bakteriler ile es zamanli lireyerek
dongiisiine devam ederler. Boylece sistemik yan etki goriilme olasiligi ¢ok diistiktiir

(16,18).
4.2. Bakterilerde Fajlara Karsi Gelisen Diren¢ Mekanizmalari

Bazi  bakteriler faj enfeksiyonlarima  karst  antiviral ~mekanizmalar
gelistirmektedirler. Bu antiviral mekanizmalarin baslicalari, adsorbsiyonun inhibasyonu,
Sie sistemi, restriksiyon-modifikasyon sistemi, CRISPR-Cas sistemi ve abortif

enfeksiyon sistemidir.

Adsorbsiyon inhibisyonunda, bakteriler enfeksiyona ugramamak amaciyla hiicre
duvarinda bulunan faj reseptorlerini modifiye ederek degistirir ve boylece adsorbsiyon

asamasinda fajlara kars1 direng gelisir.

Sie sisteminin hedefi fajlarin genetik materyalinin hiicre duvarindan girmesini
engellemektir. Bakteri hiicresinin i¢ zar kisminda yerlestigi diistiniilen proteinler ile
fajin genetik materyalinin translokasyonu engellenerek, sitoplazmaya girmesine izin

verilmez, boylece faj bakteriyi enfekte edemez.

Birgok bakteri restriksiyon-modifikasyon (R-M) sistemine sahiptir. Bakteriler bu
sistemi, hiicreyi yabanci DNA pargaciklarina karsi koruma amaciyla yapmaktadir. Fajlar
enfeksiyon yaptiginda DNA’lart R-M sistemindeki enzimler ile pargalanir veya faj

DNA’s1 sentezleyince metilasyona ugrar.

Bakteri kromozal geninde diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar
kiimeleri (CRISPR), bakterinin daha oOnce karsilastigi faj veya plazmit
kalintilarindandir. Bu DNA segmentleri 21-48 ¢ift bazdan olusup tekrarlanmayan 26-72
cift baz araliklar ile boliinmiistiir. Bu genlerin biyolojik rolleri ile ilgili bircok hipotez



bulunmaktadir ama son zamanlarda bakterinin yabanci genetik materyallere karsi bir
savunma sistemi olarak kabullenmistir. Tam olarak bu sistemin nasil antifaj ve
antiplasmid olarak ¢alistigi belli degildir ve bu konu ile ilgili farkli hipotezler
bulunmaktadir. Abortif enfeksiyon sisteminde konak, faj tarafindan normal enfeksiyona
ugrar fakat bu sistem enfekte edilmis hiicrenin programli 6liime yol agar bdylece fajin

¢ogalmasini onler (19).
4.3. Atik Sular

Atik sularin en 6nemli canlilar1 bakterilerdir ve atik su {initelerinde yaygin olarak

bulunurlar. Bakteriler atik suyun ekolojisinde ve aritiminda 6nemli rol oynarlar.

Atik su florasinda bir¢ok bakteri familyalari bulunmaktadir. Bu bakteriler atik su
ekolojisindeki rollerine goére asetojenik bakteriler, denitrifikasyon yapan bakteriler,
koliformlar, patogen bakteriler gibi smiflandirilirlar. Giinliik yasamda ¢ok sayida,
kanalizasyon sistemlerinden ve gevresel kaynaklardan, patojen bakteriler atik sulara
karismaktadir. Bu patojen bakterilerin ¢ogu, Enterobacteriaceae familyasindan
olusmaktadir (20).

4.3.1. Atik Sularda Bulunan Patojen Bakteriler
4.3.1.1. Enterobacteriaceae Familyasi

Enterobacteriaceae familyast ¢ok yaygin olmakla birlikte, dogada, sularda,
toprakta, insanlarin ve hayvanlarin bagirsaklarinda mikroflora olarak bulunmaktadir. Bu
familya tiyeleri Gram negatif, fakiiltatif anaerob basil veya kokobasil, hareketli veya
hareketsiz, spor olusturmayan, katalaz pozitif ve oksidaz negatiflerdir.
Enterobacteriaceae familyasinin gesitli tiirleri, cok dnemli hastane enfeksiyonlarina yol
acar ve klinik olarak biitiin hastane enfeksiyonu izolatlarinin %50’sini ve biitliin Gram
negatif izolatlarin %80’ini kapsarlar. Bu familyada hastalik yapan bakteriler ya zorunlu
patojen ya da firsatg1 patojendir. Zorunlu patojenlerden, Salmonella typhi (tifo etkeni),
Shigella dysenteriae (dizantere etkeni), Yersinia pestis (veba etkeni), firsat¢1 patojenler
ise Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus vulgaris sayilabilir (21).

4.3.1.2. Pseudomonadaceae Familyasi

Pseudomonadaceae familyasi daha ¢ok g¢evresel farkli yerlesimleri olan Gram

negatif basillerdir. Bu familyadaki cinslerin baglicalart Azomonas, Azotobacter,
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Cellvibrio ve Pseudomonas’dir. Bu familyada klinik 6nem tasiyan Pseudomonas
cinsidir. Pseudomonas tiirleri sporsuz, aerob bazen anaerob olarak da iireyebilirler.
Bugiine kadar 160 Pseudomonas tiirii tanimlanmistir. Bunlardan sadece 12 tiir insanda
firsatg1 patojenidir. Klinik 6nem tasiyan P. aeruginosa kulak, yanik, solunum, idrar yolu

ve hastane enfeksiyonlarina neden olmaktadir (22).
4.3.1.3. Moraxellaceae Familyasi

Moraxellaceae familyasinin onemli cinsleri Acinetobacter ve Moraxella’dir.
Acinetobacter cinsleri aerobik, Gram negatif kokobasil, oksidaz negatif, hareketsizdir.
Insan derisinde normal floradir. Dogada ve hastanede yaygin bir sekilde bulunmaktadir.
Insan &rneklerinde ikinci en sik izole edilen nonfermentatif bakteridir. Klinik 6nem
tastyan tirit A. baumannii’dir. Yogun bakimda yatan hastalarda sindirim sistemi

enfeksiyonlar1 ve pndmoniye neden olmaktadir.

Moraxella cinsleri Gram negatif kokobasil, genellikle ¢ift bazen de zincirli,
oksidaz pozitif, hareketsizdirler. Insan deri, mukoza membrani ve bazi tiirleri solunum
yolu florasidir. M.catarrhalis siniizit, orta kulak iltahibi, bronsit ve pndmoniye neden
olur (22).

4.3.1.4. Alcaligenaceae Familyasi

Bu familyadaki bakteriler daha ¢ok su ve toprakta bulunmaktadir. Gram negatif
basil veya kokobasil, nonfermentatif bakterilerdir. Bu familyada bulunan cinsler
(Achromobacter, Alcaligenes, Bordetella, Brackiella, Kerstersia, Oligella, Pelistega,
Pigmentiphaga, Taylorella) daha c¢ok Kistik fibrozis hastalarinda solunum yolu
enfeksiyonlarindan izole edilmistir. Bu familyada klinik onem tasiyan Bordetella
pertussis bogmacanin etkenidir. Bogmaca insandan insana solunum yolu ile yiiksek
derecede bulasicidir. Bogmacanin as1 programi olmayan iilkelerdeki ¢ocuklarda 200 000
ila 400 000 oliime neden olmaktadir. Achromobacter xylosoxidans immiin yetmezligi
olan hastalarda, hastane ortaminda lokal veya sistemik enfeksiyonuna oldukga sik neden
olan bir etkenidir (21, 22).

4.3.2. Atik Sular ve Antibiyotik Direnci

Antibiyotiklerin bulunmasi ve gelistirilmesi 20. yiizyilin en 6nemli basarilarindan

biridir fakat kisa bir siire sonra antibiyotiklere karsi bakterilerde direng gelismesi ve giin
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gectikce coklu antibiyotik direngli bakterilerin artmasi, diinya iizerinde ciddi bir saglik

problemi olusturmaktadir.

Antibiyotik direncin ortaya ¢ikmasi ve artisinda en Onemli nedenlerden biri
antropojenik faaliyetlerdir. Antibiyotiklerin yanlis ve bilingsizce insan ve hayvan
sagliginda, hayvancilik, tarim ve sanayide kullanimi, su kaynaklarina ve atik sulara
karigsmasina, c¢evreye patojen ve antibiyotik direngli bakterilerin yayilmasina neden
olmustur (Sekil 4). Boylece yayilan bakteriler sulu ortamlarda antibiyotik direnci

tastyan genetik elemanlarini birbirlerine transfer edebilirler (23).

TN
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Sekil 4. Farkli antropojenik faaliyetler sonucunda antibiyotik direngli bakterilerin ¢evreye
yayilmasi (Marti’den, 23)
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg

5.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar baslica 37°C’lik etiv. (Memmert BM 600,
Almanya), biyogiivenlik kabini (Class II Safety Cabinet, Powtech, Tiirkiye),
biyogiivenlik kabini (Clean Air, Hollanda), 4°C buzdolab1 (Profilo), -20°C derin
dondurucu (Bosch, Almanya), UV spektrofotometre (Eppendorf, ABD), -80°C derin
dondurucu (New Brunswic Scientific mod U570 premium, Thermo, ABD), pastor firin
(Niive, Tiurkiye), vorteks (Isolab), dikey model otoklav (Kermanlar, Tirkiye),
calkalayici su banyosu (Memmert GFL 1086, Almanya), calkalayici inkiibator (N-
biotek, G. Kore), pH metre (Hanna, Romanya), manyetik karistirict (Stuart, Tiirkiye),
mikrodalga firin (Beko, Tiirkiye), buz makinesi (Scotsman AF 80, Italya), terazi (KERN
& SOHN GmbH, Almanya), hassas terazi (Sartorius Laboratory, Almanya), deiyonize
su cihazi (Barnstead, Tiirkiye), bunzen beki, santrifiij (BECKMAN COULTER, ABD),
santrifiij (Eppendorf, Almanya), santrifiij (Sigma, Almanya), elektroforez tanki (OWL
electrophoresis system, ABD), UV illiminatéor (UUP, ABD), MALDI-TOF
(Microflex™, BRUKER, Almanya), Phoenix™ 100 (Becton Dickinson Diagnostic
instrument systems, Sparks, Md, ABD), JEM-1010 transmission elektron mikroskobu
(JEOL, ABD), mikroskop (Olympus, Filipin) cihazlar: kullanildi.

5.1.2. Kullanilan Malzemeler

Ependorf tiipleri, etanol, cam tiipleri, balon joje, erlenmayer, eldiven, petri
plaklari, pipet ucu (10 pL, 100 puL, 1000 pL), otomatik pipet (10 uL, 20 pL, 100 pL,
1000 pL), ¢ok kanalli otomatik pipet (100 pL), 0.20 um’lik filtre, 0.45 pum’lik filtre,
deney tiipleri, meziir, cam pipet, pipetman (Isolab, Almanya), 250-1000 mL’lik meziir,
parafilm, test tiip standi, lam, grid (FCF100-Cu, Electron Microscopy Sciences, ABD)
ve Oak Ridge tiipleri gibi sarf malzemeler kullanildx.

