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1. BOLUM: GIRIS

1.1 Bakteriyofaja Giris

1915 yilinda ilk defa varhig1 fark edilen ve 1940’11 yillara kadar bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan, zorunlu hiicre i¢i parazitler, bakteri-spesifik
viriisler ya da bakteriyofajlar, penisilin bulunmasi ile uzun siire bilimsel camianin
giindeminden diismistiir. Antibiyotiklerin kolay, ucuz ve hizli iiretilebilir ve genis etki
alanina sahip olmalar1 bakteriyofaj ¢alismalarini bitme noktasina getirmistir. Fakat son
yillarda yayimlanan raporlarda antibiyotik direncinin dnlenemez bir sekilde arttii
bildirilmektedir. Bu durum faj terapisi olarak adlandirilan fajlarla tedavi yonteminin

tekrardan onem kazanmasinda neden olmustur.

1.1.1 Bakteriyofaj Arastirmalarinin Tarihcesi

Bakterilerin antibiyotiklere karst giderek diren¢ kazandigi giinlimiizde, tip
diinyasi alternatif tedavi arayislari igerisine girmistir (Kutateladze & Adamia 2010).
Bu soruna karsi, bakteri tiirlerine spesifik olan ve bakterileri eradike eden
bakteriyofajlar, 6nemli bir ¢oziim olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bakteriyofajlar
mikroorganizmalarla ilgili ¢alismalarin baslamasindan yaklasik 40 yil sonra, 19.
Yiizyilin ilk geyreginde tanimlanmis ve bakteri yiyen viriis olarak literatiire girmistir
(Summers 2001; Briissow 2005). Bakteriyofajlar, biyosferde her giin iireyen
bakterilerin % 4 — 50 ‘sini enfekte ederek kiiresel jeokimyasal dongiiniin 6nemli bir
aktori olarak gorev almaktadir (Suttle 2005).

Tarihte bakteriyofaj alaninda ilk ¢alismalar Felix d’Herelle (d’Herelle 1917) ve
Frederick W. Twort (Twort 1936) tarafindan yapilmis olup, bu arastirmalar sonraki
yillarda yapilan faj ¢alismalarina onciilik etmistir (Summers 1999). Bakteriyofaj
terimi ilk olarak Felix d’Herelle tarafindan kullanilmistir. Kelime kokenlerine
bakildiginda Yunanca ’da ‘bacteria’ bakteri ve ‘phagein’ yemek fiilleri manasina gelen

kelimelerden olusmustur. Ayrica, d’Herelle bakteriyofajlarin ¢ift tabaka agar yontemi



ile bakterileri enfekte etmesi sonucunda olusan agik zonlara verilen ‘plak’ terimini
literatiire kazandiran kisidir. Bakteriyofajlarin kesfinden ¢ok kisa bir siire sonra fajlar
tedavi amaciyla kullanilmaya baslanmuistir. Felix d’Herelle faj terapisini ilk kez
dizanteri hastas1 genc¢ bir cocuk {izerinde deneyerek bakteriyofajlarin potansiyel
teropatik etkisini ortaya koymustur. Bakteriyofajlarin teropatik kullanimlar1 hakkinda
ilk bilimsel rapor, akintili ve agrili cilt yamigi tzerinde stafilokokkal phage
kullanilmasi ile bakteri sayisinin azaltilmasi sonucu olarak 1921 yilinda Bruynoghe ve
Maisin tarafindan Leuven’de yayinlanmistirlar (Lavigne & Robben 2012). Bu
gelismenin akabinde L‘Oréal simdiki adiyla Eli Lilly & Co, Parke-Davies, Squibb &
Sons ve Swan-Myers ve Abbott Laboratuvarlari gibi biiylik sirketler birgok farkl
formda tedavi amagh faj preparatlari hazirlamiglardir (Sulakvelidze & Morris 2001;
Summers 1999).

[lk bakteriyofaj uygulamalarinin basarili bir sekilde sonu¢lanmasi ve birgok ilag
sirketleri tarafindan bakteriyofaj preparatlarinin satilmasina ragmen penisilinin kesfi
ile bakteriyofaj tedavisi bati diinyasinda neredeyse unutulmus, sadece dogu blogu
ilkelerinde lokal olarak uygulanan bir yontem olarak kalmistir. Antibiyotiklerin genis
spektrumlu olmasi gibi birgok avantajinin bulunmasi, faj biyolojisinin tam olarak
anlagilamamas1 ve bakteri tanimlamada kullanilan tekniklerin yeterince gelismemis
olmast bakteriyofa; tedavisinin batida olumsuzlukla sonug¢lanmasmin baslica
nedenlerindendir (Ceyssens 2009). Yakin zamana kadar bu yontemi uygulamaya
devam eden ve bu alanda enstitii bile kuran Polonya Ludwik Hirszfeld immiinoloji ve
Deneysel Terapi Enstitiisli ve en saygin bilim dergilerinde bile bu alandaki onciiliigii
lizerine makaleler yazilan Giircistan George Eliava Enstitlisii kararliligin 6diiliini
almistir (Abedon 2008; Calendar 2005; Kutter & Sulakvelidze 2004).

Insanlar iizerinde bakteriyofaj kullanimin yani sira veterinerlik ve gida endiistrisi
gibi alanlarda da bakteriyofaj uygulamalar: bulunmaktadir. Ornegin 2006 yilinda ABD
Gida ve Ilag Idaresi (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan bazi etkenler
tizerinde Listeria monocytogenes suslarina karst “Listex-100” bakteriyofaj
preparatinin kullanilmasina izin verilmistir (Tablo 1.1). FDA tarafindan kullanimina

izin verilen baska bakteriyofaj preparatlart da bulunmaktadir (Fortuna et al. 2008)



Tablo 1.1. FDA onayl bakteriyofaj preparatlar1 (Fortuna et al. 2008)

Firma Preparat Hedef bakteri Kullanim alan1  Onay yili
1 Intralytix Inc, LMP-102™ L. monocytogenes Et, kanathi 2007
™

ESBa:fEt(;/ od LISPE%( L. monocytogenes  Tiim gidalar 2007

3 OmniLytics BacWash™ Salmonella g:r)ilvlear? 2007
Xanthomonas
. capestris pv.

4 OmniLytics AgrlTl?whage vesicatoria, Domates, biber 2006
P.syringae pv.

tomato

Bakteriyofaj c¢aligmalari biyoloji alaninda DNA’nin tanimlanmasindan,
molekiiler rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi gibi birgok Onemli kesfin
yapilmasinda 6nemli rol oynamistir. Giinlimiizde bakteriyofajlardan ele edilen
proteinler ve enzimler identifikasyon (Smith et al. 2001), tedavi (Loeffler et al. 2001)
ve ilag teknolojisi (Liu et al. 2007) gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Bakteriyofajlarla tedavi caligmalar1 giiniimiizde hizla yiikselen bir arastirma
alan1 olmaktadir. Bu durumu anlamak i¢in yillara gore yapilan yayinlari incelemek
yeterli olacaktir. PubMed veri tabaninda “phage therapy” ve “bacteriophage therapy”
anahtar kelimeleri ile “title” alaninda ham bir tarama yapildiginda ve duplike olanlar
elendiginde, 1970-1979 yillar1 arasinda 3, 1980-1989 yillar1 arasinda 6, 1990-1999
yillart arasinda 7, 2000-2009 yillar1 arasinda bu say1 91 makale goriiliirken, 2010-2015
yillar1 arasinda 1000’in {izerinde bilimsel makale oldugu ortaya g¢ikmaktadir.
Yayinlanan makalelerin yani sira bu alanda yapilan biiyiikk c¢apli projeler de
bulunmaktadir. “Avrupa Ar-Ge Projeleri” bashigi altinda Avrupa Komisyonu
tarafindan 7. Cerceve Programi kapsaminda, 2013 yilinda desteklenen Phagoburn
projesi buna drnek gosterilebilir (Phagoburn 2013). Belgika, Fransa ve Isvigre’den 5
partner kurulusla yiiriitiilen bu proje kapsaminda insanlar iizerinde faz I ve faz Il

caligmalar1 yapilmaktadir.



1.1.2 Bakteriyofajlarin Giiniimiizdeki Onemi

Bakteri spesifik bakteriyofajlarin Felix d’Herelle (d’Herelle 1917) ve William
Twort (Twort 1936) tarafindan kesfedilmesinden itibaren bakteriyofajlar kuskusuz
bilimin 6nemli bir par¢as1 olmusturlar. Bakteriyofajlarla yapilan ¢alismalar sonucunda
genetik kodlarin tanimlanmasi ve DNA’nin genetik bir materyal olarak kabul edilmesi
gibi molekiiler biyolojinin ilk basamaklarini olusturan bir¢ok bulusa imza atilmistir
(Cairns et al. 1966).

Bunun yani sira faj ve fajlardan elde edilen vektor, cosmid ve promoter gibi
trtinler rekombinant DNA teknolojisinin gelismesinde 6nemli rol oynamistir.
Fajlardan elde edilen diger iiriinler, integraz, DNA ligaz ve gesitli enzimler giiniimiiz
molekiiler biyolojisinde ¢ok 6nemli kullanim alanlarina sahiptirler (Summers 2006).

Bu biiyiik buluslarin ardindan bakteriyofajlar uzun yillar boyunca bilimin
ilgisinden uzak kalmistir. Genom aragtirmalarinin hiz kazanmasi ve Onlenemeyen
antibiyotik direncinin artmas1 bakteriyofajlara tekrar ilgi duyulmasina neden olmustur.

Yapilan genom c¢alismalar1 sonucunda birgok bakterinin profaj diye adlandirilan
lizojenik bakteriyofaj genomu tasidigi ve bu genetik materyallerin bakteri genomu
tizerinde degisikliklere neden oldugu ortaya konmustur (Canchaya et al. 2003;
Briissow et al. 2004). Ornegin Pseudomonas aeruginosa PAO1 genomunda profaj
igeren 3 farkli bolge oldugu saptanmistir (Hertveldt & Lavigne 2008).

Bakterilerin antibiyotiklere karsi giderek diren¢ kazandigi giiniimiizde, tip
diinyasi alternatif tedavi arayislar igerisine girmig (Kutateladze & Adamia 2010) ve
antibiyotikler disinda enfeksiyon etkenlerine kars1 yeni tedavi stratejileri gelistirilmesi
zorunlu hale gelmistir. Yeni tedavi stratejileri arasinda da en yiiksek potansiyeli
bakteriyofaj tedavisinin barindirdig1 birgok otorite tarafindan kabul edilmektedir.
Bakteriyofajlarin yiiksek litik etki gostermesi ve kolay ve ucuz yolla iiretilebilmesi
gibi etkenler faj terapisinin giiniimiizde kaybettigi popiilaritesini tekrardan
kazanmasini saglamistir. Bakteriyofajlar antibiyotiklerin etki mekanizmasindan ¢ok
farkli bir etki mekanizmasina sahiptirler. Fajlar, bakterilerin direng¢ mekanizmalarina
kars1 degisim gegirerek direngli bakterileri yok ederler (Debarbieux et al. 2010).
Ayrica, Polonya’da kurulan bir faj tedavi merkezi bakteriyofaj tedavisinin antibiyotik

tedavisinden daha az maliyetli oldugu hesaplanmistir. Metisilin direngli S. aureus



(MRSA) ‘dan ileri gelen enfeksiyonlarda antibiyotik tedavi maliyetinin, faj
tedavisinden 2-8 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Miedzybrodzki et al. 2007).

