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ONSOZ

Neonatal buzag: ishali, 6zellikle E. coli kaynakli enfeksiyonlar nedeniyle
diinyada oldugu gibi iilkemizde de sigir yetistiriciliginde 6nemli kayiplara yol agan bir
hastaliktir. E. coli patotiplerinin viriilans mekanizmalarinin molekiiler diizeyde
anlasilmasi, epidemiyolojik yayginliginin belirlenmesi ve etkili yonetim stratejilerinin
gelistirilmesi, bu patojenin neden oldugu hastaliklarin kontroliinde kritik 6neme
sahiptir. Bu baglamda, E. coli kaynakli neonatal ishallerin kontrolii, sadece veteriner
hekimligi agisindan degil, ayn1 zamanda halk saglig1 ve gida giivenligi perspektifinden
de 6nem tasgimaktadir. Zira, antimikrobiyal direncin yayilmasi ve zoonotik potansiyeli
g0z Oniine alindiginda, bu patojenin etkin yonetimi, Tek Saglik konsepti ¢ercevesinde
degerlendirilmesi 6nem tagimaktadir.

Bakteriyofaj terapisi, yenidogan buzagilarda patojenik E. coli kaynakli
enfeksiyonlarin  yonetiminde, Ozellikle neonatal buzag ishali baglaminda,
konvansiyonel antibiyotik tedavileri yerine umut vadeden bir alternatif olarak 6ne
¢ikmaktadir. Bu yenilik¢i yaklasim, spesifik bakterileri hedef alan ve elimine eden
viriisler olan bakteriyofajlarin kullanimina dayanmaktadir. Bakteriyofajlar, bakteriyel
yiikii azaltarak ve enfeksiyonla iliskili semptomlar1 hafifletmek suretiyle terapotik etki
gostermektedir.

Bu c¢alisma, TAGEM/21/20/AR-GE/21/20 numarali ve BAP-21212056
numarali projeler kapsaminda yiiriitiilmiistiir. Arastirma, neonatal buzag: ishallerine
kars1 terapotik potansiyele sahip, E. coli'ye 6zgii litik fajlarin izolasyonu ve molekiiler
karakterizasyonu ve ¢ogalma kinetiklerinin belirlenmesi amaci ile yapildi. Elde edilen
deneysel veriler 15181nda, neonatal buzagi ishallerinin tedavisinde yenilik¢i bir
terapotik yaklasim olarak bakteriyofaj uygulamalarinin potansiyelini ortaya koymak,
veteriner hekimlik alaninda giderek artan antimikrobiyal diren¢ sorununa karsi
alternatif ¢oziimler sunulmasina katki saglamak hedeflenmistir.
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Bakteriyofajlar (fajlar), diinya iizerindeki en yaygin organizmalardir ve kesfedilmis her
ekosistemde bulunabilirler. Son yillarda dizileme ve biyoinformatik alanlarindaki ilerlemeler, faj
cesitliligi, taksonomisi, konak 6zgiilliigii, popiilasyon yapisi ve genomik 6zellikler hakkinda 6nemli
bilgiler saglamistir. Neonatal buzagi ishali, 6zellikle Escherichia coli kaynakli enfeksiyonlar nedeniyle
diinya genelinde ve lilkemizde sigir yetistiriciliginde ciddi ekonomik kayiplara yol agmakta ve artan
antimikrobiyal diren¢ sorunu ile birlikte tedavisinde yasanan zorluklar, yeni ve alternatif tedavi
yontemlerine olan ihtiyact artirmaktadir. Faj terapisine yonelik artan ilgi ve fajlarin genellikle dar
konakgi1 araligina sahip olmasi, klinik olarak dnemli patojenlere karsi etkili fajlarin elde edilebilmesi
icin yeni fajlarin siirekli olarak izole edilmesini ve detayli sekilde karakterize edilmesini gerekli
kilmaktadir.

Bu calismada, yeni nesil dizi analiz teknolojisi ve biyoinformatik yaklagimlar kullanilarak,
neonatal ishalli buzagilardan izole edilen enteropatojenik E. coli suslarina kars1 etkili litik
bakteriyofajlarin gesitli cevresel kaynaklardan izolasyonu, karakterizasyonu ve kolifaj koleksiyonunun
olusturulmasi hedeflendi. Calisma kapsaminda neonatal ishalli buzagilardan izole edilen 102 E. coli
susunun molekiiler karakterizasyonu sonucunda, patotip dagiliminda STEC (%29,4), ETEC (%10,8) ve
EPEC (%2) suslar1 tespit edilmistir. Ayrica 10 hibrit sus (7 STEC/ETEC, 1 ETEC/EPEC, 2
STEC/ETEC/EPEC) belirlenmistir. Cevresel orneklerden izole edilen 27 kolifajin litik aktivite
analizlerinde, fajlarn %30'n ETEC-1, %26's1t ETEC-2, %151 ETEC-3, %69'u STEC ve %S8'i
EPEC+ETEC patotiplerini enfekte edebildigi, bunlarin arasindan 10 fajin ¢oklu patotip enfeksiyon
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir.

Faj-konak etkilesimini ve popiilasyon biiyiime dinamiklerini belirlemek i¢in olusturulan in
vitro modelde, secilen 5 farkli E. coli susuna 6zgii izole edilen fajlarla yapilan kiiltiir ¢aligmalarinda,
bakteriyel bliyiime dinamikleri optik yogunluk (OD) &lglimleriyle takip edilmistir. Faj-konak ¢ogalma
kinetiklerinin degerlendirilmesinde OD degisimlerine duyarli metrik bir sistem Centroid Indeks
kullanilmustir. Yiiksek litik aktivite gosteren 12 faj segilerek, {i¢ farkli MOI (0,1, 1, 10) seviyesindeki
terapétik etkinlikleri degerlendirilmis ve pH 6.3-7.0 araliginin hem bakteriyel ireme hem de faj
aktivitesi i¢in optimal oldugu tespit edilmistir. Ayrica fajlarin 30°C ve 60° arasinda degisen termal
stabiliteye sahip olduklar1 belirlenmistir.