5.1.3. Kullanilan Kimyasallar

Sodyum hidroksit (NaOH), Etidyum bromiir, Magnezyum siilfat (MgSOa4.7H,0),
Jelatin, Bromtimol mavisi, Dipotasyum fosfat, Beef extract, Pancratic pepton,

Kloroform, Fenol, 1zoamil alkol, Tris, Muller Hinton broth, Triple Sugar Iron agar, N,
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N, N’, N’-tetra-metil-p-fenilen diamin dihidroklorid (Merck, Almanya), Urea, Simmons
Citrate agar, Lactose, DNaz I, RNAaz A, Mineral oil (sigma-aldrich, ABD), Agarose,
EDTA, Phenol red (Quantum, ABD), Sodium chloride (NaCl), Glycerol (Riedel-de
Haen, Hollanda), Yeast Extract, LB agar, LB broth, Tryptone Soya agar, Tryptone Soya
broth, Tryptone, Muller Hinton agar (Lab M, ingiltere), Tris-HCI (AppliChem, ABD),
PEG-8000, 1 kb DNA marker (Thermo fisher scientific, ABD), Pepton, Glukoz,
Dextrose, Potasyum hydroxid, PBS (Oxoid, Ingiltere), Agar (Bioife, Italya), Uranil
asetat (Eectron microscopy sciences, ABD), gram boyama seti (GBL, Tiirkiye), 100bp
DNA marker (Biomatik, ABD), Ava I, Eco RI, Nco I, (Biolab, ABD), Hind IlI (Gibco
BRL, ABD), BstE Il (Promega, ABD) ve Pst | (Fermantas, ABD) firmalarindan temin
edildi.

5.1.4. Besiyerleri

Calismada bakterilerin ve fajlarin iiretilmesinde, Triptic Soy agar (TSA), Triptic
Soy broth (TSB), Triptic Soy yumusak agar (% 0.6 w/v), Luria Bertani (LB) agar, LB
Broth, LB yumusak agar (% 0.6 w/v) ve Muller Hinton broth (MHB) besiyerleri
kullanilda.

Bakterilerin biyokimyasal yontemler ile identifikasyonu amaciyla Triple Sugar
Iron agar (TSI), IMVIC (Indole, methyl red, VVoges-Proskauer ve Simmons Citrat) testi,
Urease broth, oksidasyon-fermentasyon (OF) testi ve hareket test besiyerleri kullanildi.

5.2. Yontem
5.2.1. Besiyerlerin Hazirlanmasi
5.2.1.1. Ticari Besiyerlerin Hazirlanmasi

Tiam ticari besiyerleri tretici firmalarin talimatina gore cam siselerde veya

erlenmayerde hazirlandi, 1.2 atm ve 121°C’de 30 dak otoklavlanarak sterilize edildi.

Agar besiyerleri otoklav islemi bittikten sonra 55°C’lik su banyosunda
sogutuldu ve steril petri plaklarina yaklasik 25 mL dokuldu. Stoklanmasi gereken
besiyerleri 4°C buzdolabinda saklandi. Sivi besiyerleri ise otoklavdan sonra oda

sicakligindaki dolapta saklandi.
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5.2.1.2. Oksidaz Testi

N, N, N’, N’-tetra-metil-p-fenilen diamin dihidrokloridin son konsantrasyonu
%1°1ik olacak sekilde steril distile suda ¢oziildii, aliiminyum folyo sarilmis enjeksiyona

aktarild1 ve kullanilana kadar 4°C buzdolabinda saklandi (24).
5.2.1.3. Oksidasyon-Fermentasyon (OF) Testi

Glukozdan %10’luk distile suda ¢6zelti hazirlandi ve 0.20 um filtreden gegirildi.
Ayrica bir cam sisede 2 g pepton, 5 g sodyum Klorid, 0.03 g bromtimol mavisi, 3 g agar,
0.3 g dipotasyum fosfat ilave edildi, 1000 mL’ye tamamlandi, karigtiricida isitilarak
karistirtldt ve pH’st 7.1’e ayarlandi. Ardindan 1.2 atm ve 121°C’de 30 dak
otoklavlanarak sterilize edildi. Otoklavdan sonra 55°C’lik su banyosunda sogutuldu ve
son konsantrasyon %]1 olacak sekilde glukoz ilave edildi. Karistirdiktan sonra 3 mL

olacak sekilde tiiplere dagitildi ve kullanilana kadar 4°C buzdolabinda sakland1 (24).

5.2.1.4. Indol-Hareket Testinin Hazirlanmasi

Cam sigede 2 g tripton, 0.5 g NaCl ve 0.3 g agar aktarildi, distile su ile 100 mL
tamamland1 ve 1sitilarak karistirildiktan sonra pH’s1 7.2’ye ayarlandi ve otoklavlanarak
sterilize edildi. Otoklavdan sonra 55°C’lik su banyosunda sogutuldu ve 3 mL olacak

sekilde tiiplere dagitilarak kullanilincaya kadar 4°C buzdolabinda saklandi (24).

5.2.1.5. Simmons Sitrat Testi

Firma talimatina gére cam sisede hazirlanarak sterilize edildi. Otoklav islemi
bittikten sonra 55°C’lik su banyosunda sogutuldu, 4 mL olacak sekilde tiiplerde
dagitild1 ve yari yatik pozisyonda katilagana kadar beklenildi. Kullanilincaya kadar 4°C
buzdolabinda saklandi (24).

5.2.1.6. Ureaz Testi

Fenol kirmizisinin suda %1°lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Cam sisede 1 g pepton,
5g NaCl, 2 g monopotasyum fosfat, 1 g glukoz, 20 g iire, 1.2 mL %1°’lik fenol kirmizisi
100 mL distile suda ¢oziildii ve pH's1 6.8’e ayarlandi. Sonra aseptik sartlarda 0.20 pm
filtreden gegirildi. Ardindan steril distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan
besiyeri 1 mL olacak sekilde steril ependorf tiiplerde dagitild1 kullanilincaya kadar 4°C
buzdolabinda saklandi (24).
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5.2.1.7. Metil Kirmzisi ve Voges-Proskauer (MR-VP) Testi

Cam siseye 1.4 g pepton, 1 g dipotasyum fosfat ilave edildi, pH’s1 6.9’a ayarlandi
ve distile su ile hacim 180 mL ’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanarak sterilize edildi.
Otoklavdan sonra 55°C’lik su banyosunda sogutuldu ve son konsantrasyon %1 olacak
sekilde filtreden gegirilmis glukoz ilave edilerek son hacim 200 mL’e tamamlandi.
Hazirlanan besiyeri 1 mL olacak sekilde steril ependorf tiiplerde dagitildi ve
kullanilincaya kadar 4°C buzdolabinda saklandi (24).

5.2.1.8. TSI (Triple Sugar Iron agar) Testi

Firma talimatina gore cam sisede hazirlandi, otoklavda sterilize edildi, su
banyosunda sogutuldu ve 4 mL olacak sekilde tiiplerde dagitilarak yari yatik pozisyonda
katilasana kadar beklenildi. Ardindan kullanilana kadar 4°C buzdolabina saklandi (24).

5.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi
0.5 M EDTA:

Ticari etilendiamintetraasetik asitten (EDTA) 73.05 g tartildi (MW: 292.2 g./mol)
500 mL distile su ile tamamlandi. Manyetik ¢alkalayicinin iistiinde berrak soliisyon elde
etmek i¢in NaOH peleti ilave edildi ve ¢alkalandi. Soliisyonun pH’si 8.0’¢ ayarlandi ve
otoklavlanarak sterilize edildi. Otoklavdan sonra oda sicakligindaki dolapta saklandi
(25).

1 M Tris-HCI:

Ticari Tris-HCI’den 78.8 g tartildi (MW:157.60 g/mol) distile su ile 500 mL’¢e
tamamlandi. Soliisyonun pH’si HCl ile 7.5’e ayarlandi ve otoklavlanarak sterilize edildi.

Otoklavdan sonra oda sicakligindaki dolapta muhafaza edildi (25).

TE (TrissEDTA) Buffer:

Stok Tris-HCI (1 M) soliisyonundan son konsantrasyonu 10 mM Tris-HCI olacak
sekilde (5 mL) alindi. Stok EDTA (0.5 M) soliisyonundan son konsantrasyonu 1 mM
EDTA olacak sekilde (1 mL) alindi. Ardindan distile su ile (494 mL) 500 mL’ye
tamamlandi. Caligmalarda kullanilana kadar oda sicakligindaki dolapta sakland (25).
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Tamponlu Fenol:

Kristal fenol 65°C’de eriyene kadar su banyosunda birakildi. Eridikten sonra esit
hacimde 10X TE, siv1 fenole ilave edildi ardindan iyice calkaland1 ve iki faz olusana
kadar oda sicakliginda beklendi. Ustteki olusan faz atild1 ve yeniden bir énceki asama
tekrarlandi. Sonra esit hacimde 1X TE (pH 8), siv1 fenole ilave edildi ardindan iyice
calkaland1 ve iki faz olusana kadar oda sicakliginda beklendi. Ustteki olusan faz atildi
ve yeniden bir onceki asama tekrarlandi. Son asamada az miktarda 1X TE tabakasi, sivi

fenol lizerinde birakilarak 4°C buzdolabina saklandi (26).
SM Cozeltisi:

Faj tamponu hazirlamak igin 5.8 g NaCl, 2 g MgSO4.7H20, 50 mL 1M Tris.HCI
(pH: 7.5) ve 5 mL % 2 jelatin ¢ozeltisi, 1000 mL distile su igerisinde ¢oziildi ve
otoklavlanarak sterilize edildi. Otoklavdan sonra oda sicakligindaki dolapta saklandi
(27).

50X TAE:

Bir miktar distile suda 242 g Tris (MW: 121.1 g./mol) ¢6ziildii ardindan stok
EDTA’dan (0.5 M) 100 mL, asetik asitten 57.1 mL dstiine ilave edildi. Son olarak
hacim 1000 mL’ye tamamland1 (25).

Kovacs Reaktifi:

Indol testi igin kullanilan kovaks reaktifi hazirlamak i¢in 10 mL %36’lik HCI, 90
mL distile suya ilave edildi. Ardindan 5 g p-dimetil-amino-benzaldehit eklendi ve
¢oziildii. Reaktif hazirlandiktan sonra 4°C ’de karanlikta muhafaza edildi (24).

Metil Kirmizis1 Reaktifi:

Koyu renkli bir cam sisede, 0.1 g metil kirmizis1 300 mL etil alkolde ¢oziildii
ardindan 200 mL distile su ilave edildi. Kullanilincaya kadar 4°C’de saklandi (24).

% 40’hk KOH Cozeltisi:

Ceker ocagin altinda cam sise, Su-buz banyosu i¢inde iken 40 g KHO 100 mL’ye
tamamlandi. Oda sicakliginda muhafaza edildi (24).
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% 5’hik a-Naftol Cozeltisi:

Koyu renkli bir cam sisede 5 g a-Naftol 100 mL etil alkol icinde ¢oziildi ve
kullanilincaya kadar 4°C’de sakland1 (24).

5.2.3. Atik Su Orneklerinin Toplanmasi ve Stoklanmasi

Atik su ornekleri Haziran 2015’de Trabzon ilinin iki ayr1 noktasindan toplanda.
Birinci 6rnek Pazarkapt Atik Su On Aritma Tesisi, ikincisi ise Kemerkaya Mahallesi
Maras Caddesi Bahar Sokagi logar kapagindan alindi. Pazarkapi Atik Su Desarj
Merkezinin Ortahisar Belediyesine ait birlestirilmis ham kanalizasyon suyu ile yiizey
sular1, mutfak, endiistriyel ve oto yikama sularini, Maras Caddesi ve Bahar Sokak logari
da benzer sekilde ham kanalizasyon suyu, yiizey sulari, mutfak, endiistriyel ve oto

yikama sularini igerdigi belirtildi.