1.1.3 Genel Bakteriyofaj Biyolojisi

Bakteriyofaj ya da diger adiyla fajlar kendilerine 6zgii bakteriyi enfekte eden
viriislerdir. Diger viriis tilirlerinde oldugu gibi ¢ogalmak ve yayilmak i¢in zorunlu
olarak konak hiicreye ihtiya¢ duyan zorunlu hiicre i¢i parazitleri olarakta bilinirler.
Konak hiicre disinda cansiz formda olan bakteriyofajlar boyutlari 1 pm’nin altindadir.
Bakteriyofajlar, viriisler de oldugu gibi tek veya ¢ift iplik¢ikli DNA ya da RNA genetik
materyali tasirlar (Sekil 1.1). Yapisal olarak genetik materyali gevreleyen polihedral
kapsidli, kuyruklu veya kuyruksuz, filamentéz veya pleomorfik yapida olabilirler.
Polihedral kapsid genetik materyalin korunmasinda ve adsorbsiyonda etkin rol
oynamaktadir (Guttman et al. 2005)(Sekil 1.1). Morfolojik analizi yapilmis olan
fajlarin sayis1 5500’iin ilizerindedir. Bakteriyofajlar yeryiiziindeki en yaygin yasam
formu olarak kabul edilmektedir. Bilimsel verilerden yola ¢ikilarak yapilan
hesaplamalara gére yeryiiziinde 1031-10% bakteriyofaj bulunmaktadir. Yeryiiziindeki
her bir prokaryotik hiicre igin ~10* bakteriyofaj oldugu diisiiniilmektedir (Chibani-
Chennoufi et al. 2004). Tipik bir litik faj enfekte ettigi bakteri Saatler iginde
stoplazmasinda ~100-300 yeni faj olusturur. Uretilen bakteriyofajlar da yeni
jenerasyon bakterileri enfekte ederek eradike ederler (Mattey & Spencer 2008).
Fajlarin bu replikasyon siklusu, ancak ulasabilecekleri yeni bakteri kalmayinca

sonlanir.
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Sekil 1.1 Bakteriyofajlarin genetik ¢esitlilikleri (Ackermann 2007)

Bakteriyofajlarin adsorbsiyon ile bakteri hiicresine spesifik olarak baglandiktan
sonra genetik materyalini konak bakteri hiicresine aktarilmasiyla bakteri enfeksiyonu
baslar. Bakteriyofajlarin replikasyonlar1 esnasinda ilk olarak faj hedef konak hiicre
yiizeyinde bulunan spesifik yiizey reseptorlerine 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
ylizey reseptorlerine baglandiktan sonra enzimler yardimiyla genetik materyali direkt
olarak peptidoglikan ve i¢ membran yapisini penetre ederek bakteri hiicresinin
sitoplazmasi igerisine aktarirlar (Molineux 2001; Roos et al. 2007). Genetik materyal
konak hiicre icerisine aktarildiktan sonra hiicre i¢i ekzoniikleaz ve restriksiyon

enzimlerinden korunmasi gerekmektedir. Bu islem hedef hiicrenin niikleaz enzimini



inhibe ederek, viral genomunu sirkiiler yapiya doniistirerek ya da
hydroxymethyldeoxyuridine gibi sira dist niikleotidlerini kullanarak gergeklesir
(Arber & Dussoix 1962; Wrdblewska 2006). Sonrasinda bakteriyofaj promoter
bolgeleri konak hiicre RNA polimeraz enzimleri tarafindan taninarak erken genler
transkript edilir. Erken genlerin transkripti sonucu meydana gelen iiriinler hiicre ici
kontrolii ele alarak orta ve ge¢ genler transkript edilmeden once konak hiicre proteaz
enzimini, restriksiyon enzimlerini ve konak biyosentezini inhibe ederler. Orta ve geg
gen transkriptinde bakteriyofajlar sentezlenerek bakteriyofaj endolizinleri ile hiicreyi
lize ederler. Bu durum bakteriyofajlarin litik aktivitesi ile gelisir (Guttman et al. 2005;
Abedon 2008; Abedon 2009; Sekil 1.3). Litik bakteriyofajlar enfeksiyon bdlgelerinde
toksisiteye neden olmadan konsantrasyonlarini hizla arttirirlar (Summers 2001).
Bakteriyofajlarin konak hiicre icerisinde gecirdikleri toplam siire “latent periyot”

olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Bakteriyofaj replikasyonunun tek basamakli biiylime egrisi

(‘http://classes.midlandstech.com/carterp/Courses/bio225/chap13/lecture3.htm sitesinden modifiye
edilmistir.)

Lizojenik yasam seklinde ise faj bakteriye genetik materyalini aktardiktan sonra
faj genomu bakteri genomuna entegre olur, konakgi bakteri hiicresinin bir pargasi
halini alir ve bakteri tiredikge ¢ogalan lizojenik siklus gosterir (Campbell 2007;
Briissow 2005; Sekil 1.3). Bu sekilde bakteri genomuna entegre olan faja “profaj”,
profaji tagiyan bakteri de “lizojen bakteri” olarak adlandirilir. Ayrica bu tiir fajlara,



bakterilerin yasam big¢imlerini etkilemedigi i¢in ilimh fajlar (temperate phage) da
denir. Bazi durumlarda konak hiicre igerisindeki optimum sartlar (besin yetersizligi
gibi) bozulursa 1liml fajlar tetiklenerek ¢ogalma siireci baslar ve sonug olarak konak
hiicre pargalanir. Bazen lizojenik formdaki bakteriyofajlar enfekte ettikleri konak
hiicreye, yeni genler aktarilmasi yoluyla yeni islevler kazandirabilir. Buna en iyi 6rnek
Vibrio cholera bakterisinin, non-patojen olan susunun bakteriyofaj ile enfekte
edildikten sonra kolera toksin geninin aktarilmasi ve bakterinin kolera hastaligina
neden olan patojen susu 6rnek gosterilebilir(Krylov 2001).

Konak hiicre igerisinde lizojenik formda bulunan profajlar ultraviyole isik
(UV), mitomisin C, mutajenik maddeler ve inkiibasyon sicakligindaki degisimlerle

indiiklenerek litik hale getirilebilir (Adams 1959).
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Sekil 1.3 Bakteriyofajlarin yagam dongii tipleri

(‘http://classes.midlandstech.com/carterp/Courses/bio225/chapl13/lecture3.htm sitesinden modifiye
edilmistir.)

Bir bakteriyofajin biyokontrol ya da tedavi amaglh kullanilabilmesi igin “litik

b2l

faj” karakteri gostermesi gereklidir. Bakteriyofajlar, dogal mikrofloraya zarar
vermeden ve fermente lUriinlerdeki kiiltiirleri etkilemeksizin direkt olarak tiire 6zgii

olarak uygulanabilmektedir. Bakteriyofajlar biyokontrol disinda bakterilerin direk



olarak oOrnekler icerisinde saptanmasi, identifikasyonu ve elde edilen bakteri
izolatlarinin alt-tiplendirilmesi (faj tiplendirme) amaciyla da kullanilmaktadir

(Connerton et al. 2004).

1.1.4 Bakteriyofajlarin Morfolojisi ve Siniflandirilmasi

Bakteriyofajlar bireysel metabolizmalar1 olmayan zorunlu hiicre igi
parazitleridir. Yaklasik yiiz yildir siiren bakteriyofaj arastirmalar1 biyosferde hemen
hemen her yerde bulunan bakteriyofajlarin ¢ok fazla gesitlilikte tiirii oldugu hakkinda
bilgiler ortaya koymustur. Buna bagli olarak bakteriyofaj genomlar1 farklilik
gostermektedir. Genom uzunluklari agisindan birkag bin baz ¢iftinden ~ 500 kilobaza
kadar bakteriyofaj genomu bulunmaktadir. Son yillarda sekanslanmig 498 kilobazlik
genoma sahip phage G buna 6rnek verilebilir (Guttman et al. 2005). Phage G’nin
genom uzunlugu, yaklasik bir bakteri genomu ile es deger uzunlukta olmasina ragmen
hayati fonksiyonlar1 gergeklestiren hiicresel kompleks mekanizmay1 olusturacak
genlerden yoksundur. Bu durum dogal olarak bakteriyofajlarin zorunlu hiicre igi

paraziti olmalarina neden olmaktadir.
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Sekil 1.4 Caudovirales takimina ait {i¢ ailenin basit morfolojisi.

Soldan saga, Siphoviridae (uzun ve esnek kuyruk), Myoviridae (¢ift katli kisalabilir kuyruk),
Podoviridae (kisa ve kalin kuyruk) (Serwer et al. 2008; Leiman et al. 2004).



Tarihsel olarak bakteriyofajlar morfoloji ve genomik yapisi agisindan
Uluslararas1 Virlis Taksonomi Komitesine gore (UVTK) 13 familyaya ait 30 cins
icerisinde yer alirlar (Mattey & Spencer 2008). Literatiirde tanimlanmis
bakteriyofajlarin %95’inden fazlasi Caudovirales takimi iiyesi olup kuyruklu ve
dsDNA yapisindadir. Caudovirales takimi, kuyruk morfolojilerine gore 3 ana aileye
ayrilmistir. Bunlardan ilki; tanimlanmis bakteriyofajlarin %60’ nin olusturdugu uzun
ve esnek kuyruklu Siphoviridae, ikincisi; %25’inin olusturdugu cift katli kisalabilir
kuyruklu Myoviridae, tgiinciisii; %15’inin olusturdugu kisa ve kalin kuyruklu
Podoviridae ailesidir (Sekil 1.4).

Sekil  Nukleil Aile Partikiiller Ornek
Asit
Tailed DNA Myoviridae tail contractile T4
Siphoviridae tail long, nonconractile A
Podoviridae tail short T7
Polyhedral DNA Microviridae COnspicuous capsomers X174
Corticoviridae complex capsid, lipids PM2
Tectiviridae inner lipid vesicle, pseudotail PRDI
SH1 inner lipid vesicle SH1
STV1 turret-shaped protrusions STV
RNA Leviviridae poliovirus-like MS2
Cystoviridae envelope, lipids a6
Filamentous DNA Inoviridae a. long filaments fd
b. short rods MLV1
Lipothrizviridae envelope, lipids TTV1
Rudiviridae TMV-like SIRV-1
Pleomorphic  DNA Plasmaviridae envelope, lipids, no capsid L2
Fuselloviridae same, lemon shaped SSV1
Salterprovirus same, lemon shaped Hisl
Guttaviridae droplet shaped SNDV
Ampullaviridae* bottle shaped ABV
Bicaudaviridae* two tailed, growth cycle ATV
Globuloviridae* paramyxovirus like PSV

Tablo 1.2. Ackermann Siniflandirma Yo6ntemi * Siniflandirilmay1 bekleyen aileler. (Ackermann 2007)
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Ackermann smiflandirmasina gore ise resmi olarak kabul edilmis 17 aile,
smiflandirilmay1r bekleyen 3 aile bulunmaktadir (Tablo 1.2)(Ackermann 2007).
Ackermann simiflandirmasi da UVTK nin smiflandirmasinda oldugu gibi morfolojik
ve genetik yapiya dayali bir siniflandirma yontemidir. Siniflandirma yonteminin

detaylar1 Tablo 2’de belirtilmistir.