Segilen bes faja ait genom dizilerinin analizi, bu fajlarin 44 ve 51bp arasinda degisen genom
boyutlar1 ve %54,55 ile %54,67 arasinda degisen GC igerigi ile dogrusal dsDNA'ya sahip oldugunu
ortaya koymustur. Taksonomik olarak, bes fajin Caudoviricetes takimi i¢inde yer aldig1 ve Dhillonvirus
cinsine ait oldugu belirlenmistir. Bu fajlarin genomlari, varsayimsal ve bilinen islevsel proteinleri
kodlayan 58 ila 71 arasinda ORF igermektedir. Ayrica, genomlar DNA replikasyonu, transkripsiyon
diizenlenmesi, niikleotid metabolizmasi, fajin yapisal olusumu (kapsid ve kuyruk) ile lizis gibi temel
molekiiler stireglerle iliskili ¢ekirdek genleri ve olasi faj savunma sistemi anti-CRISPR proteini
barindirmaktadir. Higbir genomda integraz, antimikrobiyal direng, viriilans veya toksin genleri gibi
istenmeyen ozelliklere rastlanmamigtir.

Bu caligsma, incelenen E. coli fajlarinin, bilinen diger Escherichia fajlariyla yiiksek diizeyde
genomik ve proteomik benzerlik tasidigim tepit etmistir. Deneysel siiregte elde edilen bulgular, faj-
konak bakteri etkilesimlerinin popiilasyon dinamikleri lizerinden degerlendirilmesiyle, secilen fajlarin
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terapGtik potansiyelini ortaya koymustur. Bu dogrultuda, neonatal buzag: ishallerinin tedavisinde
kullanilmak tizere etkinligi ve giivenligi optimize edilmis faj tedavi protokollerinin gelistirilmesine
yonelik aday fajlar belirlenmistir. Farkli ¢evresel 6rneklerde kolifaj ¢esitliligine dair veriler sunularak,
neonatal ishalli buzagilarda kullanilabilecek karakterize edilmis bir kolifaj koleksiyonu olusturulmasina
katk1 saglamistir

Anahtar Sézciikler: E. coli, Faj, Neonatal Buzag ishali, Tek Saghk
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Bacteriophages (phages) are the most widespread organisms on Earth and can be found in
every ecosystem ever discovered. In recent years, advances in sequencing and bioinformatics have
provided important insights into phage diversity, taxonomy, host specificity, population structure and
genomic characteristics. Neonatal calf diarrhoea, especially due to Escherichia coli infections, causes
serious economic losses in cattle breeding worldwide and in our country, and the increasing
antimicrobial resistance problem and the difficulties experienced in its treatment increase the need for
new and alternative treatment methods. The increasing interest in phage therapy and the generally
narrow host range of phages make it necessary to continuously isolate and characterise new phages in
order to obtain effective phages against clinically important pathogens.

In this study, we aimed to isolate and characterise lytic bacteriophages effective against
enteropathogenic E. coli strains isolated from calves with neonatal diarrhoea from various
environmental sources and to establish a coliphage collection using next generation sequence analysis
technology and bioinformatic approaches.

As a result of molecular characterisation of 102 E. coli strains isolated from calves with
neonatal diarrhoea, STEC (29.4%), ETEC (10.8%) and EPEC (2%) strains were identified in the
pathotype distribution. In addition, 10 hybrid strains (7 STEC/ETEC, 1 ETEC/EPEC, 2
STEC/ETEC/EPEC) were identified. In the lytic activity analyses of 27 coliphages isolated from
environmental samples, it was shown that 30% of the phages were able to infect ETEC-1, 26% ETEC-
2, 15% ETEC-3, 69% STEC and 8% EPEC+ETEC pathotypes, among which 10 phages had multi-
pathotype infection capacity.

In the in vitro model established to determine phage-host interaction and population growth
dynamics, bacterial growth dynamics were monitored by optical density (OD) measurements in culture
studies with phages isolated from 5 different E. coli strains. Centroid Index, a metric system sensitive
to OD changes, was used to evaluate phage-host proliferation kinetics. By selecting 12 phages with high
lytic activity, their therapeutic efficacy at three different MOI levels (0.1, 1, 10) was evaluated and it
was determined that pH 6.3-7.0 range was optimal for both bacterial growth and phage activity. In
addition, phages were found to have thermal stability ranging between 30°C and 60°C.

Analysis of the genome sequences of the five selected phages revealed that these phages have
linear dsDNA with genome sizes ranging between 44 and 51bp and GC content ranging between
54.55% and 54.67%. Taxonomically, five phages were identified as belonging to the order
Caudoviricetes and the genus Dhillonvirus. The genomes of these phages contain between 58 and 71
ORFs encoding putative and known functional proteins. In addition, the genomes contain core genes
associated with basic molecular processes such as DNA replication, transcription regulation, nucleotide
metabolism, phage structural formation (capsid and tail) and lysis, and a possible phage defence system
anti-CRISPR protein. No undesirable features such as integrase, antimicrobial resistance, virulence or
toxin genes were found in any genome.

This study revealed that the E. coli phages analysed in this study have a high level of genomic
and proteomic similarity with other known Escherichia phages. The findings obtained during the
experimental process revealed the therapeutic potential of selected phages by evaluating phage-host
bacterial interactions through population dynamics. Accordingly, candidate phages were identified for
the development of phage therapy protocols with optimised efficacy and safety for the treatment of
neonatal calf diarrhoea. By presenting data on coliphage diversity in different environmental samples,
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it contributed to the establishment of a characterised coliphage collection that can be used in calves with
neonatal diarrhoea.
Key Words: E.coli, Phage, Neonatal Calf Diarrhoea, One Health



1. GIRIS
1.1.  Antimikrobiyal Diren¢ Sorunu

Modern antibiyotik cagi, 1928 yilinda Sir Alexander Fleming tarafindan
penisilinin kesfedilmesiyle baglamistir (Aminov 2010, Gaynes 2017). Antibiyotikler,
19401 yillardan itibaren ilk olarak beseri alanda bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilmistir, ardindan 1950'lerden sonra hayvan sagligi hizmetlerinde
terapoOtik amagla yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (McEwen ve Collignon
2018). Antibiyotiklerin altin ¢agi, yirmiden fazla antibiyotik sinifinin kesfedilip klinik
kullanima sunulmasiyla birlikte kirk yili agkin bir siire devam etmistir (Hutchings ve
ark 2019).