Birinci 6rnekleme igin kova bir ip ile 6n aritmanin birinci asamasinda toplanan
atik suya batirilarak tek asamada toplandi. Ardindan toplanan atik su iki steril 1 L’lik
etiketlenmis polietilenli kaplara aktarildi. Her kaba yaklagik 800 mL hacminde atik su
dolduruldu, kapagi sikica kapatildi, %70 alkol ile silindi ve iginde buz bataryalar

bulunan bir tasima kabinda laboratuvara tasindi.

Ikinci drnekleme 1 metre derinlikteki logar kapagindan sapl siirahi yardimi ile
alindi. Ardindan toplanan atik su iki steril 1 L’lik etiketlenmis polietilenli kaplara
aktarildi. Her kapta yaklasik 800 mL hacminde atik su dolduruldu, kapagi sikica
kapatildi, %70 alkol ile silindi ve laboratuvara tasindi.

Ornekler toplandiktan sonra ilk islem olarak atik sulardan saklama yapildi. Bu
islem i¢in her bir atik su 6rneginden 20 mL alinarak 50 mL falkon tiiplerine dagitildi ve

% 15 gliserol i¢inde -80°C’de stoklandi.
5.2.4. Atik Su Orneklerinden Total Aerobik Bakteri Sayim

Her bir atiksu 6rneginden seri diliisyonlar hazirlandi. Bu islem i¢in 9 mL steril
PBS 15 mL’lik falkonlara aktarildi. Sonra birinci tiipe 1 mL atik su ilave edildi ve
vortex yapildi, boylece 107 diliisyon hazirlandi. Bu yéntem ile 107°ye kadar diliisyonlar
hazirland1 ve 1073-107 diliisyonlardan ikiser adet TSA, EMB ve PCA besiyerlerine
yayma ekim yontemi ile ekim yapildi. Kiiltiirler 37°C’de 24 ve 48 saat inkiibasyona
birakildi. Koloni sayimi 24. ve 48. saatte yapildi (28).
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5.2.5. Atik Su Orneklerinden Bakteri izolasyonu ve Stoklanmasi

Total aerobik bakteri sayimi yapilan agarlarda olusan ve birbirinden farkli koloni
morfolojisine sahip koloniler steril 6ze yardimi ile segildi ve agar besiyerlerine tek

koloni elde edilecek sekilde ekim yapildi.

Saflastirilan bakterilerden bir koloni 5 mL sivi besiyerine alinarak (TSB, LB
broth) bir gece galkalayici su banyosunda 120 rpm’de iiretildi. S1vi besiyerinde iireyen
bakteriler % 15 gliserol ile ikiser tiip olacak sekilde -80°C’de stoklandi.

5.2.6. Fajlarin Atik Sulardan Zenginlestirilmesi ve izolasyonu

Atik su orneklerindeki fajlarin zenginlestirilmesi amaciyla 125 mL atik su 6rnegi
125 mL 2X s1v1 besiyeri (TSB, LB broth) ile karigtirilarak 37°C'de 24 saat 150 rpm’de
calkalanarak su banyosunda inkiibe edildi. Zenginlestirilen 6rnekler 2 defa 10 000
rpm'de 10 dakika ¢oktiiriilerek, Supernatanti 6nce 0.45 pm ardindan 0.20 pm filtreden
gecirildi ve 4°C'de saklandi (29).

5.2.7. Litik Faj Enfeksiyonunun Yapilmasi

Sivi kiiltiirde tiretilen logaritmik fazin basinda olan konak bakterilerden (ODgoo=
0.4) 100 pL alindi ve 50°C'ye sogutulmus yari-kat1 agara (% 0.6) ilave edildi ve LB ve
TSA agar bulunan plaklarin yiizeyine yayildi. Agarin donmasini takiben 5 pL faj lizati
agar yiizeyine damlatildi ve kurumasi beklendi. Kiiltiirler 37°C'de 24 saat inkiibasyona

birakildi (30).
5.2.8. Fajlarin Cogaltilmasi, Saflastirilmasi ve Stoklanmasi

Saf faj elde etmek icin, gozlenen litik plaklar 6ze ile petriden ayristirildi ve faj
tampon soliisyonuna [SM buffer; 100 Mm NaCl, 8 mM MgS04.7H20, 50 mM Tris-Cl
(IM, pH 7.5), % 0.002 jelatin] aktarildi. Bu amacla tam plak enfeksiyonu yapildi.
Boylece siv1 kiiltiirde tiretilen konak bakteriler logaritmik fazin basinda iken (ODsoo=
0.4) 100 pL alind1 ve 50°C'ye sogutulmus yumusak agara (% 0.6) ilave edildi. Ardindan
100 pL faj lizatindan alind1 ve karigima ilave edildi, vortex yapildi ve temel agar (LB
agar, TSA) plaklara dagitildi ve donmasi beklenildi. Ardindan 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakildi. Bu sekilde duyarli konaklar enfekte edilerek faj plaklarinin
olusmasi saglandi. Agar yiizeyinde faj plaklar1 gézlenen agar plaklara 3 mL SM buffer
ilave edildi ve orbital ¢alkalayicida 120 dak ¢alkalanarak fajlarin yumusak agardan
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ayrilmalar1 saglandi. Agar yiizeyindeki sivi ve yumusak agar steril bir drigalski spatiilii
ile kazinarak 50 mL'lik falkon tiiplere aktarildi. Tiipler 10 000 rpm'de 10 dak santrifiij
edildikten sonra supernatant énce 0.45 pm'lik sonra 0.22 pm'lik filtreden gecirildi. izole

edilen fajlar kullanilincaya kadar 4°C'de saklandi (30, 31).

Saflagtirilan faj lizatlart % 50 gliserol ile karistirildi ve her birinden ikiser tiip
-80°C’de stoklandi (32).

5.2.9. Faj Titresinin Belirlenmesi

Faj lizatinin titresinin belirlenmesi i¢in damlatma yontemi uygulandi. Bu amagla
faj lizatlarinin SM buffer'de seri diliisyonlar1 hazirlandi. Faj lizatindan 5 pL alindi ve
bakteri igeren cift tabakali besiyerinin yumusak agar yiizeyine damlatild1 ve kurumasi
beklenildi. Ardindan 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Olusan faj plaklar
sayilarak mililitredeki faj partikiil sayisi1 [plaque forming unit/ mililitre (PFU/mL)= agar

besiyerindeki plak sayisi/ ekilen faj miktar1 x diliisyon miktari] hesaplandi (30).
5.2.10. Fajlarin Konak Spektrumlarimin Belirlenmesi

Izole edilen fajlarin konak spektrumu belirlenmesi amaciyla, izole edilen faj
lizatlar1 duyarli bakterilerin {izerine damlatildi. Bu amagla uygulanan yontem 5.2.7.

boliimde anlatilan sekilde yapildi.

5.2.11. Bakteri Suslarinin Tanimlanmasi ve Antibiyotik Diren¢ Profillerinin

Belirlenmesi

Bakteriler izole edildikten sonra Gram reaksiyonu belirlendi. Boylece Gram
negatif basiller manuel olarak biyokimyasal testler ile tanimlandi. Ayrica ¢alismada faj
duyarl bakteri suslarinin tanimlanmasi ve antibiyotik duyarliliklar1 saptanmasi Farabi
Hastanesi Mikrobiyoloji Hasta Hizmetleri Laboratuvari’nda yapildi. Bu amagla
bakterilerin tanimlanmast MALDI-TOF cihaz1 ve antibiyotik duyarliklarin profillerinin

belirlenmesi igin Phoenix™ 100 cihazinda yapilda.
5.2.11.1. Oksidaz Testi

Bu amagla bir parca filtre kagidinin istiinde %1°lik kovaks ayra¢ damlatildi.
Kiirdan yardimiyla bakteriden bir koloni alindi ve filtre kagidina siiriildii. On saniye
igerisinde kolonilerin temas ettigi noktada mor-mavi renk olusumu oksidaz testi pozitif
olarak kabul edildi.
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Bu testin kontrolu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (oksidaz pozitif)
ve Escherichia coli ATCC 25922 (oksidaz negatif) kullanildi (24).

5.2.11.2. Oksidasyon-Fermentasyon (OF) Testi

Gram negatif bakterilerin glukozu oksidasyon veya fermentasyon yoluyla kullanip
kullanmadig1 incelenir. Bu testin yapilmasi i¢in OF besiyerinden 2 tiip olmas1 gerekir.
Her iki tiipe 6ze yardimiyla hedeflenen bakteriden tiipiin dibine kadar ekim yapildi.
Ardindan fermentasyonu gergeklestirmek amaciyla bir tiipiin besiyerin listiine yaklasik
1 cm steril mineral yag koyuldu. Tiipler 37°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi. Eger
tiiplerde besiyerinin rengi sariya doniislirse pozitif olarak kabul edildi. Bu testin
kontrolu olarak P. aeruginosa ATCC 27853 (oksidatif), E. coli ATCC 25922
(fermentatif) ve Acinetobacter lwoffii (nonoksidatif) kullanildi (24).

5.2.11.3. Indol-Hareket Testi

Gram negatif basiller indolii triptofanaz enzimi araciligiyla triptofana
dontstiirtirler. Ayn1 anda hedef bakterinin hareketli olup olmadigi incelenir. Tiipte
hazirlanmis besiyerine 6ze yardimiyla dikey bigimde dibe kadar ekim yapildi, ardindan
tiipler 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra tiip incelendi, eger
bulaniklik varsa hareket pozitif, sadece 6ze yolunda iireme varsa hareket negatif olarak
karar verildi. Hareket testi incelendikten sonra indol testi incelendi. Tiipiin kenarindan
0.5 mL kovacs reaktifi ilave edildi. Kirmizi halka olusursa sonug¢ pozitif, olusmazsa
negatif olarak saptandi. Bu teste pozitif kontrol olarak E. coli ATCC 25922, negatif
kontrol olarak Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 kullanild1 (24).

5.2.11.4. Simmons Sitrat Testi

Bu teste karbon (enerji) kaynagi olarak sadece sitrat mevcuttur. Bakterilerin sitrat
kullanma yetenegi olgiiliir. Hazirlanmis besiyerlerin iistiinde ¢izgi ekim yapildi ve 24
saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Besiyerinin rengi yesilden maviye degisirse pozitif
olarak kabul edildi. Bu teste negatif kontrol olarak E. coli ATCC 25922, pozitif kontrol
olarak K. pneumoniae ATCC 13883 kullanild1 (24).

5.2.11.5. Ureaz Testi

Bu testte bakterilerin iireyi, lireaz enzimi araciligiyla hidroliz etme yetenegi

belirlenir. Ependorf tiiplerinde hazirlanmis testlere 6ze yardimiyla taze kiiltiirden ekim
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yapildi ve 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Besiyerinin rengi pembeye
doniistiigiinde pozitif, sar1 kalirsa negatif olarak belirlendi. Bu teste negatif kontrol
olarak E. coli ATCC 25922, pozitif kontrol olarak Proteus mirabilis ATCC 12453
kullanild1 (24).

5.2.11.6. Metil Kirmzis1 ve Voges-Proskauer (MR-VP) Testi

MR-VP testleri, glukoz metabolizmasi temelinde testler oldugu i¢in ayni besiyeri
kullanilarak gergeklestirilir. Genellikle bu testlerin sonuglar1 birbirine zit olduklari igin

sadece bir test yapilabilir.

