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1 GIRIS

1.1 Genel Bilgiler

Antibiyotik  direngli bakterilerden kaynaklanan enfeksiyon hastaliklar
giiniimiizde ciddi problemlere neden olmaktadir. (Moellering 2012). Son zamanlarda
antibiyotik direngli bakteri suslarindaki artis enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
ciddi bir tehdit olusturmustur. Staphylococcus aureus suslarina karsi ilag direnci,
ozellikle gelismis iilkelerin hastanelerinde biiyiik bir sorun olusturmaktadir. ABD
Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezi (CDC)’nin tahminlerine goére her yil
nozokomiyal kaynakli 80.000 hastanin metisilin direngli S. aureus (MRSA) ile enfekte
oldugu belirtilmektedir. Bu durum antibiyotiklere alternatif tedavi yontemleri veya
stratejileri gelistirmenin 6nemini gostermektedir. Litik bakteriyofajlar, antibiyotik
direngli S. aureus’un olusturdugu enfeksiyon hastaliklari i¢in potansiyel bir tedavi
secenegi olup, dogal olarak S. aureus suslarini enfekte ederek yok etmektedir
(Kvachadze et al. 2011).

Antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir.
Fakat bakteriler her gecen giin antibiyotiklere kars1 direng kazanmaktadir. Tedavide
son care olarak uygulanan antibiyotiklerin sonu¢ vermedigi giiniimiizde, tip diinyasi
farkli tedavi arayislar igerisine girmistir. Bu arayisa, bakteri tiirlerine 6zgili olan ve
bakterileri yok eden bakteriyofajlar, tedavide onemli bir cevap olarak karsimiza
cikmaktadir (Kutateladze & Adamia 2010).

Enfeksiyon hastaliklarina kars1 yeni antibiyotiklerin bulunmasinda, siire ve
maliyet agisindan ortaya ¢ikan giigliikler nedeniyle, bakteriyofaj terapi ¢alismalari
giniimiizde tekrar giindeme gelmistir. Enfeksiyon etkenlerinin bakteriyofajlar ile
ortadan kaldirilmas: islemi (“faj terapi”) glinimiizde yeniden O6nem kazanmistir
(Weber-Dabrowska et al. 2006).

Bakteriyofajlar 19. yiizyilin ilk c¢eyreginde tanimlanmis ve bakteriyel
calismalarin baslamasindan sonra bakteri yiyen viriis olarak literatiire girmistir

(Summers et al. 2001; Briissow 2005).



Bakteriyofajlar, bakterilerin yasadigi ortamlarda, toprakta, cevresel atik
sularinda, insan ve hayvan viicutlarinda, yiyeceklerde ve her yerde bulunabilirler
(Dabrowska et al. 2005; Ashelford et al. 2003). Bakteriyofajlar, bakterilerin % 4 — 50
‘sini enfekte ederek biyosferdeki jeokimyasal dongiiniin 6nemli bir faktori olarak
gorev almaktadir (Suttle 2005). Bakteriyofajlar yaklasik pH 1.3 degerinde ve 95 °C’ye
kadar yiiksek sicakliklara dayanabilmektedir. Ayrica bakteriyofajlarin yiiksek oranda
bakteri spesifik Ozellikleri, toksik olmamalar1 ve biyofilm olusumunda bir ¢ok

mikroorganizmayi kontrol ettikleri bildirilmistir (Kudva et al. 1999).

In vitro yapilan arastirmalarda fajlarin; bakteri popiilasyonlarini azalttigini,
bakteriyel biyofilmleri ¢ozdiigii gorilmistiir (Alves et al. 2014). Ayrica bocek ve
farelerde in vivo yapilan g¢alismalar fajlarin enfeksiyon tedavisinde enfeksiyon
oraninin azalmasina neden oldugunu gostermistir (Khawaldeh et al. 2011; Morello et
al. 2011).

Enfeksiyon hastaliklarinda 6nemli bir patojen olan Staphylococcus aureus, basit
apseden, pndmoni, mastit, menenjit, endokardit ve sepsise kadar degisen spektrumda
cok farkli hastaliklara neden olmaktadir. Enfeksiyon etkeninin metisiline direngli S.
aureus (MRSA) olmasi durumunda, tedavi ile eradike olmadigi bildirilmistir. Bu
nedenle bakteriyofaj tedavisi, MRSA olmak tizere S. aureus enfeksiyonlari igin tekrar
alternatif olarak giindeme gelmistir (Mann 2008). Myoviridae ailesine ait
bakteriyofajlar, stafilokok tedavisinde olduk¢a 6nemlidir. (Kwiatek et al. 2012). Faj
tedavisinde bakteriyofajin sadece enfekte ettigi bakteriye olan spesifikligi, tedavide

¢ok 6nemli bir avantaj olarak goriilmektedir (Miedzybrodzki et al. 2007)

1.2 Bakteriyofajlar ve Faj Tedavisinin Tarihcesi

Pasteur Enstitiisiinde ¢alisan Felix d'Herelle, 1916 yilinda dizanteri hastalarinin
gaitasindan anti-Shiga etkenini ayirarak hastaliga neden olan bakterinin igerisine
yerlestirmistir. Dizanteri basilini yok eden bu viriisii kesfettigini agiklamis ve onu
"bakteriyofaj" seklinde tanimlamistir (d’Herelle 1917). Bakteriyofaj terapisi, ilk kez

1919 yilinda agir bir dizanteri hastasinda Felix d’Herelle tarafindan denenmistir



(O’Flaherty et al. 2009). 19. yiizyilin ilk ¢geyreginde tanimlanan bakteriyofajlar, bakteri
yiyen virlis olarak literatiire girmistir. 1940’1 yillarda antibiyotigin kesfi ile
popiilerligini yitiren bakteriyofajlar genis etki gostermesi, kolay ve ucuz yolla
iiretilebilmesi, faj terapisi alaninda uygulanabilir olmasi gibi avantajlarim1 fark eden

bat1 diinyasinda popiilerlik kazanmaya baglamistir (Summers 2001).

Bakteriyofajlar 1923 yilinda kurulan Giircistan’in Tiflis sehrinde George Elieva
Enstitiisiinde bir¢ok hastaligin tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde
Ozellikle de antibiyotik diren¢li mikroorganizmalara kars1 bakteriyofaj arastirmalarina

yeniden bir yonelim olmustur (Kutateladze ve Adamia 2010).

Akintili ve agrili cilt yanigi iizerinde stafilokokkal faj kullanilmas: ile bakteri
sayisinin azaltilmasi bakteriyofajlarin teropatik kullanimlari ile ilgili ilk bilimsel
rapordur. Bu rapor 1921 yilinda Bruynoghe ve Maisin (Lavigne & Robben 2012)
tarafindan Leuven’de yaymlanmistir. Bu gelismenin sonrasinda Eli Lilly & Co, Squibb
& Sons, Parke-Davies, Swan-Myers ve Abbott laboratuvarlari bir¢ok farkli formlarda
insanlarda terapi amagli faj preparatlari hazirlamiglardir (Sulakvelidze ve Morris 2001;
Summers 2001).Giiniimiizde bakteriyofaj alaninda biiyiik ¢apli projeler yapilmaktadir.
Avrupa’nin Belgika, Fransa ve Isvigre sehirlerinde yapilan Phagoburn projesi insanlar

tizerinde faz 1 ve faz Il ¢aligmalari ile devam etmektedir (Phagoburn 2013).

1.3 Bakteriyofajlarin Onemi

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan antibiyotiklerin, metisiline direngli S. aureus
(MRSA) suslar1 basta olmak {izere, bir cok ilaca direngli enfeksiyon etkenleri
tizerindeki etkisinin azaldigim1 ve raporlarda bakterinin hizla direng kazandigi
bildirilmektedir. Son yillarda, yeni antibiyotik gelistirme ¢alismalarinin yetersizligi
nedeniyle, patojen bakterilere spesifik bakteriyofajlarin kullanilabilecegi tedavi
yontemleri giindeme gelmis, faj tedavisi S. aureus enfeksiyonlar1 agisindan oldukga
onem kazanmistir (WHO 2011) . Faj terapisinde, fajin sadece enfekte ettigi bakteriye
olan 6zgiilliigliniin, yan etkisinin olmamas1 agisindan ¢ok onemli bir avantaj olarak

goriilmesine karsin, fajin tiir diizeyinde konak litik spektrumunun Sinirli olmasi



dezavantajdir (Miedzybrodzki et al. 2007). Dolayisiyla konak spektrumu genis olan
fajlarin  bulunmasi1 faj terapisinin etkinligi bakimindan Onem tagimaktadir.
Bakteriyofajlarin antibiyotiklere kars1 bir¢ok avantaji vardir (Loc-Carrillo ve Abedon
2011). Ornegin bakteriyofaj normal mikrofloray: etkilemeden sadece hedef bakteri

hiicrelerine kars1 etki gosterir (Kutateladze ve Adamia 2010).

Metisilin direngli S. aureus (MRSA) kaynakli enfeksiyonlarda antibiyotik
kullanilarak yapilan tedavi maliyetinin, bakteriyofaj tedavisinden ¢ok daha fazla
oldugu bildirilmistir. Polonya’daki bir bakteriyofaj tedavi merkezinin yaptig1 hesaba
gore bakteriyofaj tedavisinin antibiyotik tedavisinden daha az maliyetli oldugu

belirlenmistir (Miedzybrodzki et al. 2007).

Molekiiler biyolojinin ilk basamaklarint olusturan genetik kodlarin
tanimlanmas1 ve DNA’nin genetik bir materyal olarak kabul edilmesi gibi bir¢ok bulus

bakteriyofajlarla yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilmistir (Cairns et al. 1966) .

1.4 Bakteriyofajlarin Morfolojisi ve Siniflandirilmalar:

Bakteriyofajlarin biyosferde ¢ok farkl tiirleri bulunmaktadir. Bu nedenle genom
farkliliklar1 bulunmaktadir. Yaklasik 500 kilobaz biiyiikliige kadar bakteriyofaj
genomu bulunmaktadir. Bu genom biiyiikliigii bir bakteri genom uzunluguna yakindir.
Bakteriyofajlarin hayati fonksiyonlarini gerceklestirebilecek kendilerine ait hiicresel

mekanizmalar1 olmadigindan zorunlu hiicre i¢i parazitleridir (Guttman et al. 2005).