Antibiyotiklere maruziyetin modern antibiyotik cag1 ile smirlandiriimasi
yaygin bir goriis olmasina ragmen arastirmalar bu durumun boyle olmadigini
gostermektedir. Antibiyotik direnci, insanlar tarafindan antibiyotiklerin gelistirilmesi
ve kullanilmasindan 6nce dogal olarak ortaya ¢ikan bir olgu oldugu bildirilmistir

(Aminov 2010).

Antimikrobiyal direncin ekolojik dogasi, gezegendeki yasamin birbirine
bagliliginin ve ¢esitliliginin bir yansimasidir (Robinson ve ark 2016). Birgok patojenik
bakteri, tedavi amaciyla kullanilan antimikrobiyaller ve diren¢ kazandiran genler,
cevresel kokenlidir; bu kdkenler arasinda toprak dnemli bir yer tutmaktadir (Collignon
2012, Gaze ve ark 2013, Holmes ve ark 2016). Ornegin, beta-laktamazlar gibi bazi
onemli direng genlerinin milyonlarca yillik bir gegmisi bulunmaktadir (Finley ve ark
2013, Gaze ve ark 2013). Toprak ve diger cevresel matrisler, genis bir bakteri
popiilasyonu ve genetik ¢esitlilik barindiran zengin rezervuarlardir (Gaze ve ark 2013,
Ruuskanen ve ark 2016). Bu ¢esitlilik, antimikrobiyal direng genlerinin ortaya ¢ikmasi
ve yayilmasi i¢in uygun bir ortam saglamaktadir (McEwen ve Collignon 2018).

Cesitli ortamlarda hem mikroorganizmalar hem de yiiksek Okaryotlar
antibakteriyel Ozelliklere sahip bir¢ok biyolojik olarak aktif molekiil iiretir. Bu
molekiiller arasinda giiniimiiz antibiyotikleri olarak yeniden tasarlananlar da
bulunmaktadir (Ganz ve Lehrer 1999). Bununla birlikte, bu kimyasallarin dogal

ortamlardaki konsantrasyonlar1 genellikle klinik olarak esik degerin altindadir. Bu



durum, direncin yalnizca toksik aktivitelerden kagmak i¢in ortaya g¢ikmadigini

disiindiirmektedir (Gordillo Altamirano ve Barr 2019).

Ayrica, dogada antibiyotiklerin, antibiyotik diren¢ mekanizmalariyla
etkilesimlerinin antimikrobiyal ajan olmalarindan ziyade mikrobiyal bir toplulugun
tiyeleri arasinda bir iletigsim kanali olarak hizmet ettigi 6ne siirlilmiistiir. Bu bilesiklerin
adaptif fenotipik ve genotipik tepkileri harekete gecirdigi ve toplulugun bilesimini
sekillendirdigi  gosterilmistir (Aminov 2009). Antibiyotiklere bu biyolojik
perspektiften bakildiginda, modern antibiyotiklere diren¢ kazandiran genlerin
kirlenmemis arktik permafrost gibi eski mikrobiyal popiilasyonlarda tespit edilmis
olmast sasirtict degildir. Bu durum, antibiyotik direncinin antropojenik etkinin

yoklugunda bile var oldugunu diisiindiirmektedir (Perron ve ark 2015).

Gecmise donlik c¢alismalar, antibiyotiklerin yayginlasmasindan &nce
antibiyotik iiretmeyen bakterilerde direng genlerinin mevcut oldugunu gostermektedir.
Antibiyotik Oncesi donemden izole edilen c¢evresel bakterilerde ve modern
antimikrobiyallere maruz kalmayan izole bdlgelerde (6rnegin magaralar) ¢oklu ilag
direnci gozlemlenmistir (Finley ve ark 2013, Holmes ve ark 2016, Collignon ve
McEwen 2019).

Ornegin 1950 yilindan nce liyofilize edilen otuz E. coli susu iizerinde yapilan
bir calisma da dort susun test edilen sekiz antibiyotige karsi ¢esitli derecelerde direngli
oldugu ve direng genlerinin E.coli ‘ye konjuge olabildigi tespit edilmistir (Smith
1967).

Murray koleksiyonu olarak bilinen biiyiik 6l¢iide antibiyotik 6ncesi donemde
(1917 ve 1954 yillan1 arasinda) cesitli cografi konumlardan toplanan 433 bakteri
susundan (¢ogunlukla Enterobacteriaceae) olusan koleksiyon {iizerinde yapilan
calismada; suslarin %24'iniin plazmid aktarabildigi ve 11 susun ampisilin veya
tetrasikline direngli oldugu, ancak direncin konjugatif olmadig1 goriilmiistiir (Smith
1967). Antibiyotiklerin kullanilmaya baglanmasindan 6nce ve sonra enterik bakteriler
izerinde yapilan calismalarda antibiyotik direng profillerine dair elde edilen veriler
ayni bulgular1 yansitmaktadir (Houndt ve Ochman 2000). Dolayisiyla arastirma
sonuglar1 antibiyotik direng genlerinin dogal olarak mevcut oldugunu ve muhtemelen

diren¢ genlerinin antibiyotik ¢aginda uygulanan asir1 seg¢ilim baskisindan ¢ok daha
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Once yatay gen aktarimi ile transfer edildigini diisiindiirmektedir. Direng genlerinin
genetik aktarima yonelik bu yatkinligi, patojen bakteriler arasinda direng gen

kazanimini ve yayginlasmasini hizlandirmaktadir (Allen ve ark 2010).