Glukoz fosfatli besiyerine ekilen bakteri eger glukozu kullanirsa fermentasyon
son Uriinleri olarak karisik asit meydana gelir bu nedenle inkiibasyon sonunda metil
kirmizis1 damlatildiginda besiyerinin rengi kirmiziya dontiisiir yani pozitif olarak kabul
edilir.

Glukoz fosfatli besiyerine ekilen bakteri eger glukozu kullanirsa fermentasyon
sonucunda asetil metil karbonil olusursa inkiibasyon sonunda %5’lik alfa-naftol ve
%40’lik KOH ilavesinde besiyerinin rengi kirmiziya doniisiir yani pozitif olarak kabul
edilir.

Ependorf tiiplerinde hazirlanmis testlere her bakteri igin 2 test yapildi. Oze
yardimiyla taze kiiltiirden ekim yapild1 ve 48 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda 2 damla metil kirmizis1t MR testine ilave edildi renk degisikligi goriildiiglinde
pozitif olarak kabul edildi. VP testi ise 6 damla % 5’lik alfa-naftol ardindan 2 damla
% 40°lik KOH damlatildi, 30 dak iginde yiizeyde kirmizi-pembe olusursa pozitif olarak
kabul edildi. Bu deneyde E. coli ATCC 25922 MR-VP sonucu pozitif-negatif, K.
pneumoniae ATCC 13883 MR-VP sonucu negatif-pozitif oldugu i¢in kontrol amagli
kullanildi (24).

5.2.11.7. TSI (Triple Sugar Iron agar)

Gram negatif bakterilerin ilk tanimlama asamalarindan biridir. Bu besiyerinde
bakteriler sekerlerin kullanma o6zelligini, gaz ve H2S olusumu gostermektedir.
Hazirlanmis besiyerine 6ze yardimiyla taban ve dip kismina ekim yapildi ve 24 saat

37°C’de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiipler incelendi.
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Asit (A) olusumunda besiyeri sar1 renge doniisiir, alkali (K) olursa besiyeri kirmizi
renge doniisiir, H2S iiretimi olursa siyah renk olusur, gaz tiretimi olursa agarda hava
kabarciklart gozlenir. Kontrol amaghi E. coli ATCC 25922 A/A, gaz pozitif, H.S
negatiftir; P. aeruginosa ATCC 27853 K/K, gaz negatif, H>S negatif; Salmonella
typhimurium ATCC 14028 K/A gaz pozitif HoS pozitif olarak kullanildi (24).

5.2.12. Fajlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Damlatma yontemi ile olusturulan faj plagt 30 pL SM bufferde ¢oziildii.
Hazirlanan siispansiyondan 5 pL alinarak karbon kapli formvar film gridine damlatildi,
iki dakika bekletildi ve siire sonunda filtre kagidi ile toplandi. Sonra iki defa 5 uL
enjeksiyon suyu ile 1 dak yikandi ve ekstra su filtre kagidi ile toplandi. Son olarak 10
ul, % 2'lik tranil asetat (pH 4-4.5) ile ii¢ dak boyandi ve kurutuldu. Hazirlanan
preparat 60 000-80 000 biiyiitmede, KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji boliimiinde
bulunan JEOL JEM-1010 gecirimli elektron mikroskobunda (TEM) goriintiilendi ve
fotografi ¢ekildi (31).

5.2.13. Faj DNA izolasyonu

Yiiksek titrasyon (=10°) faj lizat1 hazirlandiktan sonra 500 pL bir ependorfa
aktarildi. Ardindan 5 pL DNAaz ve 10 uL RNAaz ilave edildi ve 37°C’de 30 dak
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 12 000 rpm’de 5 dak santrifiij edildi. Supernatant
yeni  bir  ependorfa  aktarildi.  Siipernatantin  istline  esit  miktarda
fenol.kloroform.izoamilalkol (25:24:1) ilave edildi. Ependorf 5 dak yavasca alt-iist
edildi. Siire sonunda 12 000 rpm’de 5 dak santrifiij edildi. Ustte olusan tabaka yeni bir
ependorfa aktarildi, esit miktarda kloroform izoamilalkol (24:1) ilave edildi ve yavasca
alt-iist edildikten sonra 5 dak oda sicakliginda birakildi, ardindan ayni kosullarda
santrifiij edildi. Ust tabaka seffaf olana kadar bu asama tekrarlandi. Sonra iki Kat
hacimde % 96 alkol siipernatanta ilave edildi ve yine ayni kosullarda santrifiij edildi.
Pelet {izerine esit miktarda % 70 alkol ilave edildi, ardindan 60°C etiivde 15 dak
kurumaya birakildi. Son olarak 200 uL TE buffer ilave edildi. izole edilen DNA % 0.8
agaroz jelde 50 voltta yiiriitiildii ve UV illiiminatoriinde goriintiilendi (10, 25).
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5.2.14. Faj DNA Restriksiyon Enzim Analizi

izole edilen DNA’larin biiyiikliigiinii saptamak igin restriksiyon enzim analizi
yapildi. Bu ¢alismada Aval, EcoRlI, Hindlll, BstEIl, Ncol ve Pstl enzimleri kullanildi.
Toplam reaksiyon hacmi 10 pL’ye ayarlandi. Bu amagla enzim, enzime 6zel buffer,
DNA ve reaksiyonu tamamlama amaciyla deiyonize su kullanildi. Buz ortaminda
sirayla DNA, su, 1 puL enzime 6zel buffer ve 0.5 pL enzim ilave edildi. Karigim
hazirlandiktan sonra birka¢ saniye santrifiij edilerek kesim i¢in bir saat 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 2 pL yiikleme tamponu ilave edildi ve 60°C’de 10
dak beklendi. Ardindan % 1.5 agaroz jelde 2 saat 50 voltta yiiriitiildii ve UV altinda
goriintiilendi (33).

5.2.15. Faj Litik Enfeksiyon Siklusu

Faj iiremesinin izlenmesi, litik faj sentezi ve bu siklus sonucu meydana gelen faj
sayist (burst size) analizinde tek basamakli ireme (one step growth curve) kullanildi. Bu
amagcla bir gecelik siv1 bakteri kiiltiirinden 100 pL alindi, 5 mL MHB besiyerine ilave
edildi ve log fazin basina gelene kadar beklenildi. Enfeksiyon sikligi (Multiplicity of
Infection= MOI) faj/bakteri orani 0.1 olacak sekilde hazirlandi. Faj ve bakteri karigimi
son hacim 1 mL olacak sekilde hazirland1 ve 15 dak inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda absorbe olmayan fajlar1 uzaklastirma amaciyla 5 000 rpm’de 5 dak santrifiij
edildi. Pelet 1 mL MHB’ta ¢6ziildii, vortexlendi ve 9 mL MHB besiyerine aktarildi.
Inkiibasyon 180 rpm’de 37°C’de calkalayici inkiibasyonda gerceklestirildi. Bu asama
dahil her 15 dakikada bir 100 pL bakteri-faj karisimindan alindi, SM bufferde seri
diliisyonlar yapildi ve ¢ift tabakali agar yontemi ile ekim gerceklestirildi. Petri plaklar
18 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Siire sonunda olusan faj plaklar1 sayildi ve her

zaman biriminde, faj titrasyonu PFU/mL cinsinden hesaplandi.

Sonuglar bir grafik iizerinde yerlestirildi ve fajin ¢ogalma siklusu grafige ¢izildi,
burst size belirlemek igin bir enfeksiyon siklusu sonucu olusan faj sayist enfeksiyon

siklusu bagindaki faj miktarina boliinerek elde edildi (13).
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6. BULGULAR
6.1. Atik Su Orneklerinden Total Aerobik Bakteri Sayim

Atik sulardanseri diliisyonlar hazirlanarak EMB, TSA ve PCA besiyerlerine
yayma ekimler yapilarak 37°C’de inkiibasyona birakildi. Koloni sayimi 24. ve 48. saate
yapildi. Koloni sayis1 igin 25-250 aras1 olan kiiltiirler degerlendirildi (Tablo 3). Ornek 1
Pazarkapi, Atik Su Desarj Merkezi’nden (Ortahisar Belediyesine ait birlestirilmis ham
kanalizasyon suyu, yiizey sulari, mutfak, endiistriyel, oto yikama, vs.) ornek iki ise
Marag Caddesi ve Bahar Sokak, logar suyundan (ham kanalizasyon suyu, yiizey sulari,

mutfak, endiistriyel, oto yikama, vs.) toplandi.

Tablo 3. Atik su 6rneklerindeki total aerobik bakteri sayimi

Besiyeri ve ornekler Bakteri sayis1 (CFU/mL)

EMB 24. saat 48. saat

Ornek 1* 3.3 x10° SKC

Ornek 2** 2.7 x10° 3.4 x108
TSA

Ornek 1* 3.9 x10° 4.4 x10°

Ornek 2** 7.8 x10° 8.7x10°
PCA

Ornek 1* Y 7.4 x106

Ornek 2** Y 1.3 x106

*Ornek 1; Pazarkapt Atik Su Desarj Merkezi, **Ornek 2; Maras
Caddesi ve Bahar Sokak logari SKC; sayilmayacak kadar gok,
Y;sayim yapilmadi.

6.2. Atik Su Orneklerinden Bakteri izolasyonu

Goz karartyla birbirinden farkli koloni morfolojisine sahip olan koloniler se¢ildi,
saflagtirildi ve Gram boyamasi yapildi. Toplam 86 bakteri izole edildi. Bunlardan 68
tanesi Gram negatif basil olarak tamimlandi. izole edilen bakteriler 3 mL LB sivi
besiyerinde bir gece 37°C’de 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda %15 gliserol iginde ile
-80°C’de sakland.
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6.3. Bakteri Suslarinin Tanimlanmasi, Faj Duyarhhiklarimin ve Antibiyotik Direng

Profillerinin Belirlenmesi

Izole edilen 68 Gram negatif basil, konvansiyonel yontemler ile tanimland1 ve
gruplandirildi (Tablo 5). Hazirlanan lizatlar kullanilarak damlatma yontemi ile Gram
negatif bakteriler ile enfeksiyon yapildi (Tablo 4). Faj enfeksiyonlarina duyarli bakteri
suglarinin tanimlanmasi1 otomatize MALDI-TOF cihaz1 ile yapildi ve antibiyotik
duyarliklariPhoenix™ 100cihazi ile saptandi (Tablo 6).