Bakteriyofajlarin %95’ den fazlasi Caudovirales takimi olup kuyruklu ve dsSDNA
yapisindadir. Caudovirales cinsi, Siphoviridae, Myoviridae ve Podoviridae olmak
tizere 3 aileye ayrilmistir. Bakteriyofajlarin %60’mnin olusturdugu uzun ve esnek
kuyruklu Siphoviridae, %25’nin olusturdugu ¢ift kathh kisalabilir kuyruklu
Myoviridae, %15’ ise kalin ve kisa kuyruklu Podoviridae ailesidir (Sekil 1.1)
(Ackermann 2007).

Gilinlimiize kadar ise yaklasik 5100 bakteriyofaj dort yapisal gruba ayrilarak 1

takim, 17 aile ve 31 cins olarak karakterize edilmistir. Bradley ve Ackermann



siiflamalarinda kiibik, filament6z ve pleomorfik grupta yer alan bakyeriyofaj sayist
yaklasik 180 olup 10 kiiciik aile iginde yeralmistir. (Ackermann 2001; Ackermann
2007; Ackermann 2009).

Caudovirales Tailed phage

Myoviridae
[ (Contractile
tail)

Siphoviridae
[ (mon-contractile
flexible tail)

A phage

7
phage

Sekil 1.1 Caudovirales Takimina Ait U¢ Ailenin Basit Morfolojisi

(http://lwww.protein.osaka-u.ac.jp/rcsfp/supracryst/vsrf/virus.img/phage.qgif sitesinden modifiye

edilmistir.)

Bakteriyofajlar tasidiklar1 niikleik asit tipine ve morfolojik yapilarina gore
Bradley tarafindan 6 tipe (A — F) ayrilmistir. Bradley siniflamasindaki gruplar, kiibik,
flament6z ve pleomorfik fajlarin bulunmast ile genislemistir. (Sekil 1.2)’de sunulan
Bradley siniflamasina gore ®X174,T4, A, PM2, fd ve MS2 fajlar1 6 faj cinsi olarak
kabul edilmistir (Ackermann 2005).


http://www.protein.osaka-u.ac.jp/rcsfp/supracryst/vsrf/virus.img/phage.gif

Sonraki yillarda bakteriyofajlarin morfolojik 6zellikleri ve niikleik asit yapilar
da dikkate alinarak ‘Ackermann Siiflamasi’ olarak adlandirilan (Sekil 1.3) yeni bir

siiflama modeli gelistirilmistir (Ackermann 2007).

Bakteriyofajlarin cins ve tiir ayirimi i¢in morfolojik olarak belirgin bir kriter

yoktur. Bu nedenle siiflandirma ve kriterleri belirleme agisindan ICTV (International

Committee of Taxonomy of Viruses) ile klasifikasyonu yapilmaktadir (Tablo 1-1)
(Sillankorva et al. 2008).

Sekil 1.2 Bakteriyofajlarin Morfolojik Olarak Bradley Simiflandirmasi (Ackermann 2007)



Myowvindae

Siphowvirnndae

Podowvirnidae

Microviridae
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Tablo 1-1 Fajlarin ICTV (International Committee of Taxonomy of Viruses) Siniflandiriimasi

(Sillankorva et al. 2008)

Familya

Nukleik Asit

Ozellikleri

Morfoloji

Myoviridae

Lineer dsDNA

Zarfsiz, Kontraktil Kuyruk

Siphoviridae

Lineer dsDNA

Uzun Kuyruk

Podoviridae

Lineer dsDNA

Kisa kuyruk

Corticoviridae

Dairesel
dsDNA

Izometrik Kapsit

Tectiviridae

Lineer dsDNA

Lipoprotein Kapli

Lipothrixviridae

Lineer dsDNA

Cubuksu, filament

Plasmaviridae

Dairesel
dsDNA

Kapsit yok, lipit zarf

Q
Q
e
@

Rudivitidae

Lineer dsDNA

Lipit Zarf, Cubuksu

Fuselloviridae

Dairesel
dsDNA

Kapsit yok, Limon formlu

Inoviridae

Dairesel
ssDNA

Uzun veya kisa filament

Microviridae

Dairesel
ssDNA

Kapsit yok, lipit iceren

koemplex

Leviviridae

Lineer ssDNA

Kapsit

Cystoviridae

Halkali dsRNA

Lipit Zarf

1.5 Bakteriyofajlar ve Enfeksiyon Tipleri

Konak hiicre disinda cansiz formda ve boyutlari 1 pm’nin altinda olan fajlar
kapsid denen protein bir kilif iginde olup, genomlart DNA veya RNA’dan
olugsmaktadir. Ayrica bakteriyofajlar genomunu konak hiicreye aktaran bir kuyruga

sahiptir (Ackermann 2007).



5500’tin tizerinde morfolojik analizi yapilmig bakteriyofaj bulunmaktadir.
Bakteriyofajlar yeryiiziindeki en yaygin yasam formu olarak bilinmektedir. Bilimsel
olarak yapilan hesaplamalara gore yeryiiziinde 10%'-10% arasinda bakteriyofaj
bulundugu diisiiniilmektedir. Biyosferde her bir prokaryotik hiicre i¢in yaklasik 10*
bakteriyofaj oldugu bildirilmistir (Chibani-Chennoufi et al. 2004).

Bakteriyofajlar kendilerine spesifik bakterileri enfekte eden, hayati
fonksiyonlarimi devam ettirmek i¢in konak hiicreye gereksinim duyan zorunlu hiicre
i¢i parazitleridir. Bakteriyofajlar, genetik materyal olarak DNA ve RNA’dan yalniz
birini tagirlar. (Guttman et al. 2005).

Bakteriyofajin adsorbsiyon ile genetik materyalini konak bakteri hiicresine
aktarilmasiyla enfeksiyon, baslar. Ilk olarak faj hedef konak hiicre yiizeyinde bulunan
spesifik yiizey yapilarina baglanir. Gram negatif bakterilerin baglanma reseptorleri
genellikle lipopolisakkaritler, pili, flagella ve diger yiizey proteinleridir. Gram pozitif
bakterilerde ise peptidoglikan, teikoik asit, lipoteikoik asitler ve diger yiizey
proteinleridir (Guttman et al. 2005).

Fajlar hedef bakterinin yiizey reseptorlerine baglandiktan sonra genetik
materyalleri direkt olarak bakteri hiicresinin igerisine endolizin yardimiyla
peptidoglikan ve i¢ membran yapisini penetre ederek aktarir (Molineux 2001; Roos et
al. 2007).

Bakteriyofajlar konak bakteri hiicresi igerisinde ¢ogalma durumlarina gore ikiye
ayrilmustir. Litik ya da viriilent olarak tanimlanan fajlar bakteriye genetik materyalini
aktardiktan sonra bakteri igerisinde ¢ogalarak yaklasik 1 saat igerisinde bakteriyi lize
eden fajlardir. Bakteriyi lize etme siiresi fajlar arasinda degisiklik gostermektedir
(Abedon 2008). Litik bakteriyofaj, enfekte ettigi bakteri stoplazmasinda saatler iginde
yaklagik 100-300 yeni faj olusturur. Ureyen bakteriyofajlar da yeni jenerasyon
bakterileri enfekte ederek oldiiriirler (Mattey ve Spencer 2008).

Litik bakteriyofajlar enfeksiyon bdlgelerinde toksisiteye neden olmadan
konsantrasyonlart hizla arttirirlar (Summers 2001). Bunun yani sira lizojenik yasam

seklinde faj bakteriye genetik materyalini aktardiktan sonra bakteri genomuna entegre



olup konakg1 bakterinin bir pargasi halini alan ve bakteri liredik¢e ¢ogalan lizojenik
siklus gosteren faj tipi lizojenik fajdir (Sekil 1.4) (Campbell 2007) . Bu sekilde bakteri
genomuna entegre olan faja “profaj”, profaji tasiyan bakteriye de “lizojen bakteri”

denir. Profaj, UV, mitomisin C, mutajenik maddeler ve inkiibasyon sicakligindaki

degisimlerle indiiklenerek litik hale getirilebilir (Soykut et al. 2008).

ﬁ Adsorbsiyon

]\‘%
=
|

=

y DNA Rephl\asx onu

* Entegrasyon
R f L) @

- ]
y Paketleme

@ @ @ @ @ Hiicre Bolinmesi
5] : ,
2

Sekil 1.4 Bakterilerde Litik ve Lizojenik Enfeksiyon

(/https://encryptedtbn0.gstatic.com/images?q=tbn: ANd9GcSKmaxbkKc5823N7xcakuQH8rP_R
3YEsYbociB21d7-zpZ_xdK?2 modifiye edilmistir).
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1.6 Bakteriyofajlarin Uygulama Alanlar:

Bakteriyofajlar terapotik amagla, Rusya, Polonya ve Rusya gibi ¢ok az sayida
iilkede insanlara uygulanmaktadir. Ust solunum yolu enfeksiyonlari, apse, yanik,
iltihapli yaralar gibi bir¢cok hastalifin tedavisinde bakteriyofajlar kullanilmaktadir
(Bruttin ve Bru 2005). Rusya’da 1990’larin basinda i¢ savas devam ederken askerler,
S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve S. pyogenes bakterilerine karsi bakteriyofaj

kullanimina devam etmislerdir (Dabrowska et al. 2005).

George Eliava, 1923 yilinda Tiflis’de enstitli kurarak bakteriyofajlar ile
insanlarda terapi ¢aligmalarina baglamistir. Bakteriyofajlarin ucuz olmasi nedeniyle
Sovyet ordusu tarafindan iiretilen faj preparatlari kullanilmistir. Ayrica Eliava
Enstitiisti 1945°1i yillarda anaerobik enfeksiyonlar i¢in bakteriyofajlar izole etmislerdir
(Weber-Dabrowska et al. 1987). Giiniimiizde bakteriyofajlarin antibakteriyel
etkinliginin arastirildig1 ve yararl etkilerinin ortaya kondugu ¢aligmalar da mevcuttur.
ABD Gida ve ilag Dairesi FDA tarafindan onaylanmis Listex P100 olarak
isimlendirilen tiiketime hazir kirmizi et ve kanatli iirtinlerde antibakteriyel gida katkisi
olarak kullanilan ticari iiriin Listeria monocytogenes-spesifik bakteriyofaj preparati
2006 y1linda onaylanmistir ve bu preparat genel olarak giivenli kabul edilenler listesine

eklenmistir (O’Flaherty et al. 2009).