1.1.5 Bakteriyofaj Tedavisi

Gilinlimiizde antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin tedavi
seceneklerindendir ve enfeksiyon etkeni firsat¢i patojenlere karsi hala potansiyel
tedavi yontemi oldugu giiniimiizde, bilingsiz ve siklikla kullanim sonucu 6nlenemez
bir hizla antibiyotik direncinin artti§i hakkinda raporlar yaymlanmaktadir
(Kutateladze & Adamia 2010). Gelisen antibiyotik direncliligi, 6zellikle de ¢oklu
direnglilik, yeni antibiyotiklerin devreye girmesini zorunlu hale getirmistir. Ancak
antibiyotik arastirmalar1 ve kesif hizi son yillarda ¢ok yavaslamis olup, giiniimiizde
arastirma agsamasinda birka¢ yeni antibiyotik bulunmaktadir. Bu durum Diinya Saglik
Teskilat1 (WHO; World Health Organization) tarafindan da dile getirildigi gibi,
antibiyotikler disinda yeni tedavi stratejileri gelistirmeyi ve kullanmay1 zorunlu hale
getirmistir (Bush et al. 2004; Livermore 2004; Powers 2004). Bu soruna Kkarsi,
bakteri tiirlerine 6zgli olan ve bakterileri yok eden bakteriyofajlar, 6nemli bir
cevap olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Faj tedavisinin, antibiyotik tedavisinden daha az maliyetli oldugu Polonya’da
kurulan bir faj tedavi merkezinde hesaplanmistir (Miedzybrodzki et al. 2007).
Metisilin direngli S. aureus infeksiyonu iizerinden yapilan hesaplamada, antibiyotik

tedavi maliyetinin, faj tedavisinden 2-8 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.
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1.2 Hedef Bakteri

1.2.1 Konak Hiicre: Pseudomonas aeruginosa

Gilinimiiz modern medikal mikrobiyoloji gelismeden Once Pseudomonas
aeruginosa bakteri suslarinin cerrahi operasyonlarda ve yaralarda enfeksiyonlara
neden oldugu bilinmekteydi. Carle Gessard, 1882 yilinda enfeksiyon bdlgelerinden
aliman ornekleri incelediginde ¢omak seklinde goziiken organizmalar oldugunu fark
etmis ve onlara Bacillus pyocyaneus adini vermistir. Fakat 1894 yilinda Migula yaptigi
detayli ¢alismalarda bakteri tiiriiniin Bacillus cinsinden farkli oldugunu tespit ederek
bu bakteriyi Pseudomonas aeruginosa olarak tanimlamistir (Teixeira et al. 2011).
Saglikli dokulardan ¢ok hasar goérmiis dokularda enfeksiyon yapan firsat¢i patojen
Pseudomonas aeruginosa dogada bir¢ok alanda bulunabilen bir bakteri tiirii olup
rezervuari toprak, su, hayvanlar ve bitkilerdir. P. aeruginosa aerob, sporsuz, diiz veya
hafif kivrimli, 0,5-1,0 pm eninde 1,5- 5,0 um boyutlarinda ikili yada kisa zincirler
olusturabilen Gram- negatif comaklar olup tek ve ¢oklu polar flajellalari ile genellikle
hareketlidirler. Hastane ortaminda ise genellikle nemli bolgelerde, gida maddelerinde,
ciceklerde, lavabo ve tuvaletlerde, temizlik bezlerinde, solunum cihazlarinda, diyaliz
ekipmanlarinda ve hatta dezenfektan soliisyonlarinda bile bulunabilirler. Hastanede
yatan veya ayaktan tedavi géren immiin sistemi baskilanmis insanlarin disinda saglikli
kisilerde normal mikrobiyal floranin bir parcasi olarak nadiren bulunurlar. P.
aeruginosa suslari dogal olarak birgok antibiyotige kars1 direnglidir (Livermore 2002)
ve iist solunum yolu enfeksiyonlarinda yiiksek 6liim oranlarina neden olur (Chastre &
Fagon 2002). P. aeruginosa genellikle viicut direncinin diismesinde, kronik solunum
yolu enfeksiyonlaria, kisitk fibrosis kaynakli yiiksek Oliimlere, yanik ve yara
enfeksiyonlarma ve ameliyat sonrast enfeksiyonlara neden olarak hasta 6liimlerini
artirmaktadir. (Driscoll et al. 2007; Sécher et al. 2005; Mathur et al. 2008). Salgin
durumlarinda g¢ocuklar iizerinde oldukga etkilidir (Troop 2012). Bu patojen besin
maddelerinde, igme sularinda ve bir¢ok yerde kolonizasyon yapabilmektedir (Hardalo
& Edberg 1997). P. aeruginosa’nin olaganiistii bir direng mekanizmasi oldugu

tanimlanmistir (Strateva & Yordanov 2009). Hastane ortamindan izole edilen birgok
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Pseudomonas aeruginosa susu colistin ve polymyxine kars1 duyarli olmasinin yani sira
son yillarda antimikrobiyallere karsi hizla diren¢ kazandigi bildirilmektedir (Bonomo
& Szabo 2006; Falagas et al. 2006; Zavascki et al. 2010). Bir ¢alismada, P. aeruginosa
suglar1 lizerine yapilan testlerde ise 16 farkli antibiyotige kars1 direng gosterebildigi
belirlenmistir (Deredjian et al. 2011; Gomes et al. 2011).

P. aeruginosa iireme standartlar1 ve gereksinimleri diger firsatg1 patojenlere gore
cok diisiiktiir. Standart buyyon veya %35 koyun kanli agar icerisinde 37 °C’de hizli ve
kolay bir sekilde tireyebilirler (Teixeira et al. 2011). P. aeruginosa kolonileri kat1 besi
yerinde iki farkli sekilde goriiliir. Biiyiik, yiiksek ve diiz kenarli ya da kiiciik, piiriizlii
ve digbiikey koloni formunda goriiniirler. Genellikle klinik 6rneklerden izole edilen
izolatlar biiyiik formda iken dogadan elde edilen izolatlarin daha kiiciik formda
olduklar1 gbzlemlenmektedirler. Diger bir koloni formu ise mukoid yapida olusan
kolonilerdir. Bu tiir koloniler genellikle kistik fibroz hastalarindan izole edilen
suslarda gorilirler (Murray 2013). Klinik 6rneklerden izolasyonlar1 genellikle
enfeksiyon tipine gore balgam, idrar, deri lezyonu, beyin omurilik sivis1 (BOS), cerahat

gibi orneklerden yapilmaktadir.

1.2.2 Bakteriyel Patojenite ve Antimikrobiyal Diren¢

Pseudomonas aeruginosa suslart dogal olarak birgok antibiyotige Kkarsi
direnglidir ve tedavi sirasinda da mutasyonla direng gelisimi olabilmektedir
(Livermore 2002). Diren¢ mekanizmast yiizeyde bulunan porin proteinleri ile alakali
olarak gelismektedir. Bakteri icerisine antibiyotik girisi bu porlar iizerinden
saglanmaktadir. Porlarda olugan bir mutasyon birden fazla antibiyotige karst direng
gelismesine neden olmaktadir. Beta laktamaz antibiyotiklere karsi ise farkli beta
laktamlar tireterek direng gostermektedir.

P. aeruginosa toksinler, enzimler ve yapisal proteinler gibi bircok viriilans
faktoriine sahiptir (Deredjian et al. 2011). P. aeruginosa ti¢ farkli asamada enfeksiyon
olusturabilmektedir. Bunlardan ilki bakterinin baglanmasi ve kolonizasyon ikincisi

invazyon ve son olarakta sistemik hastalik olugturmasidir.
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Enfeksiyon olusumunda hiicreye baglanma ¢ok Onemlidir. Baglanma, P.
aeruginosa yiizeylerinde bulunan dort farkli yapisal bilesen ile ger¢eklesir. Bunlar
flajella, pili, lipopolisakkarit ve aljinatlardir. Flajella ve pili adhezyondan,
lipopolisakkaritlerde bulunan Lipid A endodoksin aktivitesinden sorumludur (Murray
2013).

P. aeruginosa tarafindan iiretilen en 6nemli viriilans faktorlerinden bir tanesi
ekzotoksin A‘dir. Bu toksin Okaryotik hiicrelerde peptit zincirinin uzamasini
engelleyerek protein iiretimini bozmakta ayrica immiin sistemi de baskilamaktadir. P.
aeruginosa tarafindan iiretilen diger bir viriilans faktoriide mavi renkli pigment olan
piyosiyanindir. Bu pigment oksijeni, hidrojen peroksit ve siiperokside katalize eder.
Sar1 — yesil bir pigment olan piyoverdin ise demiri baglayan bir siderofordur. P.
aeruginosa tarafindan salgilanan diger bir viriilans faktorii ise Las A ve Las B
enzimleridir. Bu enzimler akciger gibi elastin i¢ceren dokularda hemorajik lezyonlara
neden olurlar. Ekzoenzim S ve T P. aeruginosa tarafindan iiretilen hiicre dist
enzimlerdir. Islevi belli olmayan adenozin difosfat (ADF) ribozil transferaz
aktivitesine sahiptir. Tip III salinimda bu enzimleri 6karyotik hiicrelere sundugunda,

bakteri yayilimini arttiran nekroz ve doku hasarina neden olmaktadir (Murray 2013).
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2. BOLUM: GEREC ve YONTEM

2.1 Kullanilan Besi Yerleri

Calisma boyunca 4 farkli besi yeri kullanilmistir. Bunlar; % 5 koyun kanli agar
(%5 KA), Luria Bertani Broth (LBB), Luria Bertani soft (yumusak) agar (LBSA) ve
Luria Bertani agar (LBA)’dir (Resim 2.1,Resim 2.2). % 5 koyun kanli agarin
bilesiminde, Nutrient substrate (heart extract and peptones; 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 kani
bulunmaktadir.

LB Broth bilesimi, maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton (kazein) 10,0 g/L; NaCl 10,0
g/L seklindedir. 25 g dehidre besiyeri bulunmaktadir. LB Soft Agar bilesimi, maya
ekstrakt1 5,0 g/L; pepton (kazein) 10,0 g/L; NaCl 10,0 g/L seklindedir.

LB agar bilesimi ise, maya ekstrakt1 5,0 g/L; pepton (kazein) 10,0 g/L; NaCl
10,0 g/L seklindedir. 25 g dehidre besiyeri, 15 gr/L agar agar igermektedir.

% 5 koyun kanli agar hazir sekilde temin edilmis olup diger tiim besi yerleri
amaca uygun miktarlarda distile su igerisinde eritilerek otoklavda 121 °C’de 15 dak
sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasinda LB broth 4,5 ml olacak sekilde steril vida
kapakli tiiplere aktarilmistir. LB soft agar, 7,5 ml olacak sekilde vida kapakli tiiplere
aktartlip 30° ag1 ile yatirilarak yatik besi yeri olugsmasi saglanmistir. LB agar 10 ml
olacak sekilde steril petrilere aktarilarak kati besi yeri olusturulmustur. Caligmada

kullanilan tiim besi yerleri MERCK (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
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Resim 2.1. %5 Koyun Kanli Agar (Solda) ve Luria-Bertani Agar (Sagda)

Resim 2.2. Luria-Bertani Soft Agar (Solda) ve Luria-Bertani 10X Broth (Sagda)
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Resim 2.3. Luria-Bertani Broth (Solda) ve Luria-Bertani Slant Agar (Sagda)

2.2 Bakteri Suslari

Calismada kullanilan tiim bakteriler Sifa Universitesi Hastaneleri Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvarlar: stoklarindan temin edilmistir. -80 °C“de cryobanklarda
bulunan Pseudomonas aeruginosa bakteri izolatlar1 LB broth icerisine ekilerek 24 saat
stire ile 37 °C’de inkiibe edilmistir. Akabinde kontaminasyonu onlemek icin broth
icerisinde iireyen bakteri kiiltiiriinden 6ze ile 10 pl alinarak %35 koyun kanli agara tek
koloni diisecek sekilde ekilerek 37 °C’de inkiibe edilmistir. Calismada toplamda 20
adet olmak tizere 19 adet gesitli antibiyotiklere direngli P. aeruginosa ve 1 adet

referans susu olan P. aeruginosa ATCC 27853 bakteri susu kullanilmistir.

2.3 Pseudomonas aeruginosa Izolatlarimn Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Ile identifikasyonu

Proje kapsaminda kullanilan tiim P. aeruginosa izolatlar1 Sifa Universitesi

Bornova Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan VITEK 2
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sistemi ile daha onceden birincil tanimlamalar1 yapilmistir. Birincil tanimlamalari
yapilan bakteri suslar1 bakteri-spesifik primerler kullanilarak PZR ile teyit edilmistir.
PZR ile tanimlama amaciyla ilk olarak bakteri DNA’lar1 izole edilmis daha sonra
optimal sartlarda PZR islemi gergeklestirilmistir.

DNA izolasyonu: DNA izolasyonlari Pseudomonas aeruginosa bakteri suslari
LB broth igerisinde 24 saat 37 °C’de inkiibe edildikten sonra ticari DNA izolasyon
kitleri (Invitrogen K1820-02 PureLink Genomic DNA Mini Kit (LOT: 1621175A,
CA, ABD)) kullanilarak firetici firmanin Onerdigi protokol esaslarina gore
gerceklestirilmistir. Kisaca; santrifiij edilerek ¢oktiiriilen bakteri hiicreleri tizerine 180
ul parcalama (digestion) tampon ¢ozeltisi ve 20 ul Proteinase K eklenerek 55 °C’de
30 dak inkiibe edilmistir. Akabinde, 20 ul RNase A eklenerek oda sicakliginda 2 dak
bekletilmis ve sonrasinda 200 pl liziz tampon ¢ozeltisi eklenerek homojen bir karisim
icin vortekslenmistir. Sonrasinda 200 pl etanol eklenerek DNA filtre tiiplerinde
yikama tampon ¢ozeltisi kullanilarak 10000 g ‘de 1 dak santrifiij edilmistir. DNA’nin
filtrelere baglanmasi saglandiktan sonra tizerine 20 pl distile su eklenip 10000 g ‘de 1
dak santrifiij edilerek DNA’nin distile su igerisinde ¢ozlilmesi saglanmistir.