Direng, rastgele mutasyonlar, rekombinasyon veya antibiyotik direncinin
yayilmasinda rol oynayan baslica mekanizmalar olan horizontal gen transferi (HGT)
yoluyla genlerin edinilmesinden kaynaklanabilir. Bakterilerde HGT esas olarak
konjugasyon, transformasyon ve transdiiksiyon yoluyla gergeklesir (Skippington ve
Ragan 2011, Von Wintersdorff ve ark 2016). Konjugasyonun antibiyotik direncinin
yayilmasindan sorumlu ana mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (Lopatkin ve ark
2016). Konjugasyon sirasinda, deoksiriboniikleik asit (DNA) verici hiicreden aliciya
hiicreden hiicreye temas yoluyla aktarilir veya plazmid transferi ya da kromozomal
olarak entegre konjugasyon elementleri yoluyla gergeklesir (Wozniak ve Waldor
2010). Transformasyonda, hiicre dist DNA bakteri tarafindan ¢evreden alinir ve
genoma dahil edilirken, transdiiksiyonda gen transferine bakteriyofajlar aracilik

etmektedir (Chen ve ark 2005, Balcazar 2014, Von Wintersdorff ve ark 2016).

1953: Glikopeptitler, Nitroimidazoller, Streptograminler

1955: Sikloserin, Novobiosin
1957: Rifamisinler

1950: Pleuromutilinler 961: Trimetoprim
1948: Sefalosporinler 1969: Fosfomisin
1947: Fenikol, Polimiksinler 1971: Mupirosin

1946: Nitrofuranlar

1945: Tetrasiklinler 1976: Karbapenemler

1978: Oksazolidinonlar

1943: Aminoglikozitler, Basitrasin
1979: Monobaktamlar

1932: Silfonamidler

1987: Lipopeptidler

1928: Penisilinler

y 1950 may 1960 g 1970

ALTIN CAG KESIF BOSLUGU

Sekil 1. Klinik kullanimda olan farkli antibiyotik siiflarinin kesfine iligkin zaman

cizelgesi. Altin Cag 1940'lardan 1960'a kadar olan donemi ifade etmektedir, giinkii giiniimiizde yaygin
olarak kullanilan antibiyotiklerin yaris1 bu donemde kesfedilmistir. Kesif boslugu ise 1987'den
giiniimiize kadar olan donemi ifade etmektedir; bu donemde sadece birkag yeni antibiyotik sinifi
kesfedilmis olup, bunlarin ¢ogu yar1 veya tam sentetik yapidadir. (Silver 2011, Ribeiro da Cunha ve ark
2019)’dan uyarlanmigtir.

Antibiyotiklerin Altin Cag1, 1940'larda baglamis ve klinik kullanim i¢in 40'tan

fazla antibiyotigin kesfi ve tanitimiyla kirk yil1 agkin bir stire devam etmistir (Sekil 1).
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Bu donemde, belirli bir antibiyotige karsi direng gelisimi, genellikle daha iyi
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikler sergileyen yeni antibiyotiklerin hizla
gelistirilmesi nedeniyle minimal bir endise ile karsilanmistir. Bu durum, antibiyotik
kesfi, kullanimi/asir1 kullanimi ve buna baglh olarak direng gelisiminin birbirini
besledigi bir dongliyli ortaya ¢ikarmistir (Davies ve Davies 2010, Ventola 2015).
Antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimi sonucunda bakteriler, ¢oklu antibiyotik
diren¢ mekanizmalar1 gelistirmeyi basarmis ve boylece antibiyotiklerin altin ¢agi sona
ermistir (Davies ve Davies 2010, Malik ve Bhattacharyya 2019). Bu dénem, daha az
sayida yeni ilacin tanitildigi ve bunlarin ¢ogunlugunun daha 6nce bilinen bilesiklerin
modifiye edilmis veya birlestirilmis versiyonlar1 oldugu i¢in antibiyotik aragtirma ve

gelistirmede kesif boslugu olarak tanimlanmistir (Gordillo Altamirano ve Barr 2019).

Yeni antibiyotiklerin gelistirilme hizi, antibiyotik direngli bakterilerin ortaya
¢ikis hizina yetisememektedir. Bu durum, yeni tedavi se¢eneklerine olan acil ihtiyaci
net bir sekilde ortaya koymaktadir (Simpkin ve ark 2017). Yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesindeki azalma, mevcut tedavi seceneklerimizin sinirli kalmasina ve
antibiyotik direnci sorununun daha da kotiilesmesine yol agmaktadir (Gordillo

Altamirano ve Barr 2019).

Bakterilerde antimikrobiyal direncin ortaya c¢ikmasi ve kiiresel olarak
yayilmasi, insan ve hayvanlarda bulasici hastaliklarin tedavisinde mevcut

antibiyotiklerin etkinligini hizla sinirlamaktadir (Prestinaci ve ark 2015).

E. coli, hayvanlarda ¢esitli enfeksiyonlara neden olabilir. Bu hastaliklar
arasinda enterit, laktasyondaki hayvanlarda mastitis, septisemi ve kanatlilarda seliilit,
salpingitis, sinovitis ve omfalitis (yumurta sarist kesesi enfeksiyonlar1) bulunur
(Mellata 2013). Baz1 E. coli suslar1 tiire 6zgii patojenler olarak etki ederken, digerleri
zoonotik potansiyele sahiptir ve insanlar da dahil olmak iizere birden fazla tiirii enfekte
edebilir. Birgok E. coli susu, hayvanlarin ve insanlarin bagirsaklarinda kommensal
olarak bulunur. Bu kommensal suslar genellikle zararsiz olsa da, firsat¢1 patojenlere

veya diger bakteri tiirlerine direng genleri aktarabilirler (Collignon 2015).

Antimikrobiyal direng; hem hayvan hem de insan E. coli enfeksiyonlarinda

hizla artan bir sorun teskil etmektedir. Bu sorun, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde



insan enfeksiyonlarindan elde edilen izolatlarda daha yaygin ve iyi belgelenmistir
(Walsh ve ark 2011, WHO 2019). insanlar, kontamine gidalar ve yetersiz aritilmig
igme suyu yoluyla antimikrobiyal direngli E. coli'ye maruz kalabilirler (Graham ve ark
2014). Ugiincii nesil sefalosporinler, florokinolonlar ve karbapenemler gibi énemli
antimikrobiyal ilaclara karst direng, kiiresel bir saglik tehdidi olusturmaktadir ve
ozellikle gelismekte olan iilkelerde artis gostermektedir (Walsh ve ark 2011, WHO
2019).