Tablo 4. izole edilen Gram negatif basillerin biyokimyasal test yontemleri ile
tanimlanmalar1 ve faj duyarliliklari

<
z > = N Séu_. Ng i:“ TE_”
= 8 s 3128|2833 |88 |xle|E|3]alx : 5
2 w 5 |¥|S3 g|=lE|55|2|” |38 |T|C = g
z (3 S O—|_~<§I (Dz 5 —
i’ ©¢ E E i
&

1| TATE15 Basil +Y O |- Ho-l -l -] -] - Pseudomonas |+
2 | TATE?27 Basil Yl o |-+ -]-]-]-|-|-]- aeruginosa +
3 SSN 25 Basil +H Y O |-|-|+--]--]-]-]- _
4 SSN 26 Basil H YO |-|-|+-|-]-|-|-|-]- ]
5 | TATE20 Basil H YO |-|-|+-|-|-|-|-|-]- 4]
6 | TATE25 Basil HY O |-+ -|-|-|-]-]-]- N
7 | TATEO1 Basil Y/ I N O B I N
8 | MA-1-04 Basil |+ Y| - |-[-|-|-]-]-]-]-]-]- -]
9 | TATE12 Basil S [V [ NS [ (R [ S N
10 | TATE13 Basil S NS [ [ O ) Pseudamonas spp. E
11| TATE10 Basil +# Y O ||| -] -4 -] .
12 | MA-1-01 Basil |+ Yl O |-|-|-|-|-]-]+-]-]- N
13 | ssN10 Basil +H Y O |-+ -|-]|-+-]|-]- N
14 | TATE1L Basil HY O |-|-]+-|YY+-|-]- |
15 | TATE18 Basil Y O |-+ -]+ -]-]- |
16 | TATE 14 Basil H YO |-+ -|-|-|-|-|-]- |
171 ssNo5 Basil H YO |-+ -|-|-|-|-|-]- |
18 | TATE 23 Basil +H Y O |||+ & -|-|+-|-]- | 4]
19 | TATE28 Basil +HY O |-+ x-|-|+-]|-]|- | 4]
20 | TATE 22 Basil i
21 | TATE 26 Basil _ N

- Acinetobacter lwoffi —
22 | MA-2-05 Basil N R A A A e -
23 | TATE30 Basil s s I I |
24 | MA-1-03 Basil 1 IV S N [ ) S [ ) _ -
25 | MA-1-07 Basil | -|-| Y |[-|-]++ +-]+-]-]- b;ﬂ:ﬁﬁﬂ?gg—s B
26 | MA-1-08 Basil 1V S N [ ) S [ g -
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Tablo 4. (Devam) Izole edilen Gram negatif basillerin biyokimyasal test yontemleri ile
tanimlanmalar1 ve faj duyarliliklari

27 | SSN12 | Kokobasil | -|+| O |-|-|+-|-|-|-|-|-]|- +
28 | SSN15 Basil + Y| OF | -| +|-| -| +|-| # -|-]|- -
29| ssN17 Basil | +| Y| OF |-+ -|-[+-[++-]- N
30 | MA-2-03 Basil + Y| OF | +| +| -| -| +| -| +| +| -] - N
31| MA-1-02 Basil |+ Y - |-|-|-[-[-]-]-]-]-]- N

- Aeromonas spp. —
32 | TATEO06 Basil +H Y O || H || -
33| TATEO7 | Kokobasil | +| Y| OF [ -| + -|-[ -]+ -]-]- -
34| TaTE16 | Basit | +| Y] OF [+ -+ -[-]-]-]-]-]- -
35| sSsN04 | Kokobasil |+ Y] oF |-[-[+-|-[-]+-]-]- -
36 | SSN11 Kokobasil | -| +| OF | -| -| +| +| -| +| +| -| -| +| Klebsiella pnoumonoia | +
37 | TATE29 | Kokobasil | -| +| OF | -| -| +| +| -| +| +| +| - . +
38 | SsN24 Basil | -| +| Y ||+ -|-| Y] -]+ +-]+ Klebsiella spp. - [
39 | SSNoO7 Kokobasil | - | +| Y | -| +| +| +| Y| +| +| +| +| + Klebsiella oxytoca -
40 | ssN18 Basil S I 2 NN N (N 7 I S S e Klebsiella terrigena -
41| ssNo3 Basil | OF | - -+ -+ -]+ # -] - Klebsiella ozaenae +
42 | TATE 19 Basil S|+ OF |+ -+ -| +| -| + + +| + +
43 | SSN 16 Basil S|+ OF | 4| | #| -] +] -] +] +] -| + Enterobacter spp. |
441 SsN14 Basil | -|+ F |+ -]+ -[Y-[++-]+ |+
45 | MA-2-10 Basil -l Y |-|-|-|-]|+ + +|+ -|-| Enterobacter intermedius | -
O ssn1z | masit |+ B || oo Y el |4 o] BEROISE
47| SSN19 | Kokobasil | -|-| O |[-|-|+ + -|-|+-|-]|- -
48 | TATES8 | Kokobasil | -|-| Y | -[-|+ +-|-|+ -|-]|- Proteus mirabilis N
49 | SSN23 | Kokobasil | -|-| Y [-|-| 4+ -|-]+-]-|- N
50 | SSNO09 | Kokobasil | -|-| Y |+ |-+ Y+ + -|-|+ Proteus spp. +
51 | TATEO04 | Kokobasil | -|-| Y | -|-|+ |+ -|+ -|-]|- _ -
52 | mMAa2.08 | Kokopesl |11 v 11+l = =l - Serratia marcescens | —
53 | TATE03 Basil o I 2 N I I A I IS A _ -

- Serratia spp. —
54 | sSN21 Basil | -] OF |+ -+ -| -+ + -|-|+ +
55 | SSN 06 Basil LAY [ - Y] -]+ -
56 | SSN22 Basil | -| + OF |+ + -| -]+ -+ + -]+ E. coli |
57T | MA-2-02 Basil I I I I L B B B I A IR s N
58 | TATE 02 Basil Y - |- H Y] -] -] - -
59 | TATEO05 Basil S I/ AT NN N [ [ (e J ) e S Neiserria spp. N
60 | MA-1-05 Basil |+ Y - |-|-[-|-[Y[Y-]-]-]- N
61 | TATE21 Basil |+ OF |+ -+ +| |+ + -|-| + -
62 | MA-1-06 Basil S|+ OF | 4| | +| +| -| + + -| -]+ Providencia spp. N
63 | MA-2-01 Basil S|+ OF | 4| | +| +| -| + + -| -]+ N
64 | TATE17 Basil +Yl OF | -|-|+-|-]-|=+ - - -
65 | TATE24 | Basil | +| Y] OF || - |+ - -|-| % #| -] - Pasteurellaspp. 1=
66 SSN 20 Kokobasil | -|-| Y |-|-|+ + Y -|-]|-|-|-| Bordotella parapertussis | -
67 | TATE31 | Kokobasil | -| £ - +H -]+ S I N N e Citobacter spp. -
68 SSN 01 Kokobasil | -| +| Y |+ -+ -|VY] -| +| +| -| +| Salmonella (paratyphi A) | -

-; negatif, +; pozitif, +;degisken, O; oksidatif, F; fermentative, OF; oksidadif-fermentatif, Y;yapilmadi
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Tablo 5. Biyokimyasal testlere gore izole edilen tiirlerin dagilimi

Sira Izole edilen Cinsler [zolat say1s1
1 Pseudomonas spp. 19
2 Acinetobacter spp. 8
3 Aeromonas spp. 8
4 Klebsiella spp. 6
5 Enterobacter spp. 5
6 Proteus spp. 4
7 Serratia spp. 4
8 Escherichia spp. 3
9 Neiserria spp. 3
10 Providencia spp. 3
11 Pasteurella spp. 2
12 Bordotella spp. 1
13 Citrobacter spp. 1
14 Salmonella spp. 1

Toplam bakteri sayisi 68
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6.4. Litik Faj Enfeksiyonunun Yapilmasi ve Fajlarin Saflastiriimasi

Faja duyarli bakteriler saptandiktan sonra saf faj elde etmek icin lizattan seri
diliisyon hazirlanarak tam plak enfeksiyonu yapildi. Gozlenen farkli litik plaklar 6ze ile
petriden ayristirildi ve tekrar enfeksiyon yapildi. Enfekte edilen 14 bakteri fajlara
duyarl olarak saptandi ve 14 faj izole edildi (Sekil 5). Faj lizatlar1 4°C'de saklandi.

Sekil 5. Fajlarin plak morfolojileri. A; ¢ssn 03, B; ¢ssn 09-a, C; ¢ssn 11, D; pssn 12-a.
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Sekil 5. (Devam) Fajlarin plak morfolojileri. E; ¢ssn 14-a, F; ¢ssn 16-a, G; $ssn 21, H;
dssn 22-a, I; dptate 13, J;ptate 19-a.
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Sekil 5. (Devam) Fajlarin plak morfolojileri. K; ¢tate 20-a, L; dtate 27-a, M; dtate 28-a,
N; ¢tate 29-a.

6.5. Fajlarin Konak Spektrumunun Belirlenmesi
Fajlar saflagtirildiktan sonra elde edilen lizatlar ile her bir konaga 5 pL lizattan

damlatildi. Litik enfeksiyona duyarli olan ve faj lizat1 damlatilan alanlarda inhibisyon

zonu olusturan konaklar saptanarak fajlarin konak spektrumlari saptandi (Sekil 6).
Fajlarin konak spektrumlar1 Tablo 7°de 6zetlenmistir.
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SSVC22

Sekil 6. Damlatma yontemi ile konaklarin faj lizatlar1 ile enfekte edilmesi. A;
E. asburiae SSN 03, B; E. asburiae SSN 09, C; E. cloacae SSN 21, D; E. coli
SSN 22, E; A. xylosoxidans TATE 13, F; C. youngae SSN 14, 1; ¢ssn 03, 2;
¢ssn 09-a, 3; Pssn 11, 4; ¢ssn 12-a, 5; dpssn 14-a, 6; ¢ssn 16-a, 7; dssn 21, 8;
¢ssn 22-a, 9; Ptate 13, 10; Ptate 19-a, 11; dtate 20-a, 12; Ptate 27-a, 13; Ptate
28-a, 14; {tate 29-a.
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Sekil 6. (Devam) Damlatma yontemi ile konaklarin faj lizatlari ile enfekte edilmesi. G;
C. freundii SSN 16, H; C. freundii SSN 19, I; K. pneumoniae SSN 11, J;
K. pneumoniae TATE 29, K; P. aeruginosa TATE 20, L; P. aeruginosa TATE
27, 1; ¢ssn 03, 2; gssn 09-a, 3; ¢ssn 11, 4; ¢ssn 12-a, 5; ¢ssn 14-a, 6; pssn 16-
a, 7; ¢ssn 21, 8; Pssn 22-a, 9; Ptate 13, 10; Ptate 19-a, 11; Ptate 20-a, 12; Ptate
27-a, 13; Ptate 28-a, 14; Ptate 29-a.
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Sekil 6. (Devam) Damlatma yontemi ile konaklarin faj lizatlar ile enfekte edilmesi. M;
P. aeruginosa TATE 28, N; A. pittii SSN 12, 1; ¢ssn 03, 2; ¢ssn 09-a, 3; dpssn
11, 4; ¢ssn 12-a, 5; ¢pssn 14-a, 6; ¢ssn 16-a, 7; ¢ssn 21, 8; ¢ssn 22-a, 9; Ptate 13,
10; tate 19-a, 11; Ptate 20-a, 12; Ptate 27-a, 13; Ptate 28-a, 14; Ptate 29-a.
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Tablo 7. Fajlarin ¢apraz enfeksiyonu ve konak spektrumlari

ISIABS YBuoy|
131119 apfajus uife

8¢ 31Vl esouibnise
seuowopnasd

/2 31V1 esouipniae
seuowopnasd
02 31V esoulbnise
seuowopnasd
€T 31V.1 SUepIX0sojAX
1910BqOWO0IYoY
¢¢ NSS
1109 BIYoLIayasy
6T 31VL
11puUNaJy 1810eqoal)
9T NSS
11puUNaJy 1810eqoa)
7T NSS
aebunoA Js10eqoai)
¢T NSS
1m1d 18108q0IBUIDY
6 31VL
aeruownaud ejaIsgay
TT NSS
aeluownaud ejja1sgaIy
TZ NSS
9B0e0|d J8)0RgoIauUg
60 NSS
aelINgse Ja10eqolsiug