PCR islemi: DNA’y1 ¢ogaltmak icin da Silva Filho et al. (1999) tarafindan
tanimlanan Pseudomonas aeruginosa spesifik 520 bp (baz cifti) algD gen bolgesini
kodlayan VIC 1. 5-TTCCCTCGCAGAGAAAACATC-3' wve VIC 2: 5-
CCTGGTTGATCAGGTCGATCT-3' primerleri kullanilmigtir.

Amplifikasyon, 25 pL PZR tamponunda gerceklestirilmistir. PZR tamponu
(Tablo 2.2); her bir primerden 0,25 uL (1 uM), 12,5 pL 2X master miks (i-TAq,
intron), 11 pL steril distile su ve 1 uL (~ 1pug) hedef DNA igermektedir (Tablo 2.2).
Hazirlanan PZR tamponu PZR-termal cycler cihazinda 94 °C’de 5 dak on
denatiirasyon, 30 siklus; 94 °C’de 30 sn, 60 °C’de 60 sn, 72 °C’de 90 sn ve 72 °C’de 5
dak son zincir uzamasi ile ¢ogaltilmistir (Tablo 2.3). 5 ul DNA, 1 pl yiikleme
soliisyonu ile boyanmistir ve 5 pg/ml etidyum bromid igeren %1 agaroz jele
yiiklenerek elektroforez islemine tabi tutulmustur. Marker olarak 100 bp DNA Ladder
(Genaid, Ingiltere) kullamlmstir. Pozitif kontrol olarak P. aeruginosa ATCC 27853,
negatif kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213 referans suslarinin
DNA’lar1 kullanilmastir.
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Tablo 2.1 P. aeruginosa-spesifik Primerler

VIC-1 S-TTCCCTCGCAGAGAAAACATC-3'
VIC -2 5’-CCTGGTTGATCAGGTCGATCT-3'

Tablo 2.2 PZR Karisim Igerigi

Stok Konsantrasyon Miktar Final Konsantrasyon
~1 nG/ml DNA 0,5 uL 20 ng/ml
100 pM VIC 1 0,25 uL 1uM
100 pM VIC 2 0,25 uL 1uM
2x PZR Master mix 12,5 uL 1X
(i-TAq, intron)
ddH20 11,5 ul -
Toplam 25 uL

Tablo 2.3 PZR Kosullar

Sicaklik(°C) Siire Dongii
94 5 1
94 30"
60 60" 30
72 90"
72 5 1

2.4 Bakterilerin Antimikrobiyal Analizleri

Calismada kullanilan bakterilerin antimikrobiyal analizleri Sifa Universitesi
Bornova Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan VITEK 2
(BioMerieux, Fransa) sistemi kullanilarak Gram-negatif bakteriler i¢in kullanilan GN

21341 kart1 ile daha 6nceden gercgeklestirilmistir.
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2.5 Bakterilerin Sayilmasi

LB Broth igerisinde bulunan bakterilerin sayimi seri dillisyonlar yapilarak
cfu/ml olarak belirlenmistir. Sayimi yapilmak istenen sivi bakteri kiiltlirii baslangic
stoku olarak kabul edilmistir. Baslangi¢ stokundan 1 ml alinarak 9 ml LB Broth
icerisinde 10'%°a kadar diliie edilmistir. Akabinde her bir diliisyon tiipiinden 100 pl
alinarak LB Agar lizerine ekilerek, steril bir yayici ile agar lizerinde her yere esit
miktarda ulasacak sekilde yayilmis ve 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda agar yiizeylerinde olusan tek koloniler sayilarak baslangic
stokunda bulunan bakteri miktari belirlenmistir. Deneyler ti¢ defa tekrarlanarak

sonuglar elde edilmistir (Sekil 2.1).

BAKTERI SAYIMI

0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Aktanlir  Aktarihr  Aktanihr Aktanilir  Aktanhr

EEF@E ) Jm

wic 102 C 10° C 104C 105¢C 106 C

0.1 mL
transfer

Bakteri Konsantrasyonu "C"

Petri iizerinde bakteri
kolonileri sayilir

Sekil 2.1 Bakteri Sayisinin Belirlenmesi

2.6 Bakteriyofaj izolasyonu

Bakteriyofaj izolasyonu igin Merabishvili et al. (2014) tarafindan hazirlanan
protokol modifiye edilerek Sifa Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar
standartlarina gore optimize edilmistir. Bakteriyofaj izolasyonu, farkli kaynaklardan

alinan kirli atik sulardan gerceklestirilmistir. Ozetle, toplanan atik su &rneklerinden
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alman 90 ml 6rnek ile 10 X LB Broth (250 gr/L) bir erlenmayer balonunda
karistirilarak iizerinde hedef bakteri kiiltiirinden 1 ml (~108 cfu/ml) eklenmis ve 37
°C’de 24 saat siire ile aerobik ortamda inkiibe edilmistir. Akabinde, erlenmayer
balonundan alinan bir miktar siv1 kiiltlir icerisindeki partikiilleri uzaklastirmak i¢in
9000 rpm (dv/dak)’de 10 dak siireyle santrifiij (Hettich, Rotina 420 R) edilmistir.
Santrifiij sonrasi iist kisimda bulunan siipernatant 0,45 um goézenek capli seliiloz asetat
filtreden (Milipore) gecirilmis ve steril bir cam tiip igerisine aktarilmustir. Filtre edilen
kiiltiir i¢erisine 1/10 oraninda kloroform eklenerek oda sicakliginda 20 dak beklemeye
birakilmistir.

Bir giin 6nceden yatik (slant) agar besi yerine inokiile edilen ve 37 °C’de giin
asir1 inkiibe edilen bakteri kiiltiirtine 4,5 ml LB Broth eklenerek vortekslenmistir.
Ardindan olusan siv1 kiiltiir igerisinden alinan 100 pl bakteri kiiltiirii steril bir tiipe
aktarilmig ve lizerine 3 ml yumusak (soft) LB agar ilave edilerek iyice karigmasi
saglandiktan sonra dnceden dokiilmiis LB agar iizerine yayilmisgtir. Yumusak LB agar
katilastiktan sonra mikropipet ile filtre edilen siv1 siispansiyon igerisinden alinan 15 pl
ornek yumusak agar iizerine damlatilarak 37 °C’de 18 saat siire ile inkiibe edilmistir.
Yapilan iglem literatiirde “spot test” olarak adlandirilmaktadir (Merabishvili et al.
2014). Bir sonraki giin petri iizerinde plak olusumu olup olmadigi gozlemlenmistir
(Resim 2.4). Bu islem c¢alismada kullanilan tiim atitk su Ornekleri igin
gerceklestirilmistir. Plak olusumu gozlemlenen petrilere damlatilan filtre sivilarinda

bakteriyofaj varlig1 saptanmustir.
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Resim 2.4. Spot Test Sonucu Olusan Plaklar

2.7 Bakteriyofajlarin Piirifikasyonu

Spot test sonucunda, igerisinde faj varhigi saptanan filtre sivilart 10'%°a kadar
siral1 diliisyonlar yapilarak ana stok igerisindeki faj titresinin seyreltilmesi saglanmistir
(Sekil 2.2). Her bir diliisyon 6rneginden alinan 1 ml bakteriyofaj siispansiyonu, 100
ul taze bakteri kiiltiirii (~108 cfu/ml) ile karistirilip iizerine 3 ml LB soft agar eklenerek
onceden hazirlanmis LB agar lizerine yayilarak 37 °C’de 18 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Bu yontem literatiirde ¢ift tabaka agar yontemi olarak ge¢mektedir
(Merabishvili et al. 2009). Bir sonraki giin hazirlanan petriler iizerindeki plak
olusumlar1 gézlemlenmistir. Bakteriyofajlar tek plak olusumu gézlemlenen petrilerden
steril pastor pipeti ile kesilerek LB Broth igerisine aktarilmig, iyice karistirilarak
fajlarin  besi yerine gegmesi saglanmigtir (Resim 2.5). Hazirlanan yeni faj
siispansiyonu diliie edilerek c¢ift tabaka agar yontemine tabi tutulmustur. Bu islem 6
defa tekrar edilmistir. Altinct tekrarin sonunda olusan tek plaktan kesilen fajlar sivi

besi yeri igerisine aktarilip iyice karistirilarak fajlarin besi yerine difiize olmasi
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saglanmigtir. Hazirlanan bu son besi yeri faj karisimi, saf (piirifiye) bakteriyofaj stoku

olarak kullanilmistir.

100 uL z
BAKTERIYOFAJ
DILUSYONU
100 uL 100 puL 100 uL 100 pL
= : . : 1 0.1 102 1 0.3 10.4 gie.l'ﬁagon
- Bvivivivi
Y10 Y100 Yio00  %0,000

Sekil 2.2 Sirali Bakteriyofaj Diliisyonu

_ TekPlak

Resim 2.5. Tek Plak Olusumu

23



2.8 Bakteriyofajlarin Titresinin arttirilmasi

Piirifiye edilen bakteriyofajlarin ¢alismada kullanilabilmesi ig¢in titreleri
arttirilmistir. Bu islem, piirifiye edilmis stokta bulunan bakteriyofajlar diliie edilerek
cift tabaka agar yontemi ile ¢ogaltilmistir. {1k olarak 10"*ye kadar diliie edilmis saf faj
stvisi ¢ift tabaka agar yontemi ile LB agar {lizerine yayilarak 37 °C’de 18 saat siire ile
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda tam lize olmamis petriler {izerine 3 ml LB
broth eklenerek kaziyici yardimi ile yumusak LB agar tabakasi kazinarak LB broth ile
karismas1 saglanmistir. Olusan karisim Falkon tiip igerisine alinarak 9000 rpm
(dv/dak)’de 10 dak siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda iist kisimda
bulunan s1vi kisim alinarak 0,45 um gozenek ¢apli membran filtre ile filtre edilmistir.
Her filtreleme isleminden sonra elde edilen faj konsantrasyonu baslangic faj stoku
kabul edilerek bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Ugiincii tekrarin sonucunda elde edilen

soliisyonda ytiksek titre bakteriyofaj oldugu saptanmustir.

2.9 Bakteriyofaj Titresinin Belirlenmesi

Bakteriyofajlarin titresi her bir mililitre 6rnek igerisinde bulunan bakteriyofaj
sayisinin hesaplanmasi ile belirlenmis olup ve pfu/ml birimi ile belirtilmistir.
Bakteriyofajlarin s1vi kiiltiir igerisindeki titresinin belirlenmesi ¢ift tabaka agar metodu
ve siv1 kiiltiiriin diliie edilmesiyle hesaplanmistir. Ilk olarak sivi kiiltiir igerisinde
bulunan bakteriyofaj stoku 10"%°a kadar diliie edilmistir. Diliisyon isleminden sonra
yatik besi igerisinde 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmis ve 4,5 ml LB broth ile
vortekslenerek elde edilen taze sivi bakteri kiiltiirinden 100 ul (=108 cfu/ml)
eklenmistir. Akabinde her bir bakteri kiiltiirii tizerine bakteriyofaj diliisyon tiiplerinden
1 ml ¢ekilerek aktarilmis ve iizerlerine 3 ml yumusak LB agar eklenerek daha 6nceden
hazirlanmis LB agarlari lizerine yayilmistir. 37 °C’de 18 saat siire ile inkiibasyonun
sonunda her bir agar tabakasi lizerindeki plaklar sayilarak bakteriyofaj titresi
belirlenmistir. Ornegin 1078 diliisyonundan hazirlanan agar iizerinde 20 faj plag
goriilmiisse 20 x 108 = 2 x 10° pfu/ml olarak belirlenmistir. Biitiin deneyler 3 defa

tekrarlanarak bakteriyofaj titreleri belirlenmistir.
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2.10 Bakteriyofajlarin Litik Aktivitelerinin (Duyarhhklarinin)

Degerlendirilmesi

Bu asamada izole edilen bakteriyofajlarin hedef konak hiicresi iizerindeki
antimikrobiyal ya da éldiiriicii etkisi belirlenmistir. Izole edilen bakteriyofajlarin litik
aktiviteleri 2.6 Bakteriyofaj Izolasyonu bashig: altinda basamaklar1 agikca belirtilen
bakteriyofaj damlatma uygulamasi “spot test” yontemi ile degerlendirilirmistir. Faj
damlatim1 uygulamasindan sonra LB agar tabakalar1 {izerinde olusan plaklarin
saydamliklarina gore bakteriyofajlarin litik aktiviteleri saptanmigtir. Olusan plaklarda
2 farkli goriiniim gozlemlenmistir. Bunlar sirasi ile saydam plaklar ve yar1 saydam
plaklardir. Plak olusturmayan bakteriyofajlarin ise hedef konak hiicresine duyarli

olmadig, direngli oldugu sonucuna varilmistir (Resim 2.6) (Alves et al. 2014).