Antimikrobiyal diren¢ ile miicadelede, bu sorunun karmasik dogasi ve c¢ok
yonlii etkileri goz oniine alindiginda Tek Saglik yaklasimina ihtiya¢ duyulmus, bu
kavram uluslararasi diizeyde kabul gormiis ve diinya ¢apinda birgok iilkenin eylem

planlarina dahil edilmistir (McEwen ve Collignon 2018).

Tek Saglik terimi, insanlarin, hayvanlarin, bitkilerin ve paylastiklart ¢evre
arasindaki baglantiyr taniyarak, en iyi saglik sonuglarini elde etme amaciyla yerel,
bolgesel, ulusal ve kiiresel diizeylerde calisan isbirlik¢i, ¢cok sektorlii ve disiplinler
aras1 bir yaklasimi ifade etmektedir. Bu tiir biitlinciil bir yaklasim, ortaya ¢ikan
enfeksiyonlar ve antimikrobiyal diren¢ dahil olmak {izere bir¢cok bulasict hastaligin

etkin kontrolii ve dnlenmesi i¢in gereklidir (WHO 2019).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Diinya Hayvan Saghgi Orgiitii (WOAH) ve
Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) gibi cesitli uluslararas1 kuruluslar ve pek cok iilke
AMD'nin yani sira zoonotik hastaliklarin yayilmasini1 degerlendirmek, kontrol etmek
ve onlemek i¢in eylem planlarina Tek Saglik yaklasimini dahil etmistir (McEwen ve
Collignon 2018, White ve Hughes 2019). Gerekli eylemler arasinda siirveyans ve
aragtirmalar yoluyla direng¢ veri tabanlarinin gili¢lendirilmesi, insan ve hayvan
sagliginda antimikrobiyal ila¢ kullaniminin optimize edilmesi, etkili sanitasyon, hijyen
ve enfeksiyon Onleme tedbirleriyle enfeksiyon sikligini azaltilmasi, {lkelerin
ihtiyaclari1 da dikkate alan siirdiiriilebilir ekonomik yatirimlarin gelistirilerek
antimikrobiyallere alternatiflere yatirnmin artirtlmasi yer almaktadir (McEwen ve
Collignon 2018).

Direng sorunu yaygin enfeksiyonlarin sagaltim seceneklerini ve hayat kurtarici

tibbi prosediirlerin yerine getirilmesini giderek zorlastirmakta ve hatta bazen



imkansizlastirmaktadir (WHO 2019). Direngli  bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlar1 tedavi etmekteki artan zorluklar nedeni ile yeni antibakteriyel tedavi
yontemlerinin  gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Bakteriyofajlar, hayvan
hastaliklarinin tedavisinde antibiyotiklere alternatif olma potansiyeline sahiptir
(Sharma ve ark 2017).

1.2. Bakteriyofajlar
1.2.1. Genel Ozellikler

Bakteriyofajlar (fajlar) bakterileri enfekte eden virlislerdir. Ancak, bu basit
ifade iginde bir dizi potansiyel barindirmaktadir. Bakterilerin zorunlu parazitleri olan
fajlarin ilk olarak 1915 yilinda Ingiliz bakteriyolog Frederick Twort tarafindan
besiyerinde (sonradan Olii bakteri bolgeleri oldugu anlasilan) camsi seffaf noktalar

gozlemlediginde kesfedildigine inanilmaktadir (Twort 1936).

Ancak o donemde Twort, gozlemledigi camsi seffaf materyalin dogasini tam
olarak teyit edememistir. iki y1l sonra, Fransiz-Kanadali mikrobiyolog Felix d'Herelle

bagimsiz olarak benzer gézlemler yaymlamistir (Duckworth 1976).

D’Herelle, 1915 yilinda ortaya ¢ikan hemorajik bir dizanteri salgininda,
dizanteri hastalarindan alinan digski O6rneklerini filtrelemis ve bakteri igermeyen
filtratlarda "goriinmez bir mikrop" olarak adlandirdigr filtrelenebilir viriisleri
gozlemlemistir. Baslangicta filtrelenebilir virlislerin hastaligin patojenitesinde bir
kofaktor olarak rol oynadigindan siiphelenmis, ancak bu fikri arastirirken hastaligin
baslangi¢ evresinde faj titrelerinin genellikle diisiik oldugunu veya hi¢ olmadigim
hastaligin ilerleyen asamalarinda ise belirgin bir artis oldugunu, iyilesme asamasinda
da en yiiksek seviyeye ulastigini gozlemlemistir. Zaman igerisindeki bu olaylar
dizisinden dizanteri hastaliginin iyilesme siirecinde artan faj titresinin, litik fajin belirli
patojenlere kademeli olarak adaptasyonunun, daha sonra ¢ogalmasinin ve ardindan
patojenin parg¢alanmasi ile eliminasyonun iyilesme mekanizmasi oldugu sonucuna

vartlmistir (Summers 2021).

Gozlemledigi mikroskobik canlilar hakkinda tam bir hipotezi olmayan
Twort'un aksine, d'Herelle bakterileri enfekte eden yeni bir viriis tiiri kesfettiginden

emin olarak bu varliklara bakteri yiyen anlamia gelen bakteriyofaj adin1 vermistir.
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Felix d'Herelle'in tartismasiz bagimsiz kesfi, fajlarin varligi ve fajlar iizerine bir asirlik

aragtirmanin resmi olarak baslangici olmustur (D'Herelle 2007).

Emory Ellis ve Delbriick, 1939°da adsorpsiyon, latent donem ve viral patlama
gibi fajla ilgili anahtar kavramlari ortaya ¢ikaran tek adimli biiylime deneyinde fajlarin
cogalmasini karakterize etmistir (Ellis ve Delbruck 1939, Salmond ve Fineran 2015).
Delbriick, arastirmanin kiiciik bir faj grubuna odaklanilarak daha verimli olmasi ve
laboratuvarlar arasinda sonuglarin karsilastirilabilirligini  kolaylastirmak igin
calismalarinda T-fajlar, (T1-T7) olarak adlandirilan yetkili faj grubu segmistir
(Demerec ve Fano 1945). Yapilan deneylerde T-fajlar, Gram negatif bakteri modeli
haline gelen E. coli'yi enfekte edebilmistir (Kutter 2009, Chapeton-Montes ve ark
2019).