Bakteriyofajlardan elde edilen integraz, DNA ligaz enzimleri molekiiler
biyolojide ¢ok onemli kullanim alanlarma sahiptirler. Ayrica bakteriyojlardan elde
edilen vektdr, cosmid ve promoter gibi iiriinler rekombinant DNA teknolojisinin
gelismesinde 6nemli rol oynamustir (Summers 2006). Bakteriyofaj tedavisi igin
ABD‘de Giircistan ile ortaklasa kurulan firmalar bulunmaktadir. Acik yaralarin
tedavisinde kullanilmak tizere, bakteriyofajlar ile asilanan yapay deriler elde
edilmektedir. Deriler gevreye zarar vermeyen kolayca toprakta ¢oziinebilen polimer
yapidadir. Intralytix firmasi, ABD'de iirliniin denemelerini yapmaktadir. GangaGen
firmas1 daha sonraki faj tedavilerinde antikorlarin olusumuna daha az neden olan fajlar

gelistirmeye ¢aligmaktadir. (Kutateladze & Adamia 2010).
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Son yillarda ABD ve Ingiltere’de direngli bakterilere karsi insanlar icin
bakteriyofaj tedavi ¢alismalar1 siirmektedir. ABD’nin Texas eyaletindeki yara bakim
merkezi, S. aureus P. aeruginosa ve E. coli’ ye kars1 faz I ¢alismalar1 yiiriitmektedir.
Londra’da Great Ormond Street hastanesinde P. aeruginosa’ kaynakli otitis
enfeksiyonlarina karsi faz II ¢alismalari devam etmektedir (Sillankorva et al. 2008;
Pires et al. 2014).

Bakteriyofajlarin diger kullanim alanlarindan bir tanesi ise dezenfektan olarak
kullanilmalaridir. Bakterilerin {iremesini engelleyerek hastanelerde hastalarin
enfeksiyon kapmasini dnleyerek potansiyel antibiyotik kullanimini azaltir (Kumari et
al. 2010). Bakteriyofajlarin biyokontrol ve terapi amagl kullanilabilmesi i¢in “litik
faj” karakteri gostermesi gereklidir. Bakteriyofajlar, bakterilerin identifikasyonu ve

bakteri suslarinin alt tiplendirilmesi i¢in de kullanilmaktadir (Connerton et al. 2004).

Bakteriyofajlar, antibiyotiklere alternatif olarak tibbi cihazlardaki patojenlerin
temizlenmesi ve insanlarda bakteriyel hastaliklarin tedavisinde 6nerilmektedir. Minho
Universitesi‘nde (Braga, Portekiz) yapilan caligmalarda, S. epidermidis suslarinin
olusturdugu biyofilmlerinin bakteriyofajlarla kontrol edilebilecegi bildirilmistir
(Cerca et al. 2007).

Bakteriyofajlarin kullanim alanlarindan bir digeri de iriinlerin gida kaynakl
patojenlerden korunmasidir. Balik ve ciftlik hayvanlarinda meydana gelen hayvan
hastaliklarini en aza indirmek igin patojen bakterileri bakteriyofaj ile enfekte etme
caligmalar1 yapilmaktadir. Bu alandaki g¢alismalar E. coli, Campylobacter ve
Salmonella bakterileri iizerinde yapilmistir. Calismada kullanilan degisik
bakteriyofajlarla bu patojenlerde basarili bir azalma oldugu bildirilmistir (Atterbury et
al. 2007).

1.7 Staphylococcus aureus

Micrococcaceae ailesinin iiyesi olan stafilokoklar ismini, Gram pozitif koklarin
tiremeleri esnasinda liziim salkimi seklinde {iremelerinden almistir. Stafilokoklarin

cogu 0,5-1,5 pm capinda, Gram pozitif, fakiiltatif anaerob ve hareketsiz olup yiiksek
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tuzlu ortamlarda 30-37°C’de 18-24 saat igerisinde tireyebilmektedir. Staphylococcus
aureus, gesitli doku ve organlarda agir enfeksiyonlara sebep olan en énemli tiirtidiir.
S. aureus insanda saptanan koagiilaz enzimi olusturan tek tiirdiir (Lowy 1998; Brown
et al. 2009).

Stafilokoklar diinyada en yaygin hastane enfeksiyon etkenlerindendir. Saglikli
insanlarin %20’sinde burunda kolonize oldugu tespit edilmistir (Moran et al. 2006).
S. aureus nemli deri bolgelerinde, yeni doganlarin gébek kordonunda, deri ve perianal
bolgelerinde, orofarinks, gastrointestinal ve iirogenital sistemde normal flora etkeni

olarak bulunabilir (Seenivasan ve Yu 2003).

Alexander Fleming’in  1928’de  penisilini  bulmasi ile  stafilokok
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6nemli bir asama kaydedilmistir. S. aureus suslarinda
penisilin direnci 1944’de Kirby tarafindan bildirilmistir (Gordon et al. 2013).Bilingsiz
antibiyotik kullanim1 nedeniyle bir¢ok bakteri, tedavilere karst diren¢ mekanizmasi
gelistirmistir. Staphylococcus aureus suslar1 da antibiyotiklere karsi kazandig direng
mekanizmalar1 yiiziinden hastane enfeksiyonlarinda biiylik sorunlar olusturmaktadir.
Metisilin direngli S. aureus (MRSA) suslar1 hastanede yatan hastalarda ciddi
enfeksiyonlara yol agmaktadir. Ayrica saglikli cocuk ve yetiskinlerde son yillarda
hastane disinda da enfeksiyonlara neden olan 6nemli enfeksiyon etkenlerindendir
(Naimi et al. 2003; Moran et al. 2006). S. aureus suslar1 bakteriyeminin de yaygin
etkenlerindendir. Genelde enfeksiyon zararsiz goriilen cilt enfeksiyonlarindan kan
dolagimimna ge¢cmektedir. S. aureus’un olusturdugu akut endokardit mortalitesi
%50’lere ulasan ciddi bir hastaliktir. Stafilokoklara bagli yara enfeksiyonlar: ise
travma sonrasi, cerrahi girisim sonrasi, ciltte kolonize olmus bakterinin yaraya

ulagmasiyla olusmaktadir (Seenivasan ve Yu 2003).

Stafilokoklarin ¢ogunda en dista polisakkarit yapida bir kapsiil bulunur. S.
aureus suslarinda 11 kapsiil serotipi bulunmustur. Kapsiil bakteriyi fagositozdan
korumaktadir. Peptidoglukan tabaka ise hiicre duvarinin yarisini olusturmaktadir.
Teikoik asit hiicre duvarinin diger biiyiik komponentidir. S. aureus suslarinin ¢ogunun
yiizeyi protein A ile sarilmistir. Protein A varliginin goriilmesi S. aureus igin spesifik
bir tanimlama testi olarak kullanilmaktadir. Diger spesifik tanimlama testi kiimelenme

faktortdiir (‘clumping faktor’). Bu protein, S. aureus 'un dnemli bir viriilens faktoriidiir
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(Dinges et al. 2000)(Gordon et al. 2013). Fibrinojene baglanarak ¢oziiniir hale getirip
fibrinojoni fibrine doniistiirerek stafilokoklarin kiimelenmesine yol agmaktadir

(Gordon et al. 2013).

Stafilokoklar, antibiyotiklerin ¢oguna direng gelistirme 6zelligine sahiptir. Son
zamanlarda S. aureus suslarinda vankomisin ve metisiline karsi1 iki formda direng
bulunmaktadir. Bu direngli bakteriler genis bir alana yayilacak olursa viriilansi yiiksek
bu bakteri enfeksiyonlarinin antibiyotik tedavisi ¢ok zor olacaktir(Stanley & Amagai
2006).

Bu tez kapsaminda firsatgr bir Gram-pozitif patojen olan ¢oklu antibiyotik
direncli S. aureus bakterisine 6zgii litik aktivitesi yiiksek bakteriyofaj izole edilerek,

faj terapisi ve faj uygulamalarinin ilk basamaklar1 olusturulmasi hedeflenmistir.
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2 GEREC ve YONTEM

2.1 Kullanilan Besi Yerleri

Tez galismada kullanilan besiyerleri sunlardir;

e Luria Bertani Broth (25 g dehidre besiyeri; maya ekstrakti 5,0 g/L;
pepton 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L) MERCK, Almanya (Resim 2-1)
(Resim 2-2).

e Luria Bertani Soft (yumusak) Agar (maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton 10,0
g/L; NaCl 10,0 g/L, 5 gr/L agar agar) MERCK, Almanya (Resim 2-1).

e Luria Bertani Agar (maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton 10,0 g/L; NaCl 10,0
g/L, 15 gr/L agar agar) MERCK, Almanya (Resim 2-3).

e 9% 5 koyun kanli agar (Nutrient substrate kalp ekstrakti ve peptonlar,
20,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; agar-agar 15,0 g/L ve 5 ml/L defibrine koyun
kan1) MERCK, Almanya (Resim 2-4).

Calismamizda kullanilan Luria Bertani Agar, Luria Bertani Broth ve Luria
Bertani Soft (yumusak) Agar yeterli miktarda distile su igerisinde 1sitilarak ¢oziiliip
121°C’de 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmistir. Akabinde Luria Bertani
Agar steril petri kutularina 13 ml, Luria Bertani Broth steril tiiplere 4,5 ml ve Luria
Bertani Soft Agar steril tiipler yatik olacak sekilde 6 ml alinarak dokiilmistiir. % 5
koyun kanli agar ise steril petrilere hazir dokiilmiis sekilde satin alinarak ¢aligmamizda

kullanilmastir.
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Resim 2-1 Luria-Bertani 10X Broth (Ustte), Luria-Bertani Soft Agar (Altta)
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Resim 2-2 Luria-Bertani Broth

Resim 2-3 Luria-Bertani Agar
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Resim 2-4 %35 Koyun kanh Agar

2.2 Bakteri Suslar

Tez ¢alismasinda kullamlan antibiyotik direncli bakteriler Sifa Universitesi
Hastaneleri Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonu stoklarindan

alinmistir.