Resim 2.6. Bakteriyofajlarin Litik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi
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2.11 Bakteriyofaj Dinamiklerinin Belirlenmesi

2.11.1 Adsorbsiyon siiresi, Latent Siire ve Cogalma Oranmnin (Burst Size)

Belirlenmesi

Adsorbsiyon siiresi; bakteriyofajlarin bakteri yiizeyine baglanmasi sirasinda
gegen stireyi ifade etmektedir. Latent siire; adsorbsiyon (baglanma) islemi sona
erdikten sonra bakteriyofaj genomunun konak hiicreye aktarilmasindan konak
hiicrenin yeni fajlar tarafindan lize edilmesine kadar gegen siireyi ifade etmektedir.
Cogalma orani ise baslangigta belli bir miktarda bakteriyi enfekte eden bakteriyofaj
sayisinin enfeksiyon sonrasinda olusan yeni bakteriyofaj sayisinin oranini ifade
etmektedir. Bu asamada; ilk olarak steril 15 ml’lik Falkon tiip igerisine titresi 108 olan
bakteriyofaj kiiltiirlinden 0,2 ml eklenmis ve sonrasinda, taze konak bakteri
kiiltiiriinden (~108) 1,8 ml alinarak eklenerek karistirilmistir. Akabinde, sicaklig1 37
°C’ye sabitlenmis sicak su banyosu igerisine yerlestirilmistir. Sonrasinda beser dak
periyotlar halinde Falkon tiipten 0,1 ml 6rnek alinarak +4 °C’de sogutulmus 9,9 ml
1/10 kloroformlu sivi besi yeri igerisine eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dak
bekletilerek 2.9 Bakteriyofaj Titresinin Belirlenmesindeki protokole uygun bir sekilde
her bir tiiplin igerisindeki bakteriyofaj titresi belirlenmistir. Cikan sonuglar grafik
olusturarak degerlendirilmistir. Biitiin deneyler iti¢ defa tekrarlanarak sonuglar elde

edilmistir.

2.11.2 Adsorbsiyon Oranlarinin Belirlenmesi (MOl “Multiplicity of Infection”
Value)

Adsorbsiyon oranlarinin belirlenmesi islemi, bir bakteriye ayni anda kag
bakteriyofajin baglanabildigini belirleme islemidir. Bu asamada titresi 10® olan
bakteriyofaj siispansiyonundan 1 ml ve taze konak bakteri kiiltiiriinden 1 ml alinarak
steril Falkon tiip igerisine eklenmistir. Ardindan 37 °C’de 2.10.1°de belirlenen latent

stire gecilmeyecek sekilde inkiibe edilmistir. Bu isleme paralel olarak 2.5 Bakterilerin
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Sayilmasi bashiginda detaylar1 verilmis olan protokole uygun olarak LB broth
icerisindeki bakteri kiiltiiriinde bulunan bakterilerin cfu/ml cinsinden sayimi
gerceklestirilmistir. Inkiibasyonun sonunda karisim 9000 rpm (dv/dak)’de 10 dak
siireyle santrifiij edilerek adsorbe olmayan bakteriyofajlarin titresi belirlenmistir. Bu
Islem icin siipernatant kisim 0,45 um gozenek ¢apli membran filtreden gegirildikten

sonra 2,9’daki protokole uygun bir sekilde titresi belirlenmistir.

(Baslangig faj titresi-Adsorbsiyon sonrasi faj titresi)

MOI Degeri =
Bakteri Sayisi

Adsorbsiyon orani yukaridaki formiil kullanilarak hesaplanmistir. Biitiin

deneyler ii¢ defa tekrarlanarak sonuglar elde edilmistir.

2.12 Saklama Kosullar:

Saflagtirllmis halde bulunan bakteriyofaj stoklari steril bir tiip igerisine

aktarilarak + 4 °C’de saklanmistir.
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3. BOLUM: BULGULAR

3.1 Bakteri Suslarmin Tanimlanmasi ve PZR Analizi

Sifa Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda
bulunan hastalardan izole edilmis P. aeruginosa bakteri izolatlar1 VITEK 2 cihazi ile
GN 21341 Gram-Negatif kart1 kullanilarak daha onceden birincil tanimlama islemi
yapilmistir. Akabinde, birincil tanimlama islemleri yapilan P. aeruginosa bakteri
suglarmm DNA izolasyonlar1 yapilmis ve P. aeruginosa-spesifik primerler
kullanilarak PZR ile identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. PZR sonuglart Resim
3.1°de gosterilmistir.

Resim 3.1 Pseudomonas aeruginosa Bakteri Suslar1 PZR Sonuglari

(L: DNA Ladder, N: Negatif Kontrol, 1: Pozitif Kontrol, 2-20: P. aeruginosa Suslar1 Bakiniz Tablo
3.1)
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3.2 Bakteri Suslarinin Antimikrobiyal Analizi

Tanimlama ve identifikasyon iglemleri gerceklestirilen P. aeruginosa bakteri

izolatlar1 daha onceden VITEK 2 cihazi kullanilarak antibiyogram analizleri

gerceklestirilmistir. Sonuglar Tablo 3.1°de gosterilmistir. Yapilmis olan testler

sonucunda P. aeruginosa bakteri suslarinin 18 tanesinin ¢oklu antibiyotik direncine

sahip oldugu saptanmustir.

Tablo 3.1 Calismada Kullanilan Pseudomonas aeruginosa Bakteri Suslar1 ve Antibiyotik Direng

Profilleri
Bakteri

1  P.aeruginosa
ATCC 27853
2  P.aeruginosa
3  P.aeruginosa
4  P.aeruginosa
5 P.aeruginosa
6  P.aeruginosa
7  P.aeruginosa
8  P.aeruginosa
9  P.aeruginosa
10 P.aeruginosa
11  P.aeruginosa
12 P.aeruginosa
13  P.aeruginosa
14  P.aeruginosa
15 P.aeruginosa
16  P.aeruginosa
17  P.aeruginosa
18 P.aeruginosa
19 P.aeruginosa
20  P.aeruginosa

Kod
PA 00

PA 01
PA 02
PA 04
PA_05
PA_06
PA 07
PA_09
PA_10
PA 11
PA 12
PA 13
PA 16
PA 17
PA 18
PA 19
PA_20
PA 21
PA 22
PA 23

Kaynak
Kan

Apse

Kan
Balgam
Kan
Balgam
Trebal

Yara
Katater Ucu
Yara

Yara
Katater Ucu
Balgam
Balgam
Kan

Yara

Kan

Kan

Kan

Kan

Antibiyotik Direnci

SXT, FOX, CXM, AMP, CXA, AMC
CAZ, IPM, CIP, TZP, PRL

SXT, FOX, CXM, AMP, CXA

FOX, CXM, AMP

CXM, AMP, CXA

CN, AMP

CT, SXT,

CN, AN, SXT, SAM, TGC, NET, TE
SXT, FOX, CXM, AMP, CXA, AMC
SXT, FOX, TZP

FOX, CXM, AMP, CXA

SXT, FOX, CXM, AMP

FOX, CXM, AMP, CXA, AMC

IPM, CIP, TZP

FOX, CXM, AMP, CXA

CAZ, CN, AMP

CIP, CT, SXT,

SXT, FOX, TZP

FOX, CXA, AMC

Antibiyotiklerin isim Listesi: imipenem (IPM), Siprofloxacin (CIP), Gentamisin( CN) 10ug, Amikasin (AN), Klotisin (CT), Co-
trimatakzol (SXT), Meropenem (MEM), Cefoxitin (FOX), Cefuroxime (CXM), Ampicillin sulbactam (SAM), Ampicillin (AMP),
Cefuroxime aksetil (CXA), Piperacillin/Tazobactam (TZP), Piperacilin (PRL), Amoxicillin/clavulanate (AMC), Levofloxacin
(LVX), Tigesiklin (TGC), Netilmisin (NET), Tetrasiklin (TE), Cefoperazone sulbactam (SCP)
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3.3 Bakteriyofaj izolasyonu

Calismamiz kapsaminda 12 adet atitk su Ornegi incelenmis ve 6 adet
Pseudomonas aeruginosa spesifik bakteriyofaj izole edilmistir. Izole edilen
bakteriyofajlar PA/EMEL_001 — PA/EMEL 006 olarak adlandirilarak stoklanmustir.

Calisma boyunca P. aeruginosa spesifik bakteriyofaj izolasyonlari amaciyla P.
aeruginosa_05 (PA_5) bakterisi konak hiicre olarak kullanilmis ve LB slant agar besi

yerinde inkiibe edilmistir.

3.4 Bakteriyofajlarin Litik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Caligmamizda izole edilen her bir bakteriyofajin farkl litik aktivitelere sahip
oldugu saptanmustir. Izole edilen bakteriyofajlarin litik aktiviteleri, 20 adet farkli
coklu antibiyotik direngli P. aeruginosa susu lizerinde “spot assay” yontemi ile
degerlendirilmis ve her birinin farkl litik spektrumlara sahip oldugu belirlenmistir ve
kontrol gruplari ile teyit edilmistir (Resim 3.2;Resim 3.3).

Yapilan degerlendirme sonucuna P. aeruginosa bakterisine karst litik spektrumu
en yliksek olan bakteriyofajin PA/EMEL 001 faj1 oldugu belirlenmis ve ¢aligmamizin
sonraki agamalarinda kullanilacak bakteriyofaj olarak secilmistir. PA/EMEL 001’in
litik aktivitesi, inkiibasyon sonucunda fajin etkili oldugu boélgelerde bakterilerin
eradike olmalarma bagli olarak yuvarlak plaklarin olusumunun goriilmesiyle
belirlenmistir. PA/EMEL 001 fajinin, P. aeruginosa bakteri suslar1 tizerindeki litik
aktivite degerleri Tablo 3.2’de gosterilmistir. Tabloda bulunan (+) sembolii fajin litik
etkisinin pozitif olarak degerlendirilmesini, (-) sembolii ise fajin litik etkisinin negatif
olarak degerlendirildigini gostermektedir. Sonu¢ olarak biri P. aeruginosa ATCC
27853 standart susu olmak tizere toplam 20 adet P. aeruginosa bakteri susundan 14
(%70) tanesinin PA/EMEL 001’e¢ duyarli, 6 (%30) tanesinin duyarsiz oldugu

saptanmuistir.
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Resim 3.2 Bakteriyofaj izolasyon Asamasinda Kullanilan Kontrol Gruplari
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Resim 3.3 Bakteriyofaj izolasyon Asamasindan Bazi Ornekler
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Tablo 3.2 Calismamizda Elde Edilen PA/EMEL 001 Bakteriyofajimin Klinik P. aeruginosa Suslarina

Karsi Litik Spektrum Sonuglart

o PAJEMEL 001
KOD KAYNAK ANTIBIYOTIK DIRENCI LITIK
SPEKTRUM
1 PA_00 Kan - +
2 PA 01 Apse SXT, FOX, CXM, AMP, CXA, AMC +
3 PA 02 Kan CAZ, IPM, CIP, TZP, PRL +
4 PA_04 Balgam SXT, FOX, CXM, AMP, CXA -
5 PA 05 Kan FOX, CXM, AMP +
6 PA_06 Balgam CXM, AMP, CXA -
7 PA 07 Trebal CN, AMP -
8 PA 09 Yara CT, SXT, +
9 PA 10 Katater Ucu CN, AN, SXT, SAM, TGC, NET, TE +
10 PA_11 Yara SXT, FOX, CXM, AMP, CXA, AMC -
11 PA_ 12 Yara SXT, FOX, TZP +
12 PA 13 Katater Ucu FOX, CXM, AMP, CXA +
13 PA_16 Balgam SXT, FOX, CXM, AMP -
14 PA_17 Balgam FOX, CXM, AMP, CXA, AMC -
15 PA_18 Kan IPM, CIP, TZP +
16 PA_19 Yara FOX, CXM, AMP, CXA +
17 PA 20 Kan CAZ, CN, AMP +
18 PA 21 Kan CIP, CT, SXT, +
19 PA 22 Kan SXT, FOX, TZP +
20 PA_23 Kan FOX, CXA, AMC +