€0 NSS
aelingse Jaloeqoisiug

Faj

¢ssn 03

¢ssn 09-a
¢ssn 11

dssn 12-a

¢ssn 14-a

¢ssn 16-a
¢ssn 21

dssn 22-a
Ptate 13

dtate 19-a

Ptate 20-a

Ptate 27-a

Ptate 28-a

dtate 29-a

Faj duyarh

1

bakteri

sayisi

-; inhibisyon zonu yok, +; inhibisyon zonu var
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6.6. Fajlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Fajlardan tam plak enfeksiyonu yaparak plak morfolojisi incelendi. Ayrica fajlar

morfolojik  ozelliklerine gore smiflandirilmak amaciyla  gecirimli  elektron
mikroskobunda (TEM) goriintiilendi (Tablo 8 ve Sekil 7).
Tablo 8. Fajlarin morfolojik 6zellikleri
Ba Kuyruk
i . Bradley ’ Y
Faj Adi Familya Biiyiikliigii Uzunlugu
Sinifi
(nm) (nm)
¢ssn 03 Siphoviridae B 59 x 118 112
¢ssn 09-a Siphoviridae B 67 x 100 73
¢ssn 11 Siphoviridae B 53 x 53 170
¢ssn 12-a Siphoviridae B 36 x 45 118
¢ssn 14-a Siphoviridae B 43 x 43 76
¢ssn 16-a Myoviridae A 69 x 100 100
¢ssn 21 Myoviridae A 100 x 117 133
¢ssn 22-a Siphoviridae B 57 x 57 228
Ptate 13 Siphoviridae B 50 x 50 95
dtate 19-a Podoviridae C 92 x 84 31
Ptate 20-a Siphoviridae B 50 x 50 128
Ptate 27-a Siphoviridae B 50 x 50 168
Ptate 28-a Siphoviridae B 58 x 64 186
Ptate 29-a Siphoviridae B 69 x 69 223
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Sekil 7. Fajlarin TEM goriintiileri. A; ¢ssn 03, B; ¢ssn 09-a, C; ¢ssn 12-a, D; ¢ssn 11,
E; ¢ssn 14-3, F; ¢tate 13.
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Sekil 7. (Devam) Fajlarin TEM goriintiileri. G; ¢ssn 16-a, H; ¢ssn 21, I; tate 19-a, J;
Ptate 28-a, K; Ptate 20-a, L; Ptate 27-a.
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Sekil 7. (Devam) Fajlarin TEM goriintiileri. M; ¢gssn 22-a, N; ¢tate 29-a.

6.7. Fajlardan DNA izolasyonu ve Restriksiyon Enzim Analizi

Faj lizatlarindan, yiiksek titrasyon lizat hazirlandiktan sonar fenol-kloroform
yontemi ile DNA izole edildi. Izole edilen DNA’lar gesitli restiriksiyon enzimi ile
reaksiyona birakildi fakat konak hiicrelerde DNA modifikasyonu yiiksek oldugu igin
izole edilen DNA’lar kesilmedi. Bu sorunu ¢6zebilmek i¢in E. coli laboratuvar suslari
14 faj lizat1 ile enfekte edildi. Sonug olarak sadece E.coli C600, Faj ¢ssn 21’ya duyarl
saptandi. Bu sus ile yeniden enfeksiyon yapilarak yiiksek titre faj lizati hazirlandi ve bu
lizattan DNA izole edildi. izole edilen DNA, Aval, BstEll, EcoRI, HindIll, Ncol ve Pstl
enzimleri ile kesildi. Marker olarak Lambda Hindlll, Lamda BstEIl, GelPilot 1kb ladder
kullanildi. Kesilen fragmanlar DNA markerleri ile karsilastirarak DNA biyiikligii
yaklagik 60 kilo baz ¢ifti olarak saptandi (Sekil 8).
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Sekil 8. Faj ¢ssn 21 DNA’sinin restriksiyon enzim analizi. M1; Lamda BstEIl marker,
M2; GelPilot 1kb ladder marker, Ms; Lambda Hindlll marker, 1; kesilmemis
DNA, 2; Hindlll, 3; Aval, 4; Pstl, 5; EcoRl, 6; BstEll, 7; Ncol.

6.8. Fajin Litik Enfeksiyon Siklusu

Faj ¢ssn 21’nin litik enfeksiyon siklusu incelendiginde fajin absorpsiyon igin
gerekli zaman 10 dak (latent periyot), yiikselme periyodu (burst time) 30 dak ve hiicre
basina iiretilen faj partikiil sayis1 (burst size) 20PFU/mL olarak hesapland1 (Sekil 9).

41



10,000,000,000

2 /
E  1,000,000,000
n ;&
LL
S 7
z
=
w
‘= 100,000,000 4
L i
y A

10,000,000 1

0 15 30 45 60 75 90 105 120
Zaman (dakika)

Sekil 9. Faj ¢pssn 21 nin litik enfeksiyon siklusu
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7. TARTISMA ve SONUC

Antibiyotiklerin kesfinden sonra faj terapisi ile ilgili ¢alismalar azalmistir. Yine
de bu konuyla ilgili ¢aligmalar Sovyetler Birligi’nde devam etmis ve giiniimiizde de
Giircistan’da varhigin1 devam ettirmektedir. Antibiyotiklerin kesfinden kisa bir siire
sonra antibiyotiklere karsi direngli bakteriler ortaya ¢ikmustir. Bu nedenle direngli
bakterilere karsi yeni alternatif miicadele yontemlerinin ortaya konulmasi 6nem arz
etmektedir. Antibiyotiklerin kesfi sonras1 geri plana atilan faj terapisi yeni yontemler ve
teknoloji ile birlikte yeniden giindeme gelmis ve boylelikle faj calismalar ile ilgili
aragtirmalar artmaya baslamistir (6, 34). Bu tez c¢alismasinda atik sulardan faj
izolasyonu ve izole edilen fajlarin karakterize edilmesi amaglandi. Boylece bir faj

koleksiyonu olusturarak ileri galismalara temel olusturmasi esas alinmustir.

Atik sular dinamik bir ekolojiye sahip olduklari i¢in, litik fajlarin ve konaklarimin
izole edilebilecegi en iyi kaynaklardir. Bu sekilde konak ile faj es zamanli izole edilmesi
miimkiin olmaktadir. Bu tez ¢calismasinda Haziran 2015 Trabzon ili, Pazarkap1 Atik Su
On Arntma Tesisi ve Kemerkaya Mahallesi Maras Caddesi Bahar Sokagi logar
kapagindan alinan 6rneklerden bakteri ve faj izolasyonu gerceklestirildi. Atik sulardan
bakteri izolasyonu ve total aerobik bakteri sayimi i¢in {i¢ farkli besiyeri (LB agar, EMB
agar ve PCA) kullamldi. Izole edilen bakteriler koloni morfolojisi ve Gram reaksiyonu
yoniinden incelendi. Calismaya sadece Gram negatif bakteriler dahil edildi. Gram
negatif bakterilerin tanimlanmasinda Bergey’s bakteri tanimlama klavuzu esas alinarak
biyokimyasal testler uygulandi (Bkz Tablo 4). Boylece 14 farkli cins (Pseudomonas
spp., Acinetobacter spp., Aeromonas spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus
spp., Serratia spp., Escherichia spp., Neiserria spp., Providencia spp., Pasteurella spp.,
Bordotella spp, Citrobacter spp., Salmonella spp.) tespit edildi. Pseudomonas cinsi
cevresel farkli yerlesimleri olan Gram negatif basil oldugu icin en ¢ok izole edilen

bakteri oldu.

Bu tez calismasi bakteriyofaj izolasyonu odakli odugu i¢in faja duyarli olan
bakteriler ayrildi. Bu galismada toplam 14 faja duyarli bakteri izole edildi. Izole edilen
faja duyarli bakterilerin tanimlanmas1 Farabi Hastanesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda
otomatize MALDI-TOF cihaz: ile yapildi ve antibiyotik duyarliklari Phoenix™ 100

cihazi ile saptandi. P. aeruginosa tiiriinden ii¢ farkli sus, E. asburiae, C. freundii ve
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K. pneumonia tiirlerinden iki farkli sus, E. cloacae, A. pittii, C. youngae, E. coli,
A. xylosoxidans tiirlerinden ise tek bir sus izole edildi ve her birinin farkli faj
duyarliliklar1  tespit edildi. Konaklarin direnglilik  profilleri incelendiginde;
P. aeruginosa 12 antibiyotikten sadece aztreonama orta duyarli, K. pneumonia 18
antibiyotikten sadece ampicilline direngli, A. xylosoxidans 12 antibiyotikten sadece
amikasin orta duyarli iken aztreonam, cefepime, ciprofloxacin, gentamicin ve
netilmicine direngli, A. pittii 10 antibiyotikten sadece ceftazidime orta duyarli, E. coli 18
antibiyotikten amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin, piperacillin, piperacillin/
tazobactam, trimethoprim/sulfamethoxazol direngli, Citrobacter tiirii 17 antibiyotikten
amoxicillin/clavulanic acid ve ampicilline direngli iken C. freundii TATE 19 susunun
piperacilline de direngli oldugu saptandi. Enterobacter tiirii 17 antibiyotikten
amoxicillin/ clavulanic acid ve ampicilline direngli fakat E. asburiae SSN 09 susunun
ek olarak piperacilline direngli ve netilmicine orta duyarli oldugu bulundu. Sundar ve
ark.’lar1 (35) atik sulardan E. coli, Salmonella typhi, P. aeruginosa, Klebsiella sp. ve
Shigella sp. bakterilerini izole etmis ve bu bakterilere karsi da 6zgiin faj izole
etmislerdir. Baska bir ¢aligmada ise atik sudan Tan ve ark.’lar1 (36) E. coli enfekte eden
8 farkli faj izole etmislerdir. Beaudoin ve ark.’lar1 (29) atik sulardan izole ettikleri 12
Gram negatif basilden sadece bir tanesinin, izole ettikleri faja duyarli oldugunu
gozlemlemislerdir. Faja duyarli bu bakteriyi tamimlayarak C. freundii oldugunu
belirlemiglerdir. Kumari ve ark.’lar1 (37) atik sulardan, P. aeruginosa PAO susuna karsi
5 farkli faj izole etmislerdir. He ve ark.’lar1 (38) hastane atik suyundan, E. coli,
C. freundii, E. cloacae ve Shigella sp. suslarina kars1 faj izole etmislerdir. Bu fajlar
Salmonella faji ile karistirarak Enterobacteriaceae ailesinin bakterilerini faj typing

yontemi ile tanimlamada kullanmislardir.

Dar spekturumlu fajlar hedef bakterileri fazla olmadigindan faj terapisi i¢in uygun
degildirler. Ayn1 tiirde veya birka¢ cins bakteriyi enfekte eden fajlar, faj terapisi igin
hazirlanan faj kokteyili i¢in daha uygundur (39). Bu tez ¢alismasinda izole edilen
fajlarin konak spekturumunun belirlenmesi amaciyla faj lizatlart ile izole edilen

bakterilerle damlatma y6ntemi ile enfeksiyon yapildi.