Ilk faj calismalarinin 1s13inda, Delbriick, Hershey ve Luria viriislerin
replikasyon mekanizmasini ve genetik yapisint kesfettikleri icin 1969' da Nobel
Fizyoloji Odiiliinii kazanmislardir. Bu noktadan sonra, bakteriyofaji model olarak
kullanarak yapilan caligmalar ile bir genin dogasi nedir, mutasyonlar genleri nasil
etkiler, mutasyonlar nasil ortaya ¢ikar, genler nasil ¢ogalir ve yapist nasildir gibi
karmasik biyolojik sorular1 sormak ve cevaplamak miimkiin olmustur (Winter ve ark

2021).

Fajlar, tahmini 4,8x10%" partikiill sayisiyla biyosferdeki en bol
mikroorganizmalardir. Bakterilerin bulundugu tiim ortamlarda mevcut olan fajlar,
ekosistemlerin ¢ogunda bakterilerin popiilasyon dinamikleri ve bakteriyel/arkeal
konak hiicrelerinin gelisimi {lizerinde 6nemli bir rol oynarlar. Fajlar, cogu biyolojik
stireci kendi baslarina yiirlitememekte ve verimli bir sekilde ¢cogalmak i¢in canli bir
bakteriyel hiicreye ihtiya¢ duymaktadirlar. Bunun sonucu olarak, fajlar konakgi
bollugu, cesitliligi, fizyolojisi ve metabolizmast iizerinde etkiye sahiptirler (Alvarez-

Espejo ve ark 2023).

Mikrobiyal ¢esitliligin itici gli¢leri olarak kabul edilen fajlar, bilim camiasinda
temel molekiiler biyoloji etkilesimlerini anlama araglari, yatay gen transfer vektorleri,
tanisal ve genetik ara¢ kaynaklar1 ve yeni bakteriyel tespit sistemleri olarak ilgi odag:

olmustur Son yirmi yilda, fajlar biyoteknoloji, tip, gida endiistrisi ve tarimda



kullanimlar1 agisindan da yogun olarak incelenmistir (Naureen ve ark 2020, Albrycht
ve ark 2022).

Ds DNA genom
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Sekil 2. Kuyruklu fajlarin morfolojik yapilarinin gosterimi. (ViralZone, SIB Swiss Institute
of Bioinformatics kaynagindan CC BY 4.0 lisansi1 ile uyarlanmistir.) Tiim kuyruklu fajlarin genomu
gevreleyen ve koruyan ve kuyruga baglanan bir kapsidi vardir. a) Myoviridae ailesindeki fajlar,
kontraktil bir kuyruk kilifina sahip tek kuyruklu fajlardir. b) Myoviridae ve Siphoviridae ailelerine ait
her iki faj da kuyrugun distal ucunda, kuyruk lifleri ve kuyruk sivri uglart gibi reseptor baglayici
proteinlerin (RBP'ler) bagli oldugu bir taban plakasina sahiptir. ¢) Podoviridae tiyelerinin taban plakasi
olmadigindan, RBP'ler dogrudan kuyruga baglanir. Siphoviridae ve Podoviridae ayrica kuyruk veya
taban plakasinin distal ucundan ¢ikint1 yapan merkezi bir kuyruk lifi veya sivri uca sahiptir. ViralZone
(http://viralzone.expasy.org).

Faj ¢esitliliginin ekolojik etkileri ¢ok derindir. Fajlar ve bakteriyel konakgilari
arasindaki etkilesim dinamikleri, popiilasyon yapilarini ve gelisimsel yoriingeleri
onemli olgiide etkiler. Ozellikle artan faj gesitliliginin, birlikte adaptif dinamikleri
kisitlayarak daha istikrarli bakteri popiilasyonlarina yol acabilecegi gosterilmistir
(Castledine ve ark 2022). Bu bulgu, faj terapisinin antibiyotige direngli bakterilere
kars1 etkili bir tedavi stratejisi olarak potansiyelini vurgular. Fajlarin genetik
cesitliliginin daha iyi anlagilmasi, bu alanda 6nemli ilerlemeler saglayabilir (Cook ve
ark 2021). Ayrica fajlarin cesitli ekosistemlerdeki mikrobiyal topluluklari ve besin
dongiisiinii sekillendirmedeki rolii, ekolojik 6nemlerini agik¢a ortaya koymaktadir

(Heinrichs ve ark 2023).

Coklu ilaca direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin artan sikligi
nedeniyle yeniden ilgi géren bu yontemin 6nemli potansiyel faydalar1 bulunmaktadir.
Fajlar, bakteriyel biyofilmlere niifuz etme ve onlar1 bozma konusunda dikkate deger

bir yetenek sergilemektedir (Ferriol-Gonzalez ve Domingo-Calap 2020). Ayrica, fajlar
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bakteriyel konaklarmma karsi yiiksek diizeyde oOzgiilliikk gostererek mikrobiyomu
korurken patojenin hassas bir sekilde hedeflenmesini ve ortadan kaldirilmasini

saglamaktadir (Altamirano 2021).

Faj biyolojisi ve faj genetigi ¢alismalar1 oldukca ilgi ¢ekici alanlardir. Ancak,
faj arastirmalarindaki esas amag, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde terapotik bir
secenek olarak bakteriyofajlarin kullanilmasina yonelik yontemlerin gelistirilmesidir

(Hanlon 2007).
1.2.2. Bakteriyofajlarin Simiflandirilmasi ve Morfolojisi

Fajlar1 farkli taksonomik gruplara ayirmak faj kesfini takip eden temel bir
adimdir. Fajlarin daha iyi karakterize edilmeleri ve ¢esitliliklerinin ortaya konmasi i¢in
siiflandirilmasi gereklidir. Bakteriyofajlar1 kesfeden iki kisiden biri olan d’Hérelle,
birgok tiire etkili yalmizca bir faj oldugunu (Bakteriyofagum intestinale)
diistiinmekteydi (D'Herelle 2007). Daha sonra, yapilan arastirmalar birgok bakteri
tiriine kars1 aktif olan bakteriyofajlarin ¢ok sayida habitatta varoldugunu ortaya
koymus ve tek bir tiire ait bakteriyofaj kavrami gegerliligini yitirmistir (Kutter ve
Sulakvelidze 2004).