3.5 Bakteriyofajin Saflastirilmasi ve Titrelerinin Arttirilmasi

Calismanin sonraki asamalarinda kullanilmaya karar verilen PA/EMEL_001 faj1
bakteriyofaj stokundan seri diliisyonlar yapilarak ¢ift tabaka agar yontemi ile plak
olusturulmustur. Agarlar iizerinde olusan plaklar incelendiginde her bir plak yapisinin
digerlerinden farkli oldugu belirlenmistir. G6zlem sonucunda, izolasyon sonucu elde
edilen bakteriyofaj stoku igerisinde P. aeruginosa susuna spesifik birden fazla ve farkl

karakterlerde bakteriyofajlarin varligi belirlenmistir. Olusan farkli plaklardan en
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saydam ve biiyiik ¢capa sahip olan bakteriyofaj plaki steril pipet ucu ile bulundugu agar
yiizeyinden alinarak steril s1vi besi yeri igerisine aktarilmistir. Bu sekilde yapilan sirali
islemler sonucunda ilk izolasyon stokundan pirifiye olmus (saflastirilmis)
bakteriyofaj elde edilmistir. Her bir kesme isleminden sonra elde edilen fajlardan
olusan plaklar bir 6nceki giin elde edilen plaklarla karsilagtirilarak bakteriyofajlarin
saflastig1 gozle goriilerek teyit edilmistir.

Saflastirma sonrasinda elde edilen bakteriyofaj stokunun titresinin 10° oldugu
belirlenmistir. Calismanin diger kisimlarinda kullanilmak iizere bakteriyofaj titresi
arttirtlmistir.  Bakteriyofaj titresinin  arttirillmast  ¢alismasinda  yapilan  seri
diliisyonlardan elde edilen bakteriyofaj stoklari ¢ift tabaka agar yontemi ile LB agarlar
tizerine yayillmigtir. Akabinde, elde edilen plaklardan sayilabilir ve birbirine gegmemis
durumda olan agarlar se¢ilmistir (Resim 3.4). Sonrasinda, iizerine 3 ml LB broth
eklenerek LB yumusak agar tabakasi hiicre kaziyict yardimi ile kazinmis ve steril bir
tiipe aktarilmistir. Tiipler santrifiij edilerek siipernatant kisim 0,45 pm gdzenek caplh
membran filtreden (Milipore, Almanya) gecirilmistir. Sonraki giinlerde ayni islem
tekrarlanarak bakteriyofaj titresi artirimi saglanmistir. Bu ¢alisma 6 giin slirmiistiir.
Altinc1 giiniin sonunda elde edilen bakteriyofaj stokunun 10%2 oldugu seri diliisyonla
belirlenmistir (Tablo 3.3). Resim 3.4’de bakteriyofajlarin titre edilmesi (Sayimindan)

neticesinde elde edilen plak 6rnegi verilmistir.

Tablo 3.3 PA/EMEL 001 Bakteriyofajinin Titresinin Belirlenmesi

Diliisyon 1. Hesaplama 2. Hesaplama 3 Hesaplama
10%2 2 x 102 pfu/ml 1 x 102 pfu/ml 1 x 102 pfu/ml
101 29 x 10 pfu/ml 17 x 10 pfu/ml 13 x 10 pfu/ml
1010 288 x 10%pfu/ml 166 x 10 pfu/ml 112 x 10 pfu/ml

Ortalama 2,6 x 10%2pfu/ml 1,5 x 102 pfu/ml 1,1 x 102 pfu/ml

Genel Ortalama

1,7 x 102 pfu/ml
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Resim 3.4 Bakteriyofaj Titresinin Arttirilmasinda Kullanilan LB Agar Ornegi

3.6 Bakteriyofaj Dinamiklerinin Belirlenmesi

Bakteriyofaj PA/EMEL 001 saflastirilip titreleri arttirtldiktan sonra konak hiicre
tizerindeki dinamikler hesaplanmigtir. Bu basamakta kullanilan PA_05 bakteri kiiltiirii
icerisinde bulunan bakteri miktar1 yapilan hesaplamalar sonucunda kiiltiirde ~4,7 x 108
cfu/ml bakteri oldugu saptanmustir (Tablo 3.4). Akabinde bir 6nceki basamakta titresi
10*2 pfu/ml olan bakteriyofaj soliisyonu dort kez seri diliisyon islemine tabi tutularak
titresi 108 pfu/ml’e diisiiriilmiistiir. Protokole uygun bir sekilde gerceklestirilen
deneyler sonucunda adsorbsiyon siiresinin “adsorbtion time” 15 dak, latent siirenin
“latent periyot” 20 dak, liziz siiresinin “burst time” 25 dak oldugu belirlenmistir. Ayni
deneyler sonucunda PA/EMEL_001 fajinin ilk 10 dak icerisinde ~%99’unun hedef
konak hiicreye adsorbe oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1). Buna bagli olarak
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adsorbsiyon oraniin “adsorbtion rate — MOI (Multiplicity of Infection) Value” 1,68

oldugu, liziz biiylkliigiiniin “burst size” her enfekte olan bakteri hiicresi i¢in 124

oldugu belirlenmistir. Yapilan tiim deneyler 3 kez tekrarlanarak kontrol edilmistir.

Tablo 3.4 Bakterilerin Sayilmasi

Diliisyon 1. Hesaplama 2. Hesaplama 3 Hesaplama
108 5 x 108 cfu/ml 8 x 108 cfu/ml 3 x 108 cfu/ml
107 45 x 10’ cfu/ml 68 x 107 cfu/ml 22 x 107 cfu/ml
108 413 x 10°cfu/ml 522 x 10°cfu/ml 316 x 10° cfu/ml
Ortalama 4,5 x 108 cfu/ml 6,7 x 108 cfu/ml 2,8 x 108 cfu/ml
Genel Ortalama ~4,7 x 108 cfu/ml
Lt N
%00E+10 -
100409 o »
1,00€+08
scer | BS
= i "
) — - |
o - s R}
“~ PN P LT
1,00€+02
1,00€+01
10080 L B S

Sekil 3.1 Tek Basamakli Biiyiime Egrisi

(PN: Penetrasyon, LP: Latent Periyot, LT: Liziz Siiresi, BS: Liziz Biytkligii)

Zaman-Dakika
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4. BOLUM: TARTISMA

Antibiyotik direngli bakteriler her yil giderek artan bir problem haline gelmekte
ve hem iilke ekonomisi acgisindan maddi bir kiilfete neden olmakta hem de hastalarin
tedavi siireci giin gegtikce uzamaktadir. Antibiyotiklere karsi direngli bakterilerin
sebep oldugu en biiyiik problemlerin basinda hastane enfeksiyonlar1 gelmektedir. Bu
enfeksiyonlara sebep olan bakterilerden en 6nemlilerinden bir tanesi Pseudomonas
aeruginosa oldugu bildirilmektedir (Driscoll et al. 2007).

Yapilan arastirmalarda P. aeruginosa’nin olaganiistii bir direng mekanizmasina
sahip oldugu tanimlanmistir (Strateva & Yordanov 2009). Hastane ortamindan izole
edilen birgok Pseudomonas aeruginosa susunun colistin ve polymyxine kars1 duyarl
oldugu saptanmistir ve giincel raporlarda farkli antimikrobiyallere de hizla direng
kazandig1 hatta tedavi sirasinda bile duyarlilik durumunun = degisebildigi
bildirilmektedir (Bonomo & Szabo 2006; Falagas et al. 2006; Zavascki et al. 2010).
Bir arastirmada, P. aeruginosa suslari tizerine yapilan testlerde 16 farkli antibiyotige
kars1 direng gosterebildigi rapor edilmistir (Deredjian et al. 2011; Gomes et al. 2011).

Diinya  geneli ~ Pseudomonas  spp. antibiyotik  direng  oranlar
Piperacilin/tazobaktam %5-86, Meropenem %210-37, Gentamicin %12-70, Imipenem
%5-44, Ceftazidime %9-84, Ciprofloaxine %11-73, Amikacin %5-93, Cefotaxim %50
olarak bildirilmistir. Bu durum Tiirkiye’de ise Amikacin %2-34, Ceftazidime %15-62,
Imipenem % 3-65, Meropenem %3-69, Ciprofloaxine % 7-57, Gentamicin %14-65,
Piperacilin/ tazobaktam 9%11-74 olarak rapor edilmistir (Giiney ve ark. 2011).
Calismamizda kullanilan P. aeruginosa suslarinin antibiyotik direng profilleri Tablo
3.1°de gosterilmistir.

da Silva Filho et al. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada algD genini
kodlayan VIC 1 ve VIC 2 primerleri kullanilarak 182 adet P. aeruginosa susundan
izole edilen DNA o6rnekleri tizerinde PZR islemi gerceklestirilmis ve tamaminda
pozitif sonug elde edilmistir. Bu primerlerin %100 P. aeruginosa spesifik olduklari ve
520 bp molekiil agirliginda bir DNA fragmenti ortaya cikardigi tespit edilmistir.
Calismamizda da kullanilan suslarin tamami bu primerler ve protokol kullanilarak

PZR ile teyit edilmis olup literatiire uygun bulgular elde edilmistir.
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Bakteriyofaj terapisi, antibiyotik tedavisi ile karsilagtirildiginda bir¢cok avantaja
sahiptir. Ornegin, antibakteriyel ajanlara karsi direnc gdsteren bakterilere karsi
etkindirler; hedef bakteriye 6zgiin olduklar1 i¢in normal mikrofloray:1 etkilemezler
(Kutateladze & Adamia 2010). Bakteriyofajlar hizli bir sekilde mutasyona (siiper faj)
ugradiklarindan dolay1 ortaya ¢ikan bakteriyofaj-direncli mutant bakterilere karsi kisa
stirede etki gosterirler; yeni antibiyotik gelistirme stratejileri ile karsilastirildiklarinda
daha ucuza mal olmaktadirlar. Faj ya da faj kokteyllerinin 6karyotik hiicreleri enfekte
edemiyor olmasindan dolay1 yan etkilerinin ¢ok az olmasi en biiyiik avantajlarindan
birisidir. Bununla beraber faj terapisinin, uygulanan faj ya da faj kokteyllerinin
notralizan antikorlarla inaktive edilmesi ve bunlara karsi alerjik reaksiyonlarin
gelismesi, fajlara kars1 direncli mutanlarin ortaya ¢ikmasi ve bakteri toksin genlerinin
fajlar tarafindan alinmasi ya da bir bagka bakteriye transfer edilmesi gibi dezavantajlari
da s6z konusudur (Matsuzaki et al. 2005). Fakat uygun 6nlemler alinarak giivenli ve
kontrollii bir sekilde uygulandiginda fajlara ait bu problemler elimine edilebilmektedir
(Matsuzaki et al. 2005; Skurnik & Strauch 2006). Bakteriyofajlarin yalniz baslarina ya
da antibiyotiklerle birlikte teropatik amaglarla kullanimlari, bakteri kaynakli
enfeksiyonlarin tedavi ve profliaksisinde Onemli bir yaklasim olarak ortaya
¢ikmaktadir (Skurnik & Strauch 2006).

Literatiirde faj tedavisi ile ilgili yeterli olmasa da gesitli ¢alismalar
bulunmaktadir. Faj tedavisi ile ilgili c¢aligmalarin 6nemli bir kismi deney
hayvanlarinda gerceklestirilmistir. Deney hayvani modellerinde yiizeysel ve sistemik
enfeksiyonlarin faj tedavisi ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yapilmistir. Yiizeysel yara
enfeksiyonlari ile ilgili ¢alismalarda, Soothill (1994) kobaylarda P. aeruginosa ile
enfekte ettigi deri graftlarinin hig birisinin tutmadigini, ancak 108 pfu/ml faj uyguladig
graftlarin 7’sinden 6’sinin basariyla yerlestigini bildirmistir.