Faj ¢ssn 09-a, ¢ssn 14-a ve ¢ssn 22-a dar spekturumlu faj olarak saptandi ve
sadece bir bakteri susunu enfekte ettikleri tespit edildi. Bu fajlar sirasiyla E. asburiae
SSN 09, C. youngae SSN 14 ve E. coli SSN 22 suslarin1 enfekte etmislerdir.
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Iki konaga enfekte edebilen fajlar ise, K. pneumonia SSN 11 ve A. pittii SSN 12
suslarin1 enfekte eden ¢ssn 11, A. xylosoxidans TATE 13 ve P. aeruginosa TATE 28
suslarin1 enfekte eden ¢tate 13, C. freundii TATE 19 ve P. aeruginosa TATE 27
suglarin1 enfekte eden ¢tate 19-a ve K. pneumonia TATE 29 ve P. aeruginosa TATE 27

suslarin1 enfekte eden ¢tate 29-a fajlar1 olarak belirlendi.

Uc konaga enfekte edebilen fajlarin ise, ¢ssn 16-a, K. pneumonia TATE 29,
C. freundii SSN 16 ve C. freundii TATE 19 suslarini; ¢ssn 21, E. coli C600, E. cloacae
SSN 21 ve E. asburiae SSN 09 suslarin1 ve ¢tate 27-a’nin ii¢ P. aeruginosa tiirlinii
enfekte eden fajlar oldugu belirlendi.

Faj ¢ssn 03, pssn 12-a, Ptate 20-a ve Ptate 28-a fajlarinin genis spekturumlu fajlar
oldugu saptandi. Her biri 4 farkli konagi enfekte etmektedir. Faj ¢ssn 03
E. asburiae SSN 03, E. cloacae SSN 21, K. pneumonia TATE 29 ve A. pittii SSN 12
suslarini, ¢pssn 12-a, K. pneumonia TATE 29, A. pittii SSN 12, C. freundii SSN 16 ve
E. coli SSN 22 suslarim1 enfekte etmektedir. Faj ¢ptate 20-a ise K. pneumonia TATE 29
ve lg¢ farkli P. aeruginosa suslarmi enfekte etmektedir. Faj ¢tate 28-a ise

A. pittii SSN 12 ve ii¢ farkli P.aeruginosa suslarini enfekte etmektedir.

Jensen ve ark.’larmin (40) yaptigi ¢alismada atik sulardan izole ettikleri dort fajin,
Sphaerotilus natans ATCC 13338, P. aeruginosa PAO303 ve P. aeruginosa OT684
suslarin1 enfekte ettigini ancak E. coli AB1157 susunun dort faja da direngli oldugunu
tespit etmislerdir. Malki ve ark.’lar1 (41), Michigan Goliinden izole ettikleri dort farkli
fajin, P. aeruginosa ATCC 15692, E. coli ATCC 8739, Arthrobacter sp.,
Chryseobacterium sp. ve Microbacterium sp. enfekte ederek ¢ok genis spekturumlu
fajlar olduklarin1 gostermislerdir. Bielke ve ark.’lar1 (42), atik sudan izole ettikleri WHR
fajinin spekturumunu belirlemek i¢in Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Kluyvera ve
Salmonella bakterileri konak olarak kullanmislar ve izole ettikleri fajin bunlardan
Klebsiella oxytoca ve sekiz farkli Salmonella tiirtinii enfekte edebilmistir. Pereira ve
ark.’lar1 (43) Aveiro sehri atik su merkezinden tii¢ farkli faj izole etmislerdir. Bu fajlara
kars1 konak olarak 6nceden izole ettikleri E. cloacae susunu kullanmiglardir. Bu fajlarin
konak spektorumunu incelemek igin 47 farkl tiir tizerinde ¢alismislar ve izole ettikleri
faj E-2’nin, S. enteriditis CVA, E. coli ATCC 13706, E. coli AN19, E. coli BM62,
Shigella flexneri DSM 4782, C. freundii 6F, C. freundii 101 ve Proteus mirabilis
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suslarin1 enfekte ettigini gostermislerdir. E-3 faji, S. typhimurium ATCC 14028,
S. enteriditis CVA, S. enteriditis CVE, E. coli AN19, E. coli AC5, E. coli AJ23,
S. flexneri DSM 4782, P. mirabilis suslarin1 enfekte edebilmistir. E-4 faji,
S. typhimurium ATCC 14028, S. enteriditis CVA, E. coli ATCC 13706, E. coli AN19
ve S. flexneri DSM 4782 suslarin1 enfekte edebilmistir.

Bir ¢alismada fajlar1 birbirinden ayirt etmek igin morfolojik o6zelliklerinden
yararlanildi. Bunun i¢in fajlar elektron mikroskobu ile analiz edildi. Boylece fajlarin
kuyruklu, kuyruksuz, kasilabilen kuyruk, filamentoz faj tipi oldugu belirlendi. Fajlarin
cogunun Sphoviridae familyasinda yer aldigi ve %96’sinin kuyruga sahip oldugu
gozlendi (11). Bu tez ¢alismasinda da izole edilen 14 kuyruklu fajin, 11’1 Sphoviridae,
ikisi Myoviridae ve bir tanesi Podoviridae familyasma aittir. izole edilen 14 fajmn bas ve

kuyruk biiyiikliikleri birbirinden farklidir.

Faj ¢ssn 03, Siphoviridae familyasina ait bir fajdir. Bag biiytikligi 59 x 118 nm
ve kuyruk uzunlugu 112 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina gére B siifinda
yer almaktadir. Bu faj, E. asburiae SSN 03, E. cloacae SSN 21, K. pneumonia TATE
29 ve A. pittii SSN 12 suslarin1 enfekte etmistir.

Faj ¢ssn 09-a, Siphoviridae familyasina ait bir fajdir. Bas biiyiikligi 67 x 100 nm
ve kuyruk uzunlugu 73 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina gore B sinifinda

yer almaktadir. Bu faj sadece E. asburiae SSN 09 susunu enfekte etmistir.

Faj ¢ssn 11, Siphoviridae familyasina ait bir fajdir. Bas biyiikliigii 53 nm ve
kuyruk uzunlugu 170 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina gére B sinifinda yer

almaktadir. Bu faj K. pneumonia SSN 11 ve A. pittii SSN 12 suslarin1 enfekte etmistir.

Faj ¢ssn 12-a, Siphoviridae familyasina ait bir fajdir. Bas biyiikliigi 36 x 45 nm
ve kuyruk uzunlugu 118 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina goére B sinifinda
yer almaktadir. Bu faj K. pneumonia TATE 29, A. pittii SSN 12, C. freundii SSN 16 ve
E. coli SSN 22 suslarini1 enfekte etmistir.

Faj ¢ssn 14-a, Siphoviridae familyasina ait bir fajdir. Bas biyiikliigii 43 nm ve
kuyruk uzunlugu 76 nm olarak saptandi. Bradly simiflandirmasina gére B sinifinda yer

almaktadir. Bu faj sadece C. youngae SSN 14 susunu enfekte etmistir.
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Faj ¢ssn 16-a, Myoviridae familyasina ait bir fajdir. Bas biiyiikligi 69 x 100 nm
ve kuyruk uzunlugu 100 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina gore A smifinda
yer almaktadir. Bu faj K. pneumonia TATE 29,C. freundii SSN 16 ve C. freundii TATE

19 suslarii enfekte etmistir.

Faj ¢ssn 21, Myoviridae familyasina ait bir fajdir. Bas biiyikligi 100 x 117 nm
ve kuyruk uzunlugu 133 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina gore A smifinda
yer almaktadir. Bu faj E. coli C600, E. cloacae SSN 21 ve E. ashburiae SSN 09 suslarini
enfekte etmistir.

Faj ¢ssn 22-a, Siphoviridae familyasina ait bir fajdir. Bas blyikligii 57 nm ve
kuyruk uzunlugu 228 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina gére B sinifinda yer

almaktadir. Bu faj sadece E. coli SSN 22 susunu enfekte etmistir.

Faj ¢tate 13, Siphoviridae familyasinda yer almaktadir bas biytikligii 50 nm ve
kuyruk uzunlugu ise 95 nm olarak saptandi. Bradly simiflandirmasina gore B sinifinda
yer almaktadir. Bu faj A. xylosoxidans TATE 13 ve P. aeruginosa TATE 28 suslarini

enfekte etmistir.

Faj ¢tate 19-a, Podoviridae familyasina ait bir fajdir. Bas biyiikligii 92 x 84 nm
ve kuyruk uzunlugu 31 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina gére C smifinda
yer almaktadir. Bu faj C. freundii TATE 19 ve P. aeruginosa TATE 27 suslarin1 enfekte

etmistir.

Faj ¢tate 20-a, Siphoviridae familyasinda yer almaktadir. Bas biiytikligii 50 nm
ve kuyruk uzunlugu ise 128 nm olarak saptandi. Bradly smiflandirmasina gore B
smifinda yer almaktadir. Bu faj K. pneumonia TATE 29 ve izole edilen ii¢ farkli P.

aeruginosa tiirlerini enfekte etmistir.

Faj ¢tate 27-a, Siphoviridae familyasinda yer almaktadir. Bas biiytikligii 50 nm
ve kuyruk uzunlugu ise 168 nm olarak saptandi. Bradly smiflandirmasina gore B
smifinda yer almaktadir. Bu faj izole edilen ti¢ farkli P. aeruginosa tiiriinii enfekte

etmistir.

Faj ¢tate 28-a, Siphoviridae familyasinda yer almaktadir. Bag biiytikliigii 58 x 64

nm ve kuyruk uzunlugu ise 186 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina gére B
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smifinda yer almaktadir. Bu faj A. pittii SSN 12 ve ti¢ farkli P. aeruginosa tiirlerini

enfekte etmistir.

Faj dtate 29-a, Siphoviridae familyasinda yer almaktadir. Bas biyiikligii 69 nm
ve kuyruk uzunlugu ise 223 nm olarak saptandi. Bradly siniflandirmasina goére B
smifinda yer almaktadir. Bu faj, K. pneumonia TATE 29 ve P. aeruginosa TATE 27

suslarini enfekte etmistir.

Wittmann ve ark.’lar1 (44) Achromobacter tiirlerine karst Almanya’nin farkli atik
su kaynaklarindan 35 faj izole etmislerdir. Bunlardan 31’1 farkli konak sepekturumu
gostermistir. Bu fajlarm, Siphoviridae, Myoviridae ve Podoviridae familyasina ait
olduklar1 tespit edilmistir. Bu fajlarin bas biiytlikliikleri 57 nm’den 135 nm’e kadar
degisken, kuyruk uzunlugu ise 22 nm’den 303 nm’e kadar degisen uzunlukta

saptanmigtir.

Zaika ve ark.’lart (45) atik sudan E. aerogenes’e karsi ii¢ farkli faj izole
etmislerdir. Bunlardan N1 fajin1 Siphoviridae, N2 fajin1 Myoviridae familyasina dahil

etmiglerdir. N4 fajini ise kiiresel kuyruksuz 46-48 nm olarak belirtmislerdir.

Zhao ve ark.’lar1 (46) idrar 6rneginden izole ettikleri C. freundii P10159 konak
olarak kullanarak Tianjin sehrinin atik suyundan bu bakteriye kars1 faj izole etmislerdir.
Bu faj Podoviridae familyasina ait bir fajdir. Bas biiyiikligii 50 nm ve kuyruk uzunlugu
ise 12 nm olarak saptanmistir. Bu faj 2 farkli C. freundii susunu enfekte edebildigi tespit

edilmisgtir.