Enterobakteriyel fajlarin heterojen oldugu ve filtrasyon, konak araligi ve
stabilite testleri ile seroloji, partikiill boyutuna gore alt gruplara ayrilabilecegi
gosterilmisgtir  (Burnet 1933, Kutter ve Sulakvelidze 2004). 1943'te viriis
siniflandirmasi i¢in elektron mikroskobu kullanimina oOnciililk etmis ve ii¢ farklh
morfolojik tipte bakteriyofaj1 ayirt ederek morfolojiye dayali faj taksonomisine olanak

saglamistir (Ruska ve Ruska 1943, Kutter ve Sulakvelidze 2004).

Holmes 1948 yilinda Virales takimi i¢inde tek bir aile (Phagaceae) ve tek bir
cins (Phagus) i¢inde yer alabileceklerini belirtmistir. Bu sekilde siniflanmis 46 faj tiirii
icin konake¢r spektrumu, plak ve partikiil biiyiikligl, tire ve sicakliga direnglilik
kriterleri temel alinmistir (Ackermann 2007).

Lwoff, Horne ve Tournier 1962°de, niikleik asit tiirii (DNA veya RNA), kapsid
morfolojisi ve zarfli yapilarina goére (LHT) viriis siniflandirma sistemi gelistirilmistir

(Salmond ve Fineran 2015).



Evrensel bir viral taksonomi saglamak i¢in 1966 yilinda Uluslararas1 Viriis
Taksonomisi Komitesi (ICTV) kurulmustur (King ve ark 2011). Giiniimiize kadar en
yaygin olarak kullanilan faj smiflandirma yontemi, David Bradley'in 1967 yilinda
fajlarin morfolojik 6zelliklerine dayali olarak yaptig1 6neriye dayanmaktadir (Turner
ve ark 2021). Bakteriyofajlarin temel yapilar tek tip niikleik asit ve niikleik asidi
cevreleyen bir kapsidden (veya kapsidler) olusur. Bu siniflandirma yontemi, fajlari
"kuyruklu fajlar" (Caudovirales) ve "kiibik fajlar", "ipliksi fajlar" ve "pleomorfik
fajlar1" iceren "kuyruksuz fajlar" olarak ikiye ayirmaktadir (Salmond ve Fineran
2015).

Fajlar ICTV biinyesindeki Bakteriyel ve Archeal Alt Komitesi (BAVS)
tarafindan siniflandirilmaktadir. Sistem, viriis genomunun molekiiler bilesimi (ss / ds,
DNA veya RNA), viriis kapsidinin yapist ve zarfli olup olmadigi, patojenite ve dizi
benzerligi, konak¢i araligi dahil olmak iizere c¢esitli faj Ozelliklerinin
degerlendirilmesine dayanmaktadir (Chibani ve ark 2019). Londra’da 2015 yilinda
yapilan ICTV toplantisinda faj isimlendirmesi “faj” teriminin takson
isimlendirmesinde kullanilmasinin ICCVN (The International Code of Virus
Classification and Nomenclature) kurallari ile tutarsizliga yol agtig1 one siiriilerek tiir
isimlendirmesinde; fajlarinda bir viriis oldugu gergegine dayanarak, "faj" yerine
"viriis" teriminin tiir adi bileseni olarak kullanilmasina karar verilmistir. Ayrica
kollektif tiir adi bilesenlerinin daha kesin orijinal bakteri konak cins adi (6nceden
Enterobacteria phage HK022 yeni isimlendirme Escherichia virus HK022 gibi) ile

tamamlanmasi yoniinde karar alinmis ve uygulanmistir (Krupovic ve ark 2011).

1.2.3. Bakteriyofaj Siniflandirmasindaki Yeni Gelismeler

Fajlarla ilgili mevcut genomik ve proteomik veriler siirekli yenilenmekte ve
Yeni Nesil Sekans (NGS) teknolojileri sayesinde simdiye kadar bilinmeyen faj
genomlariin tam ve fragmanlarimi iceren siirekli artan miktarda genomik ve

metagenomik dizi verileri elde edilmektedir (Roux ve ark 2016).

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) tarafindan desteklenen veri
tabanlarina gore, Caudoviricetes sinifinda tanimlanan fajlarin sayisi son yillarda
onemli Olciide artmistir. RefSeq veri tabaninda 2015 yilinda 1.359 olan tanimh faj

sayisi, 2022 yilinda 4.483'e yiikselerek yaklasik ii¢ katina g¢ikmistir. Referans
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genomlarin yani sira, GenBank veri tabaninda 2022 yilinda Caudoviricetes sinifina ait
yaklagik 63.588 birlestirilmis faj bulunmaktadir. Bu say1, 2015 yilindaki 16.232 faj
sayisina kiyasla neredeyse bes katlik bir artis1 géstermektedir (Turner ve ark 2021)

Son yillarda elde edilen viral genom bilgisi zenginligi, viriis siniflandirma
sistemlerinin giincellenmesi i¢in onemli bir firsat sunmustur. Geleneksel olarak,
viriisler morfolojik 6zellikleri, boyutlar1 ve genomik bilgilerini iceren niikleik asit
tiirlerine gore kategorize edilmistir. Ancak ICTV, Agustos 2022'de faj siniflandirma

sisteminde 6nemli degisiklikler yapmistir.

Bu yeni siiriimle birlikte, morfolojiye dayali olarak tanimlanan Myoviridae,
Podoviridae ve Siphoviridae aileleri kaldirilmistir. Bunun yerine, Caudovirales takimi
da kaldirilarak, ikozahedral kapsidli ve ¢ift sarmalli DNA genomuna sahip tiim
kuyruklu bakteriyel ve arkeal viriisleri kapsayan Caudoviricetes sinifi olugturulmustur
(Zhu ve ark 2022).