McVay et al. (2007), yanik modelinde letal dozda P.aeruginosa verilen farelere
periton ici yolla faj kokteyli uyguladiklarinda mortalitenin %87 azaldigim
bildirmislerdir. Watanabe et al. (2007) , barsak kdokenli fare sepsis modelinde oral faj
uygulamasinin hayvanlarin  %66,7’sinde P.aeruginosa’ya karsi etkili oldugunu
bildirmislerdir. Marza et al. (2006) antibiyotik direngli P. aeruginosa’dan ileri gelen

otitis eksternayi faj tedavisi ile sonlandirdigini bildirmistir.
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P. aeruginosa disinda diger onemli bakteriyel ajanlarla da 6nemli faj tedavi
caligmalar1 yapilmistir. Wills et al. (2005) tavsanlarda, Capparelli et al. (2007)
farelerde bakteriyofaj uygulamasimin Staphylococcus aureus apselerinin boyutunu
kiigtilttiigiinii ve bakteri sayisin1 azalttigimi bildirmislerdir. Capparelli et al. (2007),
farelerde letal dozda S. aureus enfeksiyonunun 10° pfu/ml fajla 6nlendigini
bildirmiglerdir. Ayni1 arastirmacilar, damar i¢i yolla diisik dozda S. aureus ile
enfeksiyon olusturuldugunda, nonspesifik savunmanin bakteriyi gideremedigini,
inokulasyondan 10 giin sonra verilen tek doz fajin bakteriyi temizledigini
belirtmislerdir.

Takemura-Uchiyama et al. (2014) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada hastane
ortamindan izole edilmis S. aureus suslari ile fareler tizerinde olusturulan iist solunum
yolu enfeksiyonunun bakteriyofaj tedavisi ile enfeksiyonun etkisinin azaltildigini
bildirmistir. Buna karsin Gill et al. (2006) fajlarin subklinik mastitli ineklerde S.
aureus eradikasyonunda 6nemli bir etkisinin olmadigini bildirmisler ve bunu siitiin
Ozel yapisindan kaynaklandigimi bildirmislerdir. Klasik bakteriyofaj tedavileri
disindaki yaklasimlarda, indiiklenerek viriilent hale getirilen lizojenik fajin farelerde
S. aureus tedavisinde kullanilmasinin miimkiin oldugu gésterilmistir (Matsuzaki et al.
2003). Yongsheng et al. (2008), citosan-alginat sistemi ile enkapsiile ettikleri faj
partikiillerinin, Omriiniin uzadigmni, sindirim enzimlerine daha dayanikli ve oral
kullanima daha uygun hale geldigini belirlemislerdir.

Biswas et al. (2002), farelerde periton i¢i faj uygulamasinin, vankomisin direngli
Enterococcus faecium’dan ileri gelen 6liimleri 6nledigini bildirmisler ve dozun 6nemli
oldugunu belirtmislerdir. Soothill (1992), deneysel fare enfeksiyonlarinda, 100 faj
partikiiliiniin 108 pfu/ml dozda Acinetobacter’e kars1 koruma sagladigini bildirmistir.
Cerveny et al. (2002), fare deneysel sistemik ve lokal Vibrio wvulnificus
enfeksiyonlarinda fajlarin teropatik potansiyeli oldugunu belirlemislerdir. Golshahi et
al. (2008) inhalasyon simulasyonu ile yaptiklari g¢alismada aerosol yolla faj
uygulamasinin kistik fibroz hastalarinda Burkholderia’ya karsi tedavi potansiyeli
oldugunu ileri stirmiiglerdir.

Raya et al. (2006) Escherichia coli O157 kolonizasyonuna direngli bir koyundan
izole ettikleri bir fajin bakteri sayisin1 azalttigini bildirmislerdir. Ho & Waldor (2007),

E. coli O157 mutantlarinin faja duyarli olduklarini, bu yiizden ruminantlar1 kolonize
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edemediklerini belirlemislerdir. O’Flynn et al. (2004), E. coli O157’ye Kkarsi
hazirladiklar1 faj kokteylinin bakteri sayisini 1 saatte 5 10'° azalttigin1 ve kontamine et
yiizeylerindeki bakteriyi tamamen sildigini bildirmislerdir. Sheng et al. (2006),
sigirlarda E. coli O157 tasiyiciligini kontrol altinda tutmak igin rektal ve oral yolla faj
uygulamislar ve bakteri sayisinda 6nemli azalmalar rapor edilmistir.

Kudva et al. (1999) sigir digkilarindan sadece E. coli O157’ye spesifik fajlar elde
etmisler ve bunlarin enfeksiyonun biyokontrolii i¢in kullanabilecegini bildirmislerdir.
Mukozal uygulamalarda, Smith & Huggins (1983) buzagilarda enteropatojenik bir E.
coli (EPEC) susu tarafindan olusturulan siddetli ishalin tek doz bakteriyofaj ile tedavi
edildigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, faj ile kontamine altlikta beslenen sigirlar da
ishalden korundugu bildirilmistir.

Smith & Huggins (1982), insan ve hayvanlarda sistemik enfeksiyona neden olan
E. coli O108 susunun tedavisinde bakteriyofajin antibiyotikten daha etkili oldugunu
bildirmislerdir. Bu arastirmada, intraserebral yolla E. coli verilen farelere kas i¢i yolla
her bir gruba ayr1 ayr1 faj veya antibiyotik (streptomisin, tetrasiklin, ampisilin,
kloramfenikol ve bactrim) uygulanmis, antibiyotik grubunda 26/28 6liim goriiliirken,
faj grubunda bu orani 13/28 olarak bildirmislerdir.

Insanlarda bakteriyofajlarla yapilmis klinik ¢alismalar bu yontemin etkinligi ve
biyogiivenligi hakkinda bilgi vermektedir. Markoishvili et al. (2002) ¢6ziinebilir bir
film tabakasina emdirilmis fajlarin 96 hastadaki diger yontemlerle kapanmayan deri
tilserlerinin %70’ini iyilestirdigini bildirmistir. Paisano et al. (2004), E. faecalis ile
enfekte ettikleri insan dis kanallarinda fajin bakteri sayisini azalttigini bildirmislerdir.

Insanlarda nispeten yakin tarihte en ilging faj terapi calismasi Giircistan’da
yapilmustir. Toplam 30769 ¢ocukla yapilan bu calismada, caddelerin bir tarafinda
oturan ¢ocuklara haftada bir kez tablet formunda Shigella faji, diger tarafinda
oturanlara plasebo verilmigtir. 109 giin izleme siiresi boyunca faj alan ¢ocuklarda
1.8/1000 dizanteri vakasi goriliirken, plasebo grubunda bu oran 6.7/1000 olmustur
(Briissow 2005). Polonya’da antibiyotiklere direngli vakalarin da yer aldig1 insan E.
coli enfeksiyonlarinda faj tedavisi ile %90 basar1 saglandig: bildirilmistir (Slopek et
al. 1983).

Cocuklarda bakteriyofaj kullanimu ile ilgili bir derlemede Fortuna et al. (2008)

tarafindan gerceklestirilmistir. Polonya ve Almanya’da c¢ocuklarin ishal ve uriner
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sistem enfeksiyonlarinda faj tedavisinin basartyla kullanildigini, 6zellikle Polonya’da
ayrica osteomiyelit, myosit, irinli yaralar, solunum sistemi enfeksiyonlari, furunkuloz
ve septisemide %90 basarili sonuclar elde edildigi belirtilmistir. Ayn1 makalede,
Amerika Birlesik Devletleri’nde faj tedavisinin siniizit, stafilokokal dermatit ve {ist
solunum yolu enfeksiyonunda kullanildig: bildirilmistir.

Son yillarda insanlarda bakteriyofaj tedavisinin oftalmolojide kullanimi
tizerinde de durulmaktadir (Gorski et al. 2009). Hindistan’da diizenli olarak goriilen
kolera salginlarinda hastaligin kendiliginden azalmasinda fajlarin rolii oldugu ileri
stiriilmistiir (Faruque et al. 2005).

Bakteriyofaj uygulamalar1 sadece hayvan veya insan materyalleri ile sinirl
kalmamigtir. Abuladze et al. (2008), fajlarin etkisini cam ve plastik gibi kat1 yiizeyler
ve sebzeler iizerindeki E. coli O157’ye kars1 denemislerdir. Ug fajdan olusan faj
kokteyli 5 dakika i¢inde kat1 ylizeylerdeki bakteri sayisin1 %94-99 arasinda, domates,
1spanak ve brokoli lizerindeki bakteri sayisin1 4-24 saat igcinde %94-100 arasinda
azalttigini bildirmislerdir. Efrony et al. (2009), akvaryum mercanlarindaki bakteriyel
beyaz veba hastaliginin yayilisini faj tedavisi ile engellemislerdir. Curtin & Donlan
(2006), fajlarin kateter tiizerinde Staphylococcus epidermidis kokenli biofilm
olusumunu engelledigini bildirmislerdir.

Fajlarin dalak tarafindan siiziilmeler1 sistemik uygulamada problem oldugu i¢in
farkl1 bir yol gelistirilmistir (Merril et al. 1996). Bunun i¢in faj periton igine verildikten
7-18 saat sonra kandan izole edilmis, bu faj in vitro olarak ¢ogaltilmis ve bu fajlar
fareye tekrar verildiginde kanda bulunma siiresinin uzadigi goriilmiistiir. Hayvan ve
insanlarda yapilan calismalarin ¢ogunda, bakteriyofaj gibi replike olan bir ajanin
tedavideki basarisinin baslangi¢ dozu ve replikasyon oranina bagli oldugu goriisiine
vartlmistir (Payne & Jansen 2000; Levin & Bull 2004). Hastane ¢alisanlarinin faj
iceren soliisyon ile ellerini yikadiklarinda, fajsiz soliisyona gore ellerindeki stafilokok
sayisinin 100 kat daha az oldugu ortaya konulmustur (O’Flaherty et al. 2005).

Bakteriyofajlarin makrofajlar iginde de etkili olabilecegini ve bunun i¢in Truva
at1 yaklagiminin kullanilabilecegi bildirilmistir. Arastirmacilar, Mycobacterium avium
ve Mycobacterium tuberculosis ile enfekte makrofajlara, bu tiirler igin viriilent faji
apatojen bir tiir olan Mycobacterium smegmatis i¢inde soktuklarinda, intraseliiler

patojen sayilarinda azalma belirlemislerdir. Bakteriyofajlar ilaglar1 hedefe
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yonlendirmek igin bir tastyici olarak da kullanilmistir. Bu yaklagimin ilging bir 6rnegi
filament6z faja kloramfenikol araciliiyla 3 neomisin molekiilii baglanmas1 ve fajin
konjuge antikor vasitasiyla hedef bakteriye yonlendirilmesidir. Bu konjuge faj S.
aureus, Streptococcus pyogenes ve E. coli ’ye karsi kullanildiginda, ilacin kendisinden
20.000 kat daha yiiksek potansiyele sahip oldugu bulunmustur (Broxmeyer et al.
2002).

Bakteriyofaj yerine, bunlarin O6zellikle litik enzimlerini kullanarak yapilan
tedaviler de son zamanlarda yeni bir ilgi alan1 olmustur. Bu tedavilerin bazilarindan
bakteriyofaj tedavisi kadar basarili sonuglar alinmistir. Entenza et al. (2005), ratlarin
deneysel endokardit modelinde faj litik enziminin Streptococcus pneumoniae’yr 30
dak i¢inde kandan temizledigini bildirmislerdir. Obeso et al. (2008), rekombinant
stafilokokal faj endolizininin, siitteki S. aureus’u 4 saat iginde tamamen ortadan
kaldirdigini1 belirlemislerdir. Mushtaq et al. (2005), bakteriyofaj iiriinii rekombinant
kapsiil depolimeraz enzimi uygulayarak deneysel E. coli enfeksiyonunu tedavi
ettiklerini bildirmislerdir. Grandgirard et al. (2008), faj litik enziminin deneysel
pnomokokal menenjitli ratlarda serebrospinal sivida bulunan S. pneumonia sayisini
onemli diizeyde azalttigini belirlemislerdir.