Calismamizda antibiyotik direngli 25 adet S. aureus bakteri izolati, bir tane
referans S. auresus ATCC 29213 bakteri susu ve negatif kontrol olarak P. aeruginosa
ATCC 27853 bakteri susu kullanilmistir. Antibiyotik direngli S. aureus izolatlart LB
broth icerisinde 24 saat siire ile 37 °C’de aerobik sartlarda inkiibe edilerek
canlandirilmigtir. Daha sonra kontaminasyon kontrolii i¢in sivi besiyerinden alinan
bakteri kiiltiirii %5 koyun kanli agara tek koloni diisecek sekilde 6ze ile ekilerek 37

°C’de acrobik sartlarda 24 saat siire ile inkiibe edilmistir.
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2.3 Staphylococcus aureus Izolatlarimin Identifikasyonu ve Bu izolatlarin PZR

(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile Teyit Edilmesi

Sifa Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan VITEK 2
cihazi kullanilarak Gram pozitif bakteriler i¢cin VK2C9252 kart1 ile ilk tanimlamalari
onceden yapilan antibiyotik direngli 25 adet S. aureus izolat1 bakteri-spesifik S.
aureus-spesifik SA-1 5’-AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTC TTC ACG-3’ ve
SA-2 5°-CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA-3* primerleri
kullanilarak PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizleri yapilmis ve suslarin

identifikasyonlar1 teyit edilmistir.

2.3.1 DNA izolasyonlar

S. aureus suslar1 bir giin 6ncesinden LB Broth igerisinde 24 saat 37 °C’de
acrobik sartlarda inkiibe edildikten sonra ticari bir DNA izolasyon Kitiyle (Invitrogen,

ABD) ilgili firmanin vermis oldugu protokole gére DNA izolasyonu yapilmistir.

Bir giin 6ncesinden inkiibe edilen S. aureus suslar1 santrifiij edilip ¢oktiiriilerek
tizerine 180 pl lizozim digestion tampon ¢ozeltisi (20 mg Lizozim/ml) ve 20 ul
Proteinaz K eklenerek 55°C’de 30 dk inkiibe edildi. Uzerine 20 pul RNase A eklenerek
2 dk bekletilmistir. Sonrasinda {izerine 200 pl liziz tampon ¢ozeltisi eklenerek
homojen bir karisim olana kadar vortekslendikten sonra 200 ul etanol eklenip DNA
filtre tiiplerinde yikama tampon ¢ozeltisi ile 14000 g‘de 1 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij ile DNA’lar filtrelere baglandiktan sonra 20 pl distile su eklenip 14000 g‘de
1 dk santrifiij edilerek DNA izole edilmistir.

2.3.2 PZR islemi

DNA’y1 ¢ogaltmak igin Pereira ve ark. (2009) tarafindan tanimlanan S. aureus
—spesifik 108 bp (baz ¢ifti) mecA gen bolgesini kodlayan SA-1 5°-AAT CTT TGT
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CGG TAC ACG ATA TTC TTC ACG-3’ ve SA-2 5°-CGT AAT GAG ATT TCA
GTA GAT AAT ACA ACA-3’primerleri kullanilmistir (Pereira et al. 2010).

DNA c¢ogaltilmasi, 25 uLL PZR tampon ¢ozeltisinde gerceklestirilmistir. PZR
tampon ¢ozeltisi; primer 6rneklerinden 0,50 pL (1 uM), 12,5 pL 2X master miks (i-
TAq, intron), 11,50 uL steril distile su ve 0,5 uL (~ 1pg) hedef DNA’dan olugmaktadir.
Hazirlanan PZR tampon ¢ozeltisi PZR-termal cycler cihazinda;

1. 94°C’de 5 dk 1 siklus (6n denatiirasyon),

2. 94°C’de 30 sn 55°C’de 60 sn, 72°C’de 90 sn, 30 siklus,

3. 72°C’de 5 dk 1 siklus (son zincir uzamasi)
seklinde gogaltilmistir (Tablo 3). 5 ul DNA 6rnegi, 1 pl loading dye ile boyanmustir.
Akabinde, 5 pg/ml etidyum bromid iceren agaroz jelde (%1) elektroforez islemi
gerceklestirilmistir. Marker olarak 100 bp DNA ladder (Genaid, Ingiltere)
kullanilmistir. PZR isleminde pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 29213 susu,
negatif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853 susu kullanilmistir.

[zole edilen DNA o&rnekleri PZR karisimi (Tablo 2-1) hazirlanarak
laboratuvarimizda optimize edilen PZR kosullarinda (Tablo 2-2) DNA ¢ogaltim iglemi
gerceklestirilmistir.  PZR  iiriinleri  %1°lik agaroz jelde yiiriitiillerek sonuglar

gozlemlenmistir.
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Tablo 2-1 PZR Karisim Icerikleri
STOK ICERIK

1 ng/ml DNA
100 mM Primer SA-1
100 mM Primer SA-2

2X PZR Master Mix
Solusyonu (i-Taq)

Distile Su

Toplam

Tablo 2-2 PZR Kosullar

Sicaklik(°C)
94
94
55
72

72

MIKTAR
0,5 ul
0,25 ul
0,25 l

12,5 ul

11,5 pl

25 ul

Siire(DK)
=
30"
60"

90"

SON KONSANTRASYON
20 ng/ml
1 uM
I uM

1X

Dongii Sayisi

30

2.4 Cahsmada Kullanmilan Bakterilerin Antimikrobiyal Analizleri

Kullanilan bakteri suslarinin antimikrobiyal analizleri Sifa Universitesi Bornova

Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan Vitec 2 (BioMerieux,
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Fransa) cihazi ile Gram pozitif bakteriler i¢in kullanilan VK2C9252 Kkarti ile
yapilmistir. Kullanilan bakteri suslarin antibiyotik direng bulgular1 (Tablo 3-1)’de

verilmistir.

2.5 Cahsmada Kullamilan Bakterilerin Sayilmasi

Saymu yapilacak bakteri kiiltiirii baglangi¢ stoku olarak belirlenmistir. Bakteri
sayimmi sonucunda elde edilen veriler cfu/ml birimi cinsinden belirlenmistir. Baglangig
stoku olarak belirlenen bakteri stokundan 1 ml almarak 1/10 oraninda LB broth
icerisinde diliie edilmistir. Diliisyon islemi 10®e kadar gergeklestirilmistir (Sekil 2.1).
Diliisyon tiiplerinden alinan 100 ul’lik 6rnekler LB agarlar iizerine ekilerek 37 °C’de
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda LB agarlar iizerinde olusan bakteri
kolonileri sayilarak ilk stoktaki bakteri miktar1 tayin edilmistir. Bu islemler 3

repetasyonla teyit edilmistir.

| 102 Diliisyonu ‘

9 ml LB Broth

Diliisyonlar

3

104

Plaklar !’,‘
|

Sekil 2.1 Bakteri Sayiminda Seri Diliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Bakteri Kolonilerinin Agar

Yiizeyindeki Sayimlar1 (102 e kadar yapilan diliisyon ahnmamstir)

(http://o.quizlet.com/i3VcoeMphCKITuuePyFv4g m.jpg adresinden modifiye edilmistir)
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2.6  Bakteriyofaj Izolasyonu

Bakteriyofaj izolasyonu (Merabishvili et al. 2014) tarafindan hazirlanan
protokole gore gerceklestirilmistir. Kisaca; atik su 6rneklerinden toplanan 6rneklerden
alman 90 ml siv1 6rnegi 10 ml 10 X LB Broth (250gr/L) besi yeri ile karigtirilarak
tizerine hedef bakteri kiiltiiriinden 1 ml eklenmistir. Hazirlanan karisim 37 °C’de 24
saat siire ile aerobik ortamda inkiibe edilmistir. Akabinde, karisimdan alinan 5 ml
ornek icerisinde bulunan partikiilleri uzaklastirmak amaciyla 9000 rpm (dv/dk)’de 10
dk siireyle santrifiij (Hettich, Rotina 420 R) islemine tabi tutulmustur. Santrifiij islemi
sonrasinda stipernatant kisim 0,45 mikrometrelik seliiloz asetat filtreden (Milipore)
gecirilerek steril bir tiipe aktarilmig ve tizerine 1/10 oraninda kloroform eklenmistir.

Elde edilen siispansiyon oda sicakliginda 20 dk bekletilmistir.

Yatik besiyerinde inkiibe edilen taze bakteri kiiltiirii tizerine 4,5 ml LB broth
eklenerek vortekslenmis ve elde edilen kiiltirden 100 pl alinarak steril bir tiipe
aktarilmigtir. Daha sonra bakteri kiiltiirii tizerine 4 ml soft agar eklenerek LB agar
lizerine yayilmistir. Hazirlanan agar preparatlart {lizerine 10 pl bakteriyofaj
stispansiyonu damlatilarak 37 °C’de 18 saat siire ile aerobik ortamda inkiibe edilmistir.
Ertesi giin agar iizerlerinde olusan plaklar gézlemlenmistir (Resim 2-5). Plak olusumu
goriilen petriler lizerine damlatilan filtre edilmis sivilarda bakteriyofaj varlhig

saptanmistir.
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Resim 2-5 Spot Test Sonucu Olusan Plaklar

Resim 2-6 Spot Test Kontrol Plag
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2.7 1zole Edilen Bakteriyofajlarin Piirifikasyonu

Icerisinde faj varlig1 belirlenen sivi drnekleri, faj titresinin seyreltilebilmesi
amaciyla 10%a kadar sirali diliisyona tabi tutulmustur (Sekil 2.2). Diliisyon
tiplerinden alinan 1 ml bakteriyofaj ornegi, 100 pl taze hedef bakteri kiltiiri ile
karistirtlmistir ve oda sicakliginda 10 dakika beklenmistir. Daha sonra, ¢ift tabaka agar
yontemi kullanilarak iizerine 4 ml yumusak LB Agar eklenerek karistirilmis ve LB
agar lizerine yayilarak 37 °C’de 18 saat inkiibe edilmistir. 18 saatlik inkiibasyondan
sonra petriler iizerindeki plak olusumlar1 gozlemlenmistir. Tek plak olusumu goriilen
petrilerden bakteriyofaj plaklari steril pastor pipeti ile kesilerek LB Broth igerisine
aktarilmigtir (Resim 2-7). Kesilen bakteriyofaj plaklari sivi besiyerinde karistirilarak
bakteriyofajlarin besiyerine gegmesi saglanmistir. Bu bakteriyofaj siispansiyonu tekrar
sulandirilarak ¢ift tabaka agar yontemi uygulanarak 37 °C’de 18 saat inkiibe edilmistir
(Merabishvili et al. 2009). Bu islem ii¢ giin boyunca tekrar edilmistir. Ugiincii giiniin
sonunda olusan tek plak diisen petriden kesilen fajlar siv1 besiyeri igerisine aktarilip
lyice karistirilarak fajlarin besiyerine gegmesi saglanmistir. En son elde edilen besiyeri

faj karigimu, piirifiye olmus saf bakteriyofaj stoku olarak kullanilmistir.