Loessner ve ark.’lar1 (47) gesitli kaynaklardan izole ettikleri E. cloacea suslarina
kars1 atik sulardan izole ettikleri 9 farkli faji kullanmuslardir. Bu fajlarin, Siphoviridae,
Myoviridae ve Podoviridae familyasinda olduklari gosterilmistir. Bu fajlarin bas
biiyiikliikleri 65 nm’den 113 nm’e kadar degisken, kuyruk uzunlugu ise 12 nm’den 225

nm’e kadar degisen uzunlukta saptanmistir.

Jin ve ark.’lar1 (48) Acinetobacter baumannii’e karsi izole ettikleri ZZ1 fajim
karakterize etmislerdir. Bu faj li¢ farkli A. baumannii susunu enfekte etmistir. Bu fajin
120 nm uzunlugunda kasilabilen kuyruga sahip oldugu tespit edilmis ve Myoviridae
familyasinda guruplandirilmistir. Bu fajin DNA biiyiikligii 166 kbp olarak saptanmustir.
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Ceyssens (49) yaptig1 tez ¢alismasinda farkli kaynaklardan izole ettigi bakteri ve
fajlar1 morfolojik agidan incelerken, bu fajlar1 Siphoviridae, Myoviridae ve Podoviridae
familyasinda olduklarmi tespit etmislerdir. izole ettikleri 28 fajdan sadece 15 tanesinin
morfolojik 6zellikleri belirlenmigtir. Bu fajlarin bas biiyiikliikleri 62 nm’den 76 nm’e
kadar degisken, kuyruk uzunlugu ise 10 nm’den 210 nm’e kadar degisen uzunlukta

saptanmistir.

Szeloch ve ark.’lar1 (50) ¢esitli su kaynaklarindan 32 faj izole etmislerdir. Bu
fajlarin  hepsi K. pneumonia tiiriinii enfekte etmistir. Bu fajlardan sekiz tanesi
Myoviridae, 16 tanesi Podoviridae ve sekiz tanesi Siphoviridae familyasina ait olduklari
saptanmustir. Izole ettikleri Myoviridae familyasindaki fajlarin burst biiyiikliikleri
yaklasik 10-15 PFU/mL iken Siphoviridae ve Podoviridae familyasindaki fajlarin burst
sizelar1 50-60 PFU/mL olarak saptanmustir.

Mishra ve ark.’lar1 (51) atik sudan izole ettikleri F20 fajin1 E. aerogenes ATCC
13048’i enfekte ettigi belirtilmektedir. Bu faj 10 farkli bakteri cinsi iizerine enfeksiyon
yapabildigi halde sadece E. aerogenes tiiriinden 2 farkli susu enfekte edebilmistir. Bu
faj Siphoviridae familyasina ait bir fajdir ve DNA biytkligi 51.5 kbp olarak
hesaplanmistir. Bu fajin latent dénemi 35 dak burst time’i 90 dak ve burst size’i 72

PFU/mL olarak bulunmustur.

Bagka bir ¢alismada Fan ve ark.’lar1 (52) hastane atik suyundan izole ettikleri
genis spekturumlu faj E12P1, izole edilen 30 hastane E. coli susundan 18 susu enfekte
etmistir. Bu faj Myoviridae familyasina ait bir fajdir. Bu fajin latent periyodu 30 dak,
burst time 20 dak ve burst size 43 PFU/mL olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismada faj
E12P1 DNA’s1 EcoR | enzimi ile kesim reaksiyonuna birakilmig fakat herhangi bir
kesim elde edilememistir ve DNA biiyiikliigii tespit edilememistir.

Letarova ve ark.’lar1 (53) yaptiklar1 ¢alismada, E. coli C600 susunu konak olarak
kullanarak at digkisindan 9g fajin1 izole etmislerdir. Bu faj Siphoviridae familyasina
dahil edilmistir ve bas biiylikligli 62 x 76 nm, kuyruk biiyiikliigii ise 185 nm olarak
Olciilmiistiir. Fajin DNA biiyiikligli 56.7 kbp olarak hesaplanmistir. Bu fajin latent
periyodu 90 dak ve burst size 400 PFU/mL olarak saptanmustir.

Bu tez ¢alismasinda faj ¢ssn 21°nin DNA kesimi basari ile yapildigi i¢in fajin litik
enfeksiyon siklusu saptandi. Faj ¢ssn 21 latent periyotu 10 dak, burst zamaninin 30 dak
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ve burst biiyiikligii 20 PFU/mL olarak tespit edildi. DNA biiyiikliigii yaklasik 60 kbp
olarak hesaplandi. Bu faj konak spekturumu olarak E. coli C600, E. cloacae ve izole
edilen iki E. asburiae susundan sadece bir tanesini enfekte edebilmistir. Morfolojik
incelemesinde bu fajin Myoviridae familyasina ait oldugu ve bas biyiikliigiiniin

100 x 117 nm, kuyruk biiytikligi ise 133 nm olarak saptandi.

Bu ¢alismada elde edilen bulgular literatiirdeki benzer ¢alismalarda rapor edilen
litik faj tiirlerinin insidansi, konak spektrumu ve morfolojik ozellikleri ile benzerlik
gostermekle birlikte, genetik yapilari, konak spektrumlari ve tasidiklar1 genler yoniinden
farkli ve literatiir i¢in yeni fajlardir. Bu fajlarin genetik olarak karakterize edilerek
molekiiler biyolojide, gida endiistrisinde ve faj terapi amagh kullanim

potansiyellerininin arastirilmasi 6nem arz etmektedir.
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8. SONUC ve ONERILER

1. Bu c¢alisma, Karadeniz Teknik Universitersi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen TYL-2015-5287 sayili BAP06 projesi
destegi ile Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’'nda gerceklestirilmistir. Bu proje
kapsaminda atik sulardan toplam 68 Gram negatif bakteri izole edilmis ve bunlardan
14’ niin aym sulardan izole edilmis fajlara duyarli olduklar tespit edilmisliktir. Her

bir bakterinin bir veya birden fazla faja duyarlilik gosterdigi saptanmustir.

2. Izole edilen bakterilerin  tamimlanmasi  Farabi Hastanesi ~Mikrobiyoloji
laboratuvarinda otomatize MALDI-TOF cihazi ile yapild1 ve antibiyotik duyarliklar
Phoenix™ 100 cihaz1 ile saptandi. izole edilen bakteriler E. asburiae, E. cloacae,
K. pneumoniae, A. pittii, C. youngae, C. freundii, E. coli, A. xylosoxidans ve
P. aeruginosa olarak tanimlandi. P.aeruginosa tiirtinden ii¢ farkl: sus, E. asburiae, C.
freundii ve K. pneumonia tiirlerinden iki farkl sus izole edildi ve her bir susun farkli
faj duyarlih@g gostermektedir. Izole edilen iki E. asburiae susu netilmisine, izole
edilen iki C. freundii susu piperacillin/tazobactama kars1 farkli duyarlik profili
gostermistir fakat iki K. pneumoniae ve ii¢ P.aeruginosa tiirlinde antibiyotik
duyarliklar1 ayni oldugu icin farkli sus olduklar1 bu yoniiyle ispat edilemedi. Aym
tirden olan bakterilerin farkli sus olduklarin1 gostermek ig¢in 16s rDNA dizi

analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

3. izole edilen bakterilere karsi toplam 14 faj izole edildi bu fajlarm konak
spekturumunu belirlemek amaciyla izole edilen bakteriler konak olarak kullanildi.
Izole edilen fajlarin konak spekturumu birbirinden farkli profil gostermektedir. Bazi
fajlar sadece tek konagi enfekte ederken bazilari da iki, li¢ ve dort konagi enfekte

etmektedir.

4. Izole edilen fajlarin birbirinden farkli olduklarini kamitlamak amaciyla fajlar
morfolojik yoniiyle analiz edildi. Karadeniz Teknik Universitersi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dalinda bulunan gecirimli elektron mikroskopta (TEM) fajlar
goriintiilendi. Bu fajlar Bradley smiflandirmasina gére A, B ve C tiplerinde
smiflandirildi. On bir faj Sphoviridae, iki faj Myoviridae ve bir faj Podoviridae

familyasina ait olduklar1 goriildii.
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5. Aym1 familyada goriintiilenen fajlar birbirinden farkli olduklarmi kanitlamak
amaciyla restriksiyon enzim analizi yapildi. Fakat fajlardan izole edilen DNA’lar
yiiksek bir diizeyde konaklar1 tarafindan modifiye edildikleri i¢in ¢ok sayida
restriksiyon enzimleri ile reaksiyona birakildigi halde kesim islemi basariyla
gerceklesmedi. Bu sorunu ¢ozmek amaciyla DNA modifikasyonu geni mutasyona
ugratilmis E. coli C600 laboratuvar susu bu fajlar i¢in konak olarak kullanildi.
Bunlardan sadece ¢ssn 21 faji E .coli C600 ’u basarili bir sekilde enfekte ederek
yiiksek titrasyonda faj partikiilii olusturdu. Faj DNA’s1 izole edilerek Aval, BstEll,
EcoRlI, Hindlll, Ncol ve Pstl enzimleri ile kesildi. Bu kesim sonucunda faj ¢ssn 21
genomunun cift zincirli, yaklasik 60 kbp biiyiikligiinde oldugu saptandi. Diger
fajlarin DNA biyiikliigii ve profilini acgiga ¢ikartmak icin DNA modifikasyonu
yapmayan suslar ile enfeksiyonunun yapilmasi ve ondan sonra restriksiyon enzim

analizinin yapilmasi gerekmektedir.

6. Faj ¢ssn 21, E. coli C600, E. cloacae SSN 21 ve E asburiae SSN 09 suslarini enfekte
eden genis spekturumlu bir fajdir. Bu fajin spekturum genisligini saptamak icin
Enterobacter ve Escherichia cinslerinin  klinik suslart ile test edilmesi

Onerilmektedir.

7. Faj ¢ssn 21, morfolojik agidan Myoviridae familyasinda yer almaktadir.
Ikozohederal basi 100 x 117 nm biiyiikliigiinde ve kasilabilen kuyrugu 133 nm

uzunlugundadir.

8. Faj ¢ssn 21’'nin DNA profili belirlendigi i¢in bu fajin litik enfeksiyon siklusu
incelendi. Bu fajin latent periyodu 10 dak, burst time 30 dak ve burst size’1 20
PFU/mL olarak saptandi. Hiicre basina tiretilen faj partikiil sayis1 enfekte ettigi farkl
konaklarda da Olgiilmesi onerilir. Konak degisikligi fajin litik enfeksiyon siklusu
degerlerini degistirebilir. Ayrica fajlarin bakterileri parcalama zamani (lysis time)
kisa oldugunda burst buyuklukleri de diisiikk olabilir. Gallet ve ark.’lar1 yaptiklari
calismada elde ettikleri en diisiik burst size’1 yaklasik 10 PFU/mL olarak saptamistir
(54).

9. Izole edilen fajlarin biyolojik yéniinden daha detayli incelenmesi gerektirmektedir.
Boylece ilerdeki caligmalar i¢in faj terapiye uygun fajlar olup olmadigini tespit

ederek, faj terapi ¢alismalari i¢in kullanilabilinir.
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10. Dr. Alexander Sulakvelidze’nin (Intralytix firmasi yoneticilerinden) ifadesiyle;
"Yarim ylizyillik antibiyotik kullaniminin bizlere 6grettigi bir sey var: Bakterilere
kars1 savas kazanmanin gergekten ¢ok zor oldugu. Ancak fajlarla, ekolojik dengeyi

kendi yararimiza dondiirmeyi deneyebiliriz.”(55).
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