Bakteriyofajlarin biyogiivenligi ile ilgili bir derlemede, faj tedavisinin immiin
sistemi baskilanmig hastalarda giivenli oldugunu bildirmislerdir. Bruttin et al. (2005),
icme suyu ile E. coli T4 faji verdikleri goniilliilerde, klinik bir yan etki goriilmedigini,
serum fizyolojik degerlerinin degigsmedigini ve serumlarda faja ve faja karsi olusmus
antikorlara rastlamadiklarimi bildirmislerdir. Sistemik faj tedavisinde, parcalanan
bakteriden salinan endotoksin en énemli yan etki olarak gosterilmektedir. Hagens et
al. (2004), bu sorunu ¢6zmek i¢in eksport protein geni yerine restriksiyon endoniikleaz
yerlestirerek rekombinant faj elde etmislerdir. Rekombinant faj P. aeruginosa’da
¢ogalamamasina ve parcalayamamasina karsin, bakteri DNA’sin1  sindirerek
Oldlirmiistir.

Merabishvili et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Acinetobacter baumani
susuna spesifik izole edilmis olan Acibel004 ve Acibel007 bakteriyofajlarinin tedavi
amagcli kullanilabileceklerini bildirmistir. izole edilen fajlardan Acibel004’iin ilk 10
dakikada %85 inin adsorbe oldugu, ikinci izole edilen Acibel007 fajinin ise ilk 10
dakikada %95’inin adsorbe oldugu belirlenmistir. Acibel004 faj1 i¢in latent periyodun
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27 dak, liziz siiresinin 35 dak ve liziz oraninin her enfekte bakteri i¢in 125 oldugu,
Acibel007 faj1 icin ise latent periyotun 19 dak, liziz siiresinin 31 dak ve liziz oraninin
her enfekte bakteri i¢in 145 oldugu bildirilmistir. Calismamizda yapilan deneyler
sonucunda P. aeruginosa spesifik PA/EMEL 001 bakteriyofajinin ilk 10 dakikada
%99’unun adsorbe oldugu ve bu faj igin latent periyotun 20 dak, liziz siiresinin 25 dak
ve liziz oraninin her enfekte bakteri i¢cin 124 oldugu saptanmistir. PA/EMEL 001 faj1
bu bakteriyofajla karsilastirildiginda s6z konusu bakteriyofaj kadar etkin oldugu ve
teropatik amaglarla kullanma potansiyelinin yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.
Akturk et al. (2014), Giircistan George Eliava Enstitiisii tarafindan ticari olarak
tretilen ve P. aeruginosa’ya karsi spesifik faj igeren PYO ve INTESTI faj
kokteyllerinin, ¢alismada kullanilan P. aeruginosa suslar1 tizerinde litik aktivitelerini
degerlendirmislerdir. Toplam 15 adet P. aeruginosa bakteri susunun kullanildigi
calisgmada PYO faj kokteylinin 12 (%80), INTESTI faj kokteylinin 13 (%86) bakteri
susu tlizerinde litik aktivite gosterdigi saptanmistir. Bu calismamizda izole edilen
PA/EMEL 001 bakteriyofajinin ise 20 P. aeruginosa bakteri susundan 14’iine (%70)
karsa litik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla, PA/EMEL 001 fajinin
tek basma ticari olarak mevcut faj kokteylleri kadar etkin oldugu goriilmektedir.
Gorildugt tizere PA/EMEL 001 fajinin adsorbsiyon siiresi ve oraninin literatiirde
bulunan teropatik amacla izole edilmis ve preparatlar1 hazirlanmis diger
bakteriyofajlara gore daha hizli ve yiiksek olmasi, tedavi amaciyla kullanilacak

fajlarda aranan hizlilik ve yiiksek adsorbsiyon orani kriterlerini tagimaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma kapsaminda Pseudomonas aeruginosa suslarina spesifik litik
bakteriyofaj izolasyonu, izole edilen faj izolatlarinin saflastirilmasi, goklu antibiyotik
direncli klinik P. aeruginosa suslar1 tizerindeki litik aktiviteleri ve dinamikleri
belirlenmistir.

Arastirma bulgularimiz litik aktivitesi yiiksek olan Pseudomonas aeruginosa
EMEL_001 (PA/EMEL_001) fajinin P. aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarda tedavi
amacli kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu sonucunu dogurmaktadir. Ancak bu
bakteriyofajin kullanim asamasma gelebilmesi i¢in tiim genom dizi analizinin
yapilmasi, olasi toksisite ile iligkili gen bdlgelerinin var olup olmadiginin tespit
edilmesi ve bu bakteriyofajin teropatik etkinliklerinin degerlendirilmesi 6nem arz
etmektedir. Akabinde hayvan deneyleri ve insan deneylerinin gergeklestirilmesi
gerekmektedir. Ayrica yiiksek litik aktiviteye sahip yeni bakteriyofajlar izole ederek
olusturulabilecek kokteyller ile daha fazla bakteri susunu enfekte etmek miimkiin
olacaktir. Bu c¢alisma kapsaminda yapilan analizler sonucunda izole edilen
PA/EMEL 001 fajinin tedavi amagh kullanilabilme potansiyeli i¢in temel ¢aligma
mahiyetinde olup gelecekte yapilacak kapsamli ¢alismalara yol gosterici mahiyettedir.

Bakteriyofajlar, teropatik amagla kullanimin diginda dekontaminasyon ve
biyogiivenlik gibi ¢ok farkl1 alanlarda kullanilabilmektedir. Ozellikle gidalarda ciddi
problemlere neden olan onemli patojen bakterilere karsi izole edilebilecek yeni
bakteriyofajlar iilke ekonomisi ve teknolojisine ciddi katkilar saglayacaktir.

Bu calismadan elde edilen bilimsel veriler ile tilkemizde ozellikle ¢oklu
antibiyotik direngli patojenik bakterilere karsi bakteriyofaj-temelli  tedavi
uygulamalarini baglatilmasi: ve lilkemizin uluslararasi diizeyde rekabet edebilirligini
arttirilmaya calisilmistir.

Bu caligmadan elde edilen sonuglar topluca asagida verilmistir.

e Toplamda 19 adet klinik P. aeruginosa susunun antibiyotik direng
profilleri Tablo 3.1°de detaylariyla gosterilmistir.
e Birincil tamimlamalar1 yapilan P. aeruginosa bakteri suslari PZR

yontemi ile teyit edilmistir.
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Bu ¢alismada, ¢oklu antibiyotik direngli klinik P. aeruginosa suslarina
spesifik 12 farkli atik su 6rnegi incelenerek toplamda 6 adet bakteriyofaj
izolasyonu gergeklestirilmistir. Yapilan testler sonucunda aktivitesi en
yikksek olan bakteriyofaj belirlenmis ve PA/EMEL 001 olarak
adlandirilmistir.

Izole edilen bakteriyofaj cesitli islemlere tabi tutularak saflastirilmis ve
bakteriyofaj dinamikleri belirlenmistir. PA/EMEL_001 faj ilk 10 dak
icerisinde %99’unun adsorbe oldugu, 20 dakikalik bir latent periyot
sonunda lizizin basladig1 ve liziz biiyiikliigliniin her enfekte bakteri i¢in
~124 oldugu belirlenmistir.

PA/EMEL 001 fajimnin P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde tek
basina ya da faj kokteylleri igerisinde kullanilma potansiyeli oldugu

belirlenmistir.
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OZET

Antibiyotiklerin, enfeksiyon etkeni firsatgi patojenlere karsi hala potansiyel
tedavi yontemi oldugu giliniimiizde, bilingsiz ve siklikla antibiyotik kullanimi1
sonucunda onlenemez bir hizla antibiyotik direncinin arttigi hakkinda raporlar her
gecen giin artmaktadir. Geligsen antibiyotik direngliligi, 6zellikle de ¢oklu direnclilik,
yeni antibiyotiklerin devreye girmesini zorunlu hale getirmistir. Ancak antibiyotik
arastirmalar1 ve kesif hiz1 son yillarda ¢ok yavaslamis ve gliniimiizde de arastirma
asamasinda birkac yeni antibiyotik bulunmaktadir. Bu durum Diinya Saglik Teskilati
tarafindan da dile getirildigi gibi, antibiyotikler disinda yeni tedavi stratejileri
gelistirmeyi ve kullanmay1 zorunlu hale getirmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda; kisitik fibrosis kaynakli yiiksek oliimlere, kronik
solunum yolu, yanik ve yara gibi enfeksiyonlara neden olan ¢oklu antibiyotik direngli
Pseudomonas aeruginosa bakteri suslarina spesifik, antibiyotiklere alternatif bir
antibakteriyel ajan olan, bakteriyofaj izolasyonu gergeklestirilmesi amaglanmustir.

Sifa  Universitesi Hastaneleri Klinik  Mikrobiyoloji ~ Laboratuvarlar
koleksiyonunda bulunan ve ge¢miste hastalardan izole edilmis c¢oklu antibiyotik
direngli 19 adet Pseudomonas aeruginosa izolati ¢aligmada kullanilmak {izere
se¢ilmistir. Secilen izolatlar PZR yontemi ile identifiye edilmistir. Toplamda 12 adet
atik su Ornegi incelenerek 6 adet P. aeruginosa spesifik bakteriyofaj izolasyonu
gerceklestirilmistir. P. aecruginosa PA_05 bakteri izolati ¢alismada konak hiicre olarak
kullanilmistir. izole edilen bakteriyofajlarin, plak assay yontemi ile litik aktiviteleri
belirlenmis ve faj dinamikleri tanimlanmustir.

Bulgulara gore, litik aktiviteleri incelenen bakteriyofajlar iginden
PA/EMEL 001 olarak adlandirilan bakteriyofajin en yiiksek litik aktiviteye sahip
oldugu tespit edilmistir. PA/EMEL 001 bakteriyofajinin adsorbsiyon siiresinin 15
dak, latent stirenin 20 dak, liziz siiresinin 25 dak oldugu ve ilk 10 dak igerisinde
~%99’unun hedef konak hiicreye adsorbe oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, litik aktivitesi yiiksek olan Pseudomonas aeruginosa EMEL_001
(PA/EMEL 001) fajmin P. aeruginosa kaynakli enfeksiyonlarda tedavi amagh
kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu ve gelecekte yapilacak kapsamli ¢alismalara

yol gosterici mahiyette oldugu sonucuna varilmistir.
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Anahtar Kelimeler: Bakteriyofaj, Pseudomonas aeruginosa, litik aktivite, spot

test, ¢ift tabaka agar
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ABSTRACT

The number of reports have been in increase in an irrepressible speed due to the
unconscious and frequent antibiotic usage while antibiotic constitutes still potential
treatment method against the bacterial infections. The developed antibiotic resistance,
especially the multidrug resistance, has caused the new antibiotics to enter into force.
However, antibiotic researches and exploration speed has decelerated too much
recently and there is a number of new antibiotics in the stage of research at the moment.
This situation is also put into words by World Health Organization, it necessitates
developing and using new treatment strategies out of antibiotics.

In the scope of this study, it was aimed to effectuate bacteriophage isolation,
which is specific and alternative antibacterial agent against bacteria strains of
multidrug resistant Pseudomonas aeruginosa, causing infections such as chronical
respiratory tract, burning and wound and death arising from cystic fibrosis.

Nineteen of multidrug resistant P. aeruginosa isolates, which were available in
the collection Clinical Microbiology Laboratories of Sifa University Hospitals and had
been isolated from the patients before, were selected in order to utilize in the study.
The identify of selected isolates were confirmed by PCR. Totally, 12 waste water
sample were examined and 6 bacteriophages isolation specific to P. aeruginosa were
isolated. The lytic activities of the isolated bacteriophages were determined by plaque-
assay method and their dynamics were defined.

According to the results, it was determined that the bacteriophage, called as
PA/EMEL_001, had the highest level of lytic activity among the bacteriophages
isolated. It was determined that adsorption period of PA/EMEL_001 bacteriophage
was 15 minutes, latent period was 20 minutes, lysis period was 25 minutes and 99%
of it was adsorbed into the target host within the first 10 minutes.

Consequently, based on the result of this study, Pseudomonas aeruginosa
EMEL_001 (PA/JEMEL _001) phage was found to have capability to be utilized for

therapeutic purposes of the P. aeruginosa infections.

Keywords: Bacteriophage, Pseudomonas aeruginosa, lytic activity, spot test,

plague assay
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