Bakteriyofaj Stogs  4:5ml u U U b d U

10 10~ 10- 10 10- 10-¢ 107

Sekil 2.2 Bakteriyofaj Diliisyonlarimin Hazirlanmasi (107 ‘den sonraki diliisyon alinmamustir)

(http://www.fao.org/docrep/005/ac802e/ac802e0qd.jpg den modifiye edilmistir).
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Resim 2-7 Tek Plak Olusumu

2.8 Bakteriyofajlarin Titresinin Artirilmasi

Piirifikasyon islemi gergeklestirilen bakteriyofajlar deneylerde kullanilmak
amaciyla diliie edilerek ¢ift tabaka agar yontemi ile titreleri artirilmistir. 107’ ye kadar
diltie edilmis piirifiye faj sivisi ¢ift tabaka agar yontemi ile LB Agar {izerine yayilarak
37 °C’de 18 saat siire ile aerobik ortamda inkiibe edilmistir. Akabinde gergeklestirilen
gozlemler sonucunda liziz olmamis agar 6rnekleri {izerine 3 ml LB broth eklenerek
yiizey kisimlar1 scraper yardimiyla kazinarak LB Broth igerisinde siispanse edilmistir.
Olusan karigim steril tiip i¢erisine alinarak 9000 rpm (dv/dk)’de 10 dk siireyle santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Santrifiij sonrasinda siipernatant kisim alinarak 0,45
mikrometre gozenek ¢apli membran filtre ile filtre edilmistir. Filtreleme islemi
sonrasinda elde edilen faj konsantrasyonu baslangi¢ stoku kabul edilmistir. Bu islem
yiiksek bakteriyofaj titresi elde edilene kadar devam etmistir. Son bakteriyofaj stogu
yiiksek titre bakteriyofaj olarak ¢aligmalarda kullanilmistir (Resim 2-8).
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Resim 2-8 Agar Besiyerinde Yiiksek Titrede Bakteriyofaj Goriiniimii

2.9 Piirifiye Edilen Bakteriyofaj Titresinin Belirlenmesi

Bakteriyofajlarin sivi kiiltiir igerisindeki titresinin belirlenmesi ¢ift tabaka agar
metodu ve siv1 kiiltiiriin diliie edilmesiyle hesaplanmistir. Bakteriyofajlarin titresi bir
mililitre 6rnek igerisinde bulunan bakteriyofaj sayisinin hesaplanmasi ile
belirlenmistir. Titre belirlenmesinde pfu/ml birimi kullanilmistir. Oncelikle kiiltiir
icerisindeki bakteriyofaj stoku 10®e kadar dilile edilmistir. Steril tiipler igerisinde
bulunan yatik besiyerindeki bakteri suslart 37°C’de 24 saat siire ile aerobik ortamda
inkiibe edilmis. Inkiibasyondan sonra 4,5 ml LB Broth ile vortekslenerek igerisinden
100 pl alinarak baska bir steril tiipe aktarilmistir. Daha sonra her bir bakteri kiiltiiri
tizerine bakteriyofaj diliisyonlarindan 1 ml alinarak ve tizerlerine 3 ml yumusak LB
agar iceren petrilere yayilmistir. Bakteriyofaj titresi inkiibasyon sonunda her bir agar
tabakas1 {izerindeki plaklar sayilarak belirlenmistir. Ornegin 107 bakteriyofaj
diliisyonundan hazirlanan petrilerde 30 faj plag sayilmigsa bakteriyofaj titresi 3 x 10°

pfu/ml olarak belirlenmistir.
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2.10 Bakteriyofajlarin Duyarhhiklarinin Degerlendirilmesi

Izole edilen bakteriyofajlarin hedef bakteri suslari iizerindeki antimikrobiyal ya
da oldiiriicii etkisi belirlenmistir. izole edilen bakteriyofajlarin litik aktiviteleri spot
test uygulamasi ile degerlendirilmistir. Spot test uygulamasindan sonra LB agar
tabakalar1 tizerinde olusan plaklarin saydamliklarina gore bakteriyofajlarin litik
aktiviteleri goriilmiistiir. Olusan plaklar 3 farkli sekilde degerlendirilmistir. (Alves et
al. 2014). Bunlar sirasi ile saydam plaklar (duyarl) , yar1 saydam (az duyarli) plaklar,
plak olusturmayan bakteriyofajlarin ise hedef bakterilere karsi direngli oldugu, duyarli

olmadigi goriilmistiir (Resim 2-9).

Resim 2-9 Bakteriyofajlarin Duyarhliklarinin Belirlenmesi

(http://intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/micbio/classes_stud/en/med/lik/ptn/Microbio
logy,%620virology%620and%620immunology/2/14_Laboratory%620diagnosis%200f%20escherichi

osis.files/image024.jpg sitesinden modifiye edilmistir).
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2.10.1 Adsorbsiyon siiresi, Latent Siire ve Cogalma Oraninin (Burst Size)

Belirlenmesi

Bakteriyofajlarin  bakteri ylizeyine baglanmasi sirasinda gegen siireye
adsorbsiyon siiresi denilmektedir. Adsorbsiyon isleminden sonra sonra bakteriyofaj
genomunun konak hiicreye aktarilmasindan konak hiicrenin yeni fajlar tarafindan lize
edilmesine kadar gegen siireye ise latent siire denilmektedir. Baslangigta belli bir
miktarda bakteriyi enfekte eden bakteriyofaj sayisinin enfeksiyon sonrasinda olusan

yeni bakteriyofaj sayisina oranina ¢ogalma orani denilmektedir.

Steril 15 mI’lik falkon tiip igerisine titresi 108 olan bakteriyofaj kiiltiiriinden 0,2
ml, bir giin dncesinden LB Broth igerisine inokiile edilen ve 37°C’de 24 saat inkiibe
edilen bakteri kiiltiirlinden 1,8 ml alinarak steril bir tiip igerisine eklenmistir. Daha
sonra sicakligi 37°C’de sicak su banyosu igerisine Yerlestirilmistir. Sonrasinda beser
dakikalik periyotlar halinde falkon tiipten 100 pl 6rnek alinarak +4°C’de sogutulmus
9,9 ml 1/10 kloroformlu LB siv1 besiyeri igerisine eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dk
bekletilerek 2.9’daki protokole uygun bir sekilde her bir tiipiin igerisindeki
bakteriyofaj  titresi  belirlenmistir.  Cikan  sonucglar  grafik  olusturarak

degerlendirilmistir. Biitiin deneyler {i¢ defa tekrarlanarak sonuclar elde edilmistir.

2.11 Adsorbsiyon Oranlariin Belirlenmesi (Multiplicity of Infection Value;
MOI)

Bir bakteriye ayni anda kag¢ bakteriyofajin baglanabildiginin belirlenmesine
adsorbsiyon oran1 denilmektedir. Adsorbsiyon oranlarinin belirlenmesi icin titresi 108
olan bakteriyofaj kiiltiirtinden 100 pl ve bir giin 6ncesinden LB broth igerisine inokiile
edilen ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilen konak bakteri kiiltiiriinden 900 pl alinarak
steril bir tiip icerisine aktarilmistir. Daha sonra 37 °C’de belirlenen latent siire
gecilmeyecek sekilde inkiibe edilmistir. Akabinde LB Broth igerisindeki bakteri
kiiltiiriinde bulunan bakterilerin cfu/ml cinsinden sayimm gerceklestirilmistir. Inkiibe

edilen karistm 9000 rpm (dv/dk)’de 10 dk siireyle santrifiij edilerek bakteriye
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baglanmayan bakteriyofajlarin titresi belirlenmistir. Siipernatant kisim 0,22

mikrometre gézenek caplt membran filtreden gegirildikten sonra titresi belirlenmistir.
Adsorbsiyon oran1 asagidaki tablo kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 2.3).

(Bagslangig faj titresi-Adsorbsiyon sonrasi faj titresi)
% Adsorbsiyon= x100
Bagslangic faj titresi

Sekil 2.3 Adsorbsiyon Oraninin Belirlenmesi icin Kulanilan Formiil

2.12 Saklama Kosullari

Bakteriyofajlar, izole edilip saflastirildiktan sonra uygun bir sekilde titreleri
arttirilmastir. Titreleri 108 pfu/ml oldugu belirlenen bakteriyofaj stoklar1 vida kapakli

steril tiiplerin igerisine aktarilarak + 4 °C’de saklanmustir.
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3 BOLUM: BULGULAR

3.1 Bakteri Suslarimin Tanimlanmasi ve PZR ile Teyit Edilmesi

Sifa Universitesi Hastaneleri Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltiir
koleksiyonunda bulunan hastalardan izole edilmis -80°C’de saklanan Staphylococcus
aureus bakteri izolatlar1 VITEK 2 cihazi ile Gram pozitif bakteriler i¢in VK2C9252
kartt kullanilarak ilk tanimlama iglemi 6nceden yapilan S. aureus bakteri suslarinin
DNA izolasyonlar1 yapilarak ve S. aureus -spesifik primerler kullanilarak PZR ile

identifikasyonlari teyit edilmistir. PZR bulgulari (Sekil 3.1) gosterilmistir.

M|1]|2|3|4|5|6|7|8|9|10|11|12(13[14|15|16|17[18(19|20|21|22|23|24|25|26|27 |28
| | Il |

Sekil 3.1 Staphylococcus aureus Bakteri Suslari PCR Bulgular1 (M: Marker, 1, 2 : Negatif
Kontrol (P. aeruginosa ATCC 27853), 3: Pozitif Kontrol (S. aureus ATCC 29213 susu), 4-28:

Calismada Kullanilan S. aureus izolatlarl)

3.2 Bakteri Suslarinin Antimikrobiyal Analizi

Staphylococcus aureus bakteri izolatlarmin VITEK 2 cihazi ile Gram pozitif
bakteriler i¢in VK2C9252 karti kullanilarak antibiyogram analizleri yapilan S. aureus
bakteri suslarinin antimikrobiyal direng profilleri (Tablo 3-1)’de verilmistir.
Antibiyogram analiz sonuglarina gore S. aureus bakteri suslarinin 16 tanesinin ¢oklu

antibiyotik direngli oldugu belirlenmistir.

31



Tablo 3-1 Bakteri Suslarinin Antimikrobiyal Diren¢ Profilleri

IZOLAT KAYNAK KOD ANTIBIYOTIK DIRENCI

1 S. aureus Apse SUSA 01 OX, P

2 S. aureus Mukus SUSA 02 OX, P

3 S. aureus Yara SUSA 03 RIF, P

4 S. aureus Idrar SUSA 04 Cip

5 S. aureus Idrar SUSA 05 RIF

6 S. aureus Apse SUSA 06 P

7 S. aureus Kan SUSA_07 P, RIF

8 S. aureus Yara SUSA_08 RIF, P

9 S. aureus YARA SUSA_09 CN, P, FOX, OX, TE, CIP, SXT, CM

10 S. aureus APSE SUSA_10 RIF, P

11 S. aureus YARA SUSA 11 P,OX E, TE

12 S. aureus ASPIRAT SUSA_12 E,CM

13 S. aureus APSE SUSA 13 P

14 S. aureus YARA SUSA 14 IPM, OX, FOS, RIF, P, CN, TE, CM,
CIP, E

15 S. aureus MUKOZA SUSA 15 P

16 S. aureus YARA SUSA_16 OX

17 S. aureus IDRAR SUSA_17 P

18 S. aureus YARA SUSA_18 P

19 S. aureus APSE SUSA 19 RIF, P

20 S. aureus GOz SUSA_20 RIF, P

21 S. aureus IDRAR SUSA 21 RIF, P

22 S. aureus YARA SUSA_22 RIF, P

23 S. aureus APSE SUSA_23 cip, P

24 S. aureus YARA SUSA 24 P

25 S. aureus APSE SUSA 25 TE, P

Antibiyotikler;

Oksasilin (OX), Penisilin (P), Rifampicin (RIF), Siproflaxacin (CIP), Tetrasiklin (TE), Cefoxitin
(FOX), Gentamisin( CN), Cefoxitin (FOX), Co-trimatakzol (SXT), Clindamisin (CM), Eritromisin
(E), Imipenem (IPM), Fosfamycin (FOS)
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3.3 Bakteriyofajlarin izolasyonu ve Litik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Bakteriyofaj izolasyonlar1 Izmir ilinde bulunan atik su kanallarindan ve hastane
atik sularindan izolasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Yirmi farkli yerden alinan atik su
ornegi iizerinde calisma yapilmistir. Yapilan g¢alismalar sonucunda hastane atik
sularindan litik aktivitesi olan faj izole edilememistir. Diger yerlerden alinan atik
sulardan 3 adet S. aureus bakteri tiiriine spesifik bakteriyofaj izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izole edilen bakteriyofajlar SA/EMEL_001-SA/EMEL_003

olarak isimlendirilerek stoklanmistir.

izole edilen her bir bakteriyofajin farkli litik aktivitelere sahip oldugu
belirlenmistir. izole edilen bakteriyofajlarm litik aktiviteleri, 25 farkli antibiyotik
direngli S. aureus susu tizerinde spot test yontemi ile degerlendirilerek litik kapasitesi
en yiikksek olan SA/EMEL_001 bakteriyofaji c¢alisma igerisinde kullanilacak
bakteriyofaj olarak seg¢ilmistir. SA/EMEL_001 bakteriyofajinin litik kapasitesi plak
tizerinde etkili oldugu bolgelerde bakterileri tamamiyla eradike etmelerine bagli olarak

belirlenmistir (Resim 3-1).

SA/EMEL_001 fajmin, S. aureus bakteri suslar1 tizerindeki litik aktivitelerinin
degerlendirilmesi (Tablo 3-2)’de gosterilmistir. Sonug olarak toplam 25 adet S. aureus
bakteri susundan 17 (%68) tanesinin SA/EMEL 001’e duyarli, 7 (%28) tanesinin az

duyarli 1 (%4) tanesinin direncli oldugu saptanmaistir.
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Tablo 3-2 Antibiyotiklere Direncli S. aureus Suslarmna karsi1 SA/EMEL_001 Fajinin Litik

Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

S. auresus Izolatlart Antibiyotik Direnci SAJEMEL_001
1 SUSA 01 OX, P S
2 SUSA 02 OX, P S
3 SUSA 03 RIF, P |
4 SUSA 04 cip S
5 SUSA 05 RIF S
6 SUSA 06 P |
7 SUSA 07 P, RIF S
8 SUSA 08 RIF, P S
9 SUSA 09 CN, P, FOX, OX, TE, S
CIP, SXT, CM
10 SUSA 10 RIF, P S
11 SUSA 11 P, OX,E, TE S
12 SUSA 12 E,CM S
13 SUSA 13 P S
14 SUSA 14 IPM, OX, FOS, RIF, |
P, CN, TE, CM, CiP,
15 SUSA 15 P |
16 SUSA_16 (0)¢ S
17 SUSA 17 P S
18 SUSA 18 P |
19 SUSA 19 RIF, P S
20 SUSA 20 RIF, P S
21 SUSA 21 RIF, P |
22 SUSA 22 RIF, P R
23 SUSA 23 Cip, P S
24 SUSA 24 P |
25 SUSA 25 TE, P S

S: Duyarli |: Az Duyarli R: Direngli

Antibiyotikler;
Oksasilin (OX), Penisilin (P), Rifampicin (RIF), Siproflaxacin (CiP), Tetrasiklin (TE),

Cefoxitin (FOX), Gentamisin( CN), Cefoxitin (FOX), Co-trimatakzol (SXT), Clindamisin
(CM), Eritromisin (E), Imipenem (IPM), Fosfamycin (FOS)



Resim 3-1 SA/EMEL_001 Bakteriyofajinin Olusturdugu Plaklar

3.4 Bakteriyofajlarin Saflastirilmasi ve Titrelerinin Arttirilmasi

Litik aktivitesi en yiiksek olarak belirlenen SA/EMEL_001 bakteriyofajindan
diliisyonlar yapilarak ¢ift tabak agar yontemi ile petriler lizerinde bakteriyofaj plaklari
olusturulmustur. Petrilerde olusan plaklar incelendiginde bakteriyofaj plak yapilarinin
farkli oldugu goriilmiis, bakteriyofaj stoklarmimn saf olmadigi farkli karakterlerde
bakteriyofaj oldugu anlasilmigtir. Petriler tizerindeki faj plaklarindan en saydam ve
biiyiik capa sahip faj plaki steril pipet ucu ile kesilerek LB besiyeri igerisine
konulmustur. Kesme isleminden elde edilen fajlardan olusan plaklar bir 6nceki giin

elde edilen plaklarla kiyaslanarak bakteriyofajlarin saflagtigi goriilmiistiir.

Saflastirilan faj stokunun titresinin 10% pfu/ml oldugu belirlenmistir. Tez
calismasinda kullanilmak iizere 10° pfu/ml olan bakteriyofaj titresi arttirilmustir.
Bakteriyofaj stoklarinin ¢ift tabaka agar yontemi ile LB agar iizerine yayilmasi ile elde

edilen faj plaklarindan saf olan petriler belirlenip, iizerine 3 ml LB Broth eklenerek
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steril kaziyict ile kazinarak steril bir tiipe aktarilmistir. Tiiplere aktarilan LB Broth
icerindeki faj plaklar1 ependorf tiiplere konularak santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1
stipernatant kisim 0,22 mikrometre gozenek ¢apli membran filtreden gegirilmistir. Bu

calisma 5 gilin ayni sekilde devam ettirilmis, besinci giiniin sonunda elde edilen

bakteriyofaj stokunun 108 pfu/ml oldugu belirlenmistir (Tablo 3-3).

Tablo 3-3 SA/JEMEL_001 Bakteriyofajinin Titresinin Belirlenmesi

Diliisyon 1. Hesaplama 2. Hesaplama 3 Hesaplama
108 4 x 108 pfu/ml 2 x 108 pfu/ml 3 x 108 pfu/ml
107 49 x 107 pfu/ml 27 x 10" pfu/ml 33 x 107 pfu/ml
108 488 x 10°pfu/ml 266 x 10°pfu/ml 312 x 10° pfu/ml
Ortalama 4,6 x 108 pfu/ml 2,5 x 108 pfu/ml 3,1 x 108 pfu/ml
Genel Ortalama 3,4 x 108 pfu/ml

3.5 Bakteriyofaj Dinamiklerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan SUSA 19 kodu verilen bakteri izolatina spesifik
SA/EMEL_001 faji saflastirilip faj titresi arttirildiktan sonra konak hiicre tizerindeki
dinamikleri belirlenmistir. SUSA 19 bakteri izolati i¢erisinde bulunan bakteri miktari

kiiltiirde ~2,6 x 102 cfu/ml bakteri oldugu saptanmistir (Tablo 3-4).

Titresi 108 pfu/ml olan SA/EMEL_001 bakteriyofaj soliisyonuna dért defa seri
diliisyon yapilarak bakteriyofaj titresi 10%’e diisiiriilmiistiir. Protokole uygun yapilan
deneyler neticesinde adsorbsiyon siiresinin “adsorbtion time” 15 dakika, latent siirenin
“latent period” 20 dakika, liziz siiresinin “burst time” 25 dakika oldugu belirlenmistir.
EMEL_001 fajimnin ilk 10 dakika igerisinde yaklasik %98’inin hedef konak hiicreye
adsorbe oldugu belirlenmistir (Sekil 3.2). Yapilan hesaplama sonucunda adsorbsiyon

oraninin “adsorbtion rate — MOI (multiplicity of infection) Value” 1,29 oldugu, liziz
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biyiikliigiiniin “burst size” her enfekte olan bakteri hiicresi i¢in 173 oldugu
belirlenmistir. Yapilan tim deneyler 3 kez tekrarlanarak teyit edilmistir.
Tablo 3-4 Klinik izolatlardan Elde Edilen S. aureus Bakteri Susunun Sayilmasi
Diliisyon 108 107 106 Ortalama Genel
Ortalama
1. 2 x 108 30 x 107 160 x 106 2,2 x 108
Hesaplama cfu/ml cfu/ml cfu/ml cfu/ml
2. 5x 108 66 x 107 100 x 10° 3,2x 108 ~2,6 x 108
Hesaplama cfu/ml cfu/ml cfu/ml cfu/ml cfu/mi
g 3x 108 19 x 107 260 x 10° 2,4 x108
Hesaplama cfu/ml cfu/ml cfu/ml cfu/ml
e 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Zaman-Dakika

Sekil 3.2 Tek Basamakh Biiyiime Egrisi (PN: Penetrasyon, LP: Latent Periyot, LT
BS: Liziz Bityiikliigii)

: Liziz Siiresi,
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4 TARTISMA

Hastane enfeksiyonlarmmin en onemli etkenlerinden biri de Staphylococcus
aureus ‘dur. S. aureus viriilans bir bakteri olup, son yillarda artan oranlarda antibiyotik
direnci gosterdigi bildirilmektedir (Lowy et al. 1998; Lowy 2010). Bakterilerdeki artan
antibiyotik direnci nedeniyle hastalarin tedavileri olduk¢a zorlagsmaktadir. Bunlarin
basinda tedavi siiresinin ve maliyetin artmasi gelmektedir. Antibiyotik direncli
bakterilerin neden oldugu hastane enfeksiyonlart en énemli problemlerin basinda

gelmektedir. (Driscoll et al. 2007).

Bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavinde bakteriyofaj terapisi giiniimiizde
oldukca 6nemlidir. Ayrica bakteriyofajlarin antibiyotikler ile birlikte kullanildiklar1 da
bildirmektedir (Skurnik & Strauch 2006).

Antibiyotik kullaniminin bir¢ok dezavantaji bulunmaktadir. Enfeksiyolara
neden olan bakteriye spesifik olmamalari, mikroflorada bulunan diger bakteri
hiicrelerine zarar vermeleri en Dbilinen dezavantajlar1  arasindadir. Fakat
bakteriyofajlarin, terapide hedef bakteriye spesifik olmalari normal mikroflorayi
etkilememeleri, daha ucuza mal olmasi nedeniyle antibiyotik direngli bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde giinlimiizde ©6n plana c¢ikmaktadir.
Bakteriyofaj terapisi ile yeni antibiyotik gelistirme ¢aligmalar1 karsilastirildiginda,
yeni antibiyotik gelistirmenin olduk¢a maliyetli ve uzun siireli oldugu bildirilmektedir

(Matsuzaki et al. 2005).

Bu tez ¢alismasinda Sifa Universitesi Hastanelerinden izole edilmis enfeksiyon
hastaliklarina neden olan antibiyotik direngli Staphylococcus aureus bakterisine
spesifik bakteriyofajlar izole edilmistir. Izole edilen bu bakteriyofajlarm litik

aktiviteleri degerlendirilerek bakteriyofaj dinamikleri belirlenmistir.

Bakteriyofajlarin izolasyonu asamasinda Once hastane ve ¢evresindeki
kanalizasyon sulari kullanilmistir. Hastane ve gevresinden yeterli litik aktiviteye sahip
bakteriyofajlar izole edilemediginden, hastane kaynakli olmayan 20 farkli yerden

cevresel atik sular1 alinarak tekrar bakteriyofaj izolasyonu yapilmistir. Tez
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kapsaminda 3 adet bakteriyofaj izole edilmis, Staphylococcus aureus suslarina 6zgii

litik aktivitesi en yiiksek bakteriyofaj secilerek tez calismasinda kullanilmastir.

Merabishvili et al. (2014) tarafindan Ghent Universitesi Hastanesinde yapilan
calismada bakteriyofaj izolasyonu gevresel atik sularindan yapilmistir. Merabishvili
ve ark. (2014) ¢evresel atik sularini hedef bakteri suslari ile karistirarak konsantre LB
Broth igerisinde 32° C’de bir gece inkiibe ederek bakteriyofajlart izole etmislerdir
Yapilan tez ¢alismasinda ise gevresel atik sularini hedef bakteri suslar1 konsantre LB
Broth igerisinde 37° C’de aerobik sartlarda bir gece inkiibe ederek bakteriyofajlar

basarili bir sekilde izole edilmistir.

Kropinski et al. (2009) tarafindan yapilan bakteriyofaj izolasyonunda cevresel
atik su siispansiyonu igerisindeki istenmeyen partikiillleri uzaklastirmak icin 10000
rpm (dv/dk) ‘de santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant kisim 0,22 mikrometre
biytikligiindeki membran filtre ile filtre edilmistir. Yapilan tez ¢alismasinda ise
bakteriyofaj izolasyonunda ¢evresel atik su silispansiyonu igerisindeki istenmeyen
partikiillleri uzaklagtirmak i¢in 9000 rpm (dv/dk) ‘de santrifiij edilerek siipernatant

kisim 0,22 mikrometre biiytikliigiindeki membran filtre ile filtre edilmistir.

Pereira et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada S. aureus—spesifik 108 bp (baz
cifti) molekiil agirliginda mecA gen bolgesini kodlayan SA-1 ve SA-2 primerleri
kullanilarak, 18 adet S. aureus susundan izole edilmis DNA’lar iizerinde PZR
yapilmustir.  Primerlerin %100 S. aureus spesifik olduklar1 ve 108 bp molekiil
agirliginda bir DNA fragmenti ortaya gikardigi belirlenmistir.

Martineau et al. (1996) tarafindan yapilan calismada S. aureus—spesifik
kodlayan SA-1 ve SA-2 primerleri kullanilarak 82 S. aureus susunda izole edilmis
DNA’lar iizerinde PZR yapilmistir. Ayni sekilde primerlerin %2100 S. aureus spesifik
olduklar1 ve 108 bp molekiil agirliginda bir DNA fragmenti ortaya c¢ikardigi
belirlenmistir. Yapilan tez ¢alismasinda ise 6ncelikle S. aureus bakteri izolatlar1 daha
onceden VITEK 2 cihazi ile Gram pozitif bakteriler i¢in VK2C9252 kart: kullanilarak
ilk tanimlama iglemi yapilmistir. Daha sonra 6n tanimlama islemleri yapilan S. aureus
bakteri suslarinin DNA izolasyonlar1 yapilarak ve 108 bp (baz ¢ifti) molekiil
agirhi@inda mecA gen bolgesini kodlayan SA-1 ve SA-2 primerleri kullanilarak PZR

39



ile identifikasyonlar1 gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan 25 adet S. aureus

bakteri susu literatiire uygun bir sekilde tanimlanmislardir.

Bakteriyofaj tedavisi ile ilgili deney hayvanlari {izerinde yapilan ¢alismalarda;
Takemura-Uchiyama et al. (2014) farelerde, hastanelerden izole edilmis S. aureus
suslart ile enfekte edilmislerdir. Fareler iizerinde olusturulan iist solunum yolu
enfeksiyonunun bakteriyofaj tedavisi ile azaltildigini bildirilmislerdir. Wills et al.
(2005) ve Capparelli et al. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada tavsanlarda ve farelerde
bakteriyofaj terapisinin S. aureus suslarinin olusturdugu enfeksiyon bdlgelerini
azalttigini bildirmislerdir. Entenza et al. (2005) ratlarda yaptig1 calismada bakteriyofaj
litik enziminin S. pneumoniae’yr kandan tamamen temizledigini gostermislerdir.
Bakteriyofajlarin litik enzimlerini kullanarak yapilan bu tedavi yontemi giiniimiizde
onemli yer tutarak bakteriyofaj tedavisi kadar dnemli sonuglar vermistir. Matsuzaki et
al. (2003) tarafindan yapilan ¢aligmada, bakteriyofaj tedavilerinde litik bakteriyofaj
kullaniminin disinda, ¢esitli yontemlerle indiiklenerek viriilent hale getirilen lizojenik
bakteriyofajlarin farelerde S. aureus tedavisinde kullanildiginda etkili oldugu

belirlenmistir.

Hayvanlar {izerinde yapilan bakteriyofaj ¢aligmalarinda Smith & Huggins
(1983) enteropatojenik Escherichia coli (EPEC) bakterisinin buzagilarda neden
oldugu siddetli ishalin bakteriyofaj kullanilarak tedavi edildigi bildirilmistir. Kudva et
al. (1999) tarafindan yapilan ¢aligmada sigir digkilarindan E. coli O157’ye spesifik
bakteriyofajlar izole etmisler ve bu fajlarin E. coli 0157 tedavisinde kullanabilecegini
belirlemislerdir. Raya et al. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada E. coli O157ye
direngli bir koyundan izole edilen bakteriyofajin E. coli 0157 susunun
kolonizasyonunu biiyiik 6l¢iide azalttigi goriilmiistiir. Sheng et al. (2006) tarafindan
yapilan ¢aligmada E. coli O157 tasiyiciligini azaltmak igin sigirlara bakteriyofaj

terapisi uygulandiginda bakteri sayisinda azalma oldugu bildirilmistir.

Bakteriyofajlarin gidalar tizerinde uygulanmasi ile ilgili bir caligmada Obeso et
al. (2008) siit igerisindeki S. aureus’un rekombinant stafilokokal faj endolizleri

kullanilarak 4 saat gibi kisa bir zamanda tamamini eradike ettigini bildirmistir.
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Bakteriyofaj tedavisinin insanlar {izerinde uygulanmasi ile ilgili yapilan bir
calismalarda ise; Fortuna et al. (2008) Polonya’da gergeklestirdigi bir ¢alismada
cocuklar {izerinde bakteriyofaj terapisinin solunum sistemi enfeksiyonlarini,
osteomiyeliti, irinli yaralar1 ve septisemiyi %90 oraninda tedavi ettigini, Almanya ve
Amerika Birlesik Devletleri'nde de cocuklar iizerinde uygulanan faj terapisinin
basarili sonuglar ortaya koydugunu bildirilmislerdir. Bruttin et al. (2005) yaptigi
derlemede bakteriyofajlarin yan etkileri ile ilgili ¢alismalar1 degerlendirmistir. Ozetle,
immiin sistemi yetersiz yada baskilanmis hastalarda bakteriyofaj uygulamasinin
giivenli oldugu bildirilmistir. O’Flaherty et al. (2005) hastane personeli iizerinde
yaptig1 arastirmada bakteriyofajli su ile ellerini yikadiklarinda, bakteriyofaj
bulunmayan soliisyona gore stafilokok oraninin az oldugunu bildirmistir. Markoishvili
et al. (2002) tarafindan 96 hastada ile yapilan ¢alismada film tabakalarina emdirilmis
fajlarin, deri tlserlerini normal tedavi yontemlerine gore %70 oranla daha basarili

oldugunu bildirilmistir.

Kvachadze et al. (2011) tarafindan yapilan c¢alismada Giircistan’in Tiflis
sehrinde bulunan hastane ve tani merkezlerinden 2004 ve 2009 yillar1 arasinda
hastalardan izole edilen ¢esitli antibiyotiklere direngli 352 farkl1 S. aureus susuna kars1
Sb-1 bakteriyofajinin litik aktivitesi degerlendirilmistir. Calisma sonunda bakteri
suslarmin % 98’inin Sb-1 monofajimna karsi duyarli % 2’sinin direngli oldugu
bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise cesitli antibiyotiklere kars1 direngli 25 farkl S.
aureus susuna spesifik SA/EMEL 001 bakteriyofajinin  litik  aktivitesi
degerlendirilmistir. Calisma sonunda bakteri suslarinin % 96’sinin SA/EMEL 001

fajina kars1 duyarli % 4’{liniin direncli oldugu belirlenmistir.

Alves et al. (2014) tarafindan yapilan galigmada in vitro yapilan aragtirmalarda
fajlarin; bakteri popiilasyonlarin1  azalttigini, biyofilm olusumunu ¢6zdiigi
gorilmiistiir. Calisma icin diinyanin farkli yerlerinden temin edilen 5000 izolattan
genetik farkliliklart MLST (Multilocus Sequence Typing) ile tespit edilen 6zellikle
metisilin direncli ve duyarli suslar secilmeye ¢alisiimistir. Onceden izole edilmis olan
Faj K ve yeni izole edilen DRA8S faj1 ile Staphylococcus aureus tarafindan olusturulan
biyofilm formlarmin par¢alanmasi hedeflenmis, secilen 95 izolattan DRASS faj1 95
izolatin 57’sine kars1, K faj1 95 izolatin 61’ine kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir.
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Alves et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada bakteriyofaj terapisi amaciyla
kullanilabilecek S. aureus suslarina spesifik DRA8S8 ve K faji olmak iizere 2 farkl
bakteriyofaj izole edildigini bildirmistir. izole edilen fajlardan DRASS fajinm ilk 10
dakikada %80,3 ‘niin adsorbe oldugu, Diger K fajinin ise ilk 10 dakikada %71,6’sinin
adsorbe oldugu goriilmistir. DRA88 faji icin latent periyotun 25 dakika, liziz
stiresinin 35 dakika ve liziz oraninin her enfekte bakteri igin 76 oldugu belirlenmistir.
Ayrica K faji i¢in latent periyotun 20 dakika, liziz siiresinin 40 dakika ve liziz oraninin
her enfekte bakteri i¢in 125 oldugu bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda ise S. aureus
spesifik SA/EMEL 001 bakteriyofajinin ilk 10 dakikada %98’inin adsorbe oldugu ve
bu faj i¢in latent periyotun 20 dakika, liziz siiresinin 25 dakika ve liziz oraninin her

enfekte bakteri i¢cin 173 oldugu saptanmustir.

Ozkan et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada Giircistan’in Tiflis sehrinde
bulunan George Eliava Enstitlisii tarafindan firetilip satilan Staphylococcal, PYO,
INTESTI, ENKO, FERSISI ve SES faj kokteyllerinin, S. aureus suslar iizerinde litik
aktivitelerini  degerlendirmislerdir. Toplam 10 S. aureus susunun kullanildigi
calismada Staphylococcal, FERSISI ve SES faj kokteylinin 10, PYO faj kokteylinin
8, ENKO faj kokteylinin 5, INTESTI faj kokteylinin 9 bakteri susu lizerinde litik

aktivite gosterdigi saptanmustir.

Tez calismasinda elde edilen SA/EMEL 001 bakteriyofajinin ise antibiyotik
direngli 25 S. aureus susu lizerinde 24 tanesine kars: litik aktiviteye sahip oldugu, bir

tanesi tizerinde litik aktivitesi olmadig1 goriilmustiir.
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5 SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismast kapsaminda firsatgr bir Gram-pozitif patojen olan ¢oklu
antibiyotik direngli S. aureus bakterisine 6zgl litik aktivitesi yiiksek 3 adet
bakteriyofaj izole edilmistir. izole edilen bakteriyofajlardan litik aktivitesi en yiiksek
olan bakteriyofaj secilerek, bu bakteriyofajin litik aktiviteleri ve faj dinamikleri (liziz
stiresi, adsorbsiyon orani) belirlenmistir. Bu ¢aligma ile ilerde yapilacak olan faj

terapisi ve faj uygulamalariin ilk basamaklarinin olusturulmasi hedeflenmistir.
Calismadan elde edilen sonuglar topluca asagida verilmistir.

e On tanimlama islemleri 6nceden yapilan S. aureus suslarinin S. aureus-
spesifik primerler kullanilarak PZR ile identifikasyonlari teyit edilmistir.

e S. aureus suslarina spesifik bakteriyofaj izolasyonlar1 yapilarak litik
aktivitesi en yiiksek olan bakteriyofaj belirlenmistir.

e Litik aktivitesi en yiiksek olan bakteriyofaj saflastirildiktan sonra faj
dinamikleri  (liziz siiresi, adsorbsiyon orani) belirlenmis ve
SA/EMEL 001 olarak adlandirilmistir.

e (Calismada izole edilen litik aktivitesi en yiiksek olan SA/EMEL_001 faj1
saflastirma sonunda titresi 10®” pfu/ml’ye ¢ikarilmustir.

e Toplam 25 adet S. aureus bakteri susundan 17 (%68) tanesinin litik
aktivitesi en yiliksek olan SA/EMEL 001’e duyarli, 7 (%28) tanesinin az

duyarli, 1 (%4) tanesinin direncli oldugu saptanmistir.

Staphylococcus aureus suslarinin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinda, izole
edilen litik aktivitesi en yliksek olan SA/EMEL 001 bakteriyofajinin, tedavi amaglt

kullanilabilmesi i¢in;

e izole edilen bakteriyofaji morfolojik siniflandirilmalart ile tiim genom
dizi analizinin yapilarak olas1 toksisite ile iligkili gen bolgelerinin olup

olmadigini belirlenmelidir.
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Tim genom dizi analizleri degerlendirildikten sonra bakteriyofajlarin
hayvan ve insan deneylerinin yapilmasi gerekmektedir.
Bagisiklik sisteminin bakteriyofajlara verdigi tepkiler immiinolojik

calismalar ile ortaya konulmalidir.

Bakteriyofaj ¢alismalarinda daha iyi sonuglar elde etmek i¢in;

Bakteriyofajlar kendisine spesifik bakteri suslara litik aktivite
gosterirler. Bakteriyofaj terapisi ve diger bakteriyofaj uygulamalarinda
daha iyi sonuglar icin bakterileri 6ldiirme potansiyeli yiiksek fajlar izole
edilerek, en az 4-5 fajin bir araya getirilerek faj kokteylinin hazirlanmasi
Onerilmektedir.

Molekiiler biyoloji ve genetik alanindaki calismalar ile bakteriyofaj
varligr olmadan bakteriyofaj enzimleri ile faj terapisi ve diger faj
uygulamalari i¢in gerekli ¢calismalar yapilmalidir.

Ayrica enzimatik aktiviteleri gelistirilmis yeni bakteriyofajlar ile ilgili

in-vivo caligmalar ve hayvan deneyleri yapilmalidir.
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OZET

Son yillarda antibiyotik direngli bakteri suslarindaki artis enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde ciddi bir tehdit haline gelmistir. Staphylococcus aureus
suslarina karsi ilag direnci, Ozellikle gelismis {ilkelerde hastane enfeksiyon etkeni
olarak biiyiik bir sorun olusturmaktadir. Bu durum antibiyotiklere alternatif tedavi
yontemleri veya stratejileri gelistirmenin 6nemini gostermektedir. Bu tez kapsaminda
firsatg1 bir Gram-pozitif patojen olan ¢oklu antibiyotik direngli S. aureus bakterisine
Ozgii litik aktivitesi yiiksek bakteriyofajlar izole edilerek, faj dinamiklerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu ¢alismada Sifa Universitesi Hastaneleri Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari
kiiltiir koleksiyonunda bulunan VITEK 2 cihazi ile tanimlanan ve antimikrobiyal
direng profilleri belirlenen 25 adet Staphylococcus aureus izolatinin identifikasyonlari

S. aureus-spesifik primerler kullanilarak PZR ile teyit edilmistir.

Arastirmamizda S. aureus—spesifik faj izolasyonu amaciyla 20 adet farkli
lokasyonlardan alinan atik su ornegi incelenmis olup; bunlardan 3 adet S. aureus—
spesifik faj izole edilmistir. Daha sonra izole edilen bu fajlarin litik spektrumu en genis
olan bir adet faj belirlenerek SA/EMEL 001 olarak adlandirilmistir. Akabinde
SA/EMEL 001 faji saflastirildiktan sonra faj dinamikleri (liziz siiresi, adsorbsiyon
oran1 Vbh.) belirlenmistir. Toplam 25 adet S. aureus bakteri susundan 17 (%68)
tanesinin SA/EMEL_001’e duyarli, 7 (%28) tanesinin az duyarl, 1 (%4) tanesinin ise

direngli oldugu saptanmustir.

Bu ¢alismada izole edilip saflagtirilan S. aureus—spesifik SA/EMEL 001 fajinin
litik etkinliginin oldukca yiliksek olmasi (%96) bu fajin gerek tek basina gerekse faj
kokteylleri igerisinde terapotik amacgla kullanma potansiyelinin oldugu sonucuna
vartlmistir. Ancak, bu fajin terapotik amagla kullanimindan 6nce tam genom analizleri

ve toksisite deneylerinin yapilmasi gerekmedir.
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ABSTRACT

In the recent years, the increase in the antibiotic-resistant bacterial strains has
become a significant threat for the treatment of the infectious diseases. Antibiotic
resistance against Staphylococcus aureus strains is a considerable problem as a
hospital-acquired (nosocomial) infections especially in developed countries. The
necessity of developing alternative treatment methods or strategies for the treatment

of antibiotic resistant bacterial infections are therefore very imperative.

The aim of this thesis were to isolate and purify Staphylococcus aureus-spesific

bacteriophages and to determine dynamics of the isolated bacteriophages.

In this study, 25 multidrug resistant S. aureus isolates which were available in
the culture collection of Medical Microbiology Laboratories of Sifa University
Hospitals and had been isolated from the patients, were employed. The identification

of the S. aureus isolates were verified using S. aureus-specific primers by PCR.

Twenty waste water samples obtained from various locations in Izmir were
examined and 3 S. aureus-specific bacteriophages were isolated/purified and
characterized. Afterwards, one of the isolated phages was named as SA/EMEL_001
and then phage dynamics of this phage (adsorption rate, latent period and lysis time,)
were determined. It was found out that 17 (68%) strains of the 25 S. aureus tested were
sensitive to SA/EMEL_001, 7 (28%) were low-sensitive and 1 (4%) was resistant.

It is concluded that S. aureus—specific SA/EMEL_001 phage was isolated and
purified in this study. The SA/EMEL_001 phage had high level of lytic efficiency
(96%) suggesting its potential to be utilized for the treatment of multidrug resistant S.
aureus infections. However, it is necessary to carry out full-genome analysis and

toxicity examinations before utilizing this phage for therapeutic purposes in humans.
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