ICTV, viral siniflandirma sisteminin birincil bileseni olarak niikleotid dizisi
homolojisini eklemistir (Turner ve ark 2021). Bu yaklagim, fajlarin daha kesin ve
tutarl bir sekilde simiflandirilmasina olanak tamimaktadir. Ornegin, iki faj izolatinin
ayn1 bakteriyofaj tiiriiniin liyeleri olarak kabul edilebilmesi i¢in, niikleotid dizilerinin
ikili karsilagtirmasinda tiim genomlar1 boyunca en az %95 oraninda 6zdes olmasi
gerekmektedir. Benzer sekilde, ayni cinse ait oldugu diisliniilen fajlar, ikili bir
karsilagtirmada tim genomlart boyunca en az %70 niikleotid 6zdesligine sahip

olmalidir (Ely ve ark 2023).

Bakteriyofajlar, zengin ¢esitlilikleri nedeniyle mevcut viral taksonomi boyunca
genis bir alana yayilmistir ve ¢ift sarmallt DNA (dsDNA), tek sarmalli DNA (ssDNA),
cift sarmalli RNA (dsRNA) veya tek sarmalli RNA (ssRNA) genomlarina sahip
olabilirler. Bununla birlikte, uzaktan iligkili fajlar, benzer boyut ve fiziksel yapiya
sahip olabilmektedir. Bu durum, morfolojik 6zelliklerin tek basina siniflandirma igin

yeterli olmadigini ve genetik verilerin nemini vurgulamaktadir.

Boylece, benzer morfoloji ve genom niikleik asitlerine sahip bakteriyofajlar,
genom niikleotid dizilerinin benzerligine dayali olarak daha genis olarak
smiflandirilabilir (Ely ve ark 2023).
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1.2.4. dsDNA Fajlar

Uroviricota filumundaki bakteriyofajlar, kuyruklu ¢ift sarmalli DNA (dsDNA)
fajlar1 olarak tanimlanmakta ve bilinen tiim faj cinslerinin neredeyse yarisini temsil
etmektedir. Bu fajlarin kuyruk uzunluklar1 degiskenlik gdstermekte olup, yapilar
esnek veya sert, kontraktil ya da kontraktil olmayan 6zellikte olabilir. Faj baslari ise
izometrik, prolate veya uzamis yapida olabilir. Genom boyutlar1 18 ila 500 kilobaz
(kb) arasinda degismekte ve bireysel fajlar litik veya lizojenik yasam dongiilerine
sahip olabilmektedir. Mart 2023 itibariyla, Uroviricota filumu 4 takim, 47 familya, 98
alt familya, 1197 cins ve 3601 tiir igermektedir. Bu nedenle, bu filum bilinen dsDNA
bakteriyofajlarinin ¢ogunlugunu kapsamaktadir (Ely ve ark 2023).

Uroviricota'nin aksine, Kalamavirales takimindaki bakteriyofajlar zarfsiz,
kuyruksuz ve bes kdsesinde sivri uglari olan ikozahedral bir yapiya sahiptir. Genellikle
15 kb dsDNA genomlarin1 protein destekli bir replikasyon yontemi kullanarak
cogaltan litik fajlardir ve genomlar1 bir i¢ membranla ¢evrilidir (Stromsten ve ark
2005). Bu membranlar, DNA'larin1 konak hiicreye enjekte etmek i¢in kuyruk benzeri
tipler olusturabilir. Mart 2023 itibariyla, bu takim 1 familya, 5 cins ve 12 tiir
icermektedir ve PRD1 faj1 bu takimdaki en iyi ¢alisilmis faj olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Benzer sekilde, Autolykiviridae ailesindeki fajlar da zarfsiz, ikozahedral yapiya
sahip olup, dogrusal dsDNA genomlar1 bulunmaktadir. Cift jelly-roll kapsid
proteinlerine sahip olan bu fajlar, deniz bakterilerini ve arkeleri enfekte edebilirler
(Kauffman ve ark 2018). Bu fajlarin ¢ogu 10 kb genoma ve nispeten genis bir konak
araligina sahiptir. Mart 2023 itibariyla, bu aile 2 cins ve 5 tiir icermektedir.

Vinaverales, tek bir cins olan Corticovirus'u igeren bir ¢ift sarmalli DNA
(dsDNA) fajlar1 takimidir. Bu cinsteki fajlar, zarfsiz ve kuyruksuz olup, bes kosesinde
protein sivri uclari bulunan ikozahedral bir yapiya sahiptir. Genomlari, yaklasik 10
kilobaz (kb) uzunlugunda olup, bir lipid membran i¢ine alinmis siiper sarmal dsSDNA

formundadir (Oksanen ve Consortium 2017).

Dairesel veya dogrusal dsSDNA genomlarina sahip ikinci bir virilis grubu olan
Halopanivirales, arkeleri enfekte eden viriislerin yani sira termofilik bakterileri

enfekte eden fajlar1 da igermektedir. Bu viriisler, kuyruksuz ve ikozahedral kafalara
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sahip olup, genomlar1 da bir lipid membran ile g¢evrilidir (Demina ve ark 2017).
Halopanivirales takimi, arkeleri enfekte eden iki cins ve termofilik bir bakteri olan

Thermus'u enfekte eden bir cins icermektedir.

Plasmaviridae ailesi, heniiz daha genis bir taksonomik gruba dahil edilmemis
olan ve belirgin 6zelliklere sahip bir faj ailesidir. Bu aile, hiicre duvari olmayan
Acholeplasma cinsine ait konaklarin hiicre zarindan tomurcuklanma yoluyla yeni
viryonlarini serbest birakan 1liman, zarfli viryonlarla karakterize edilen tek bir tiirden

olusmaktadir (Krupovic ve Consortium 2018).

Fajlar, konak hiicrelerine, faj ve konak membranlarinin fiizyonu yoluyla giris
yaparlar. Hiicre igine girdikten sonra, yaklasik 12 kb biiyiikligiindeki siiper sarmal
dsDNA faj genomu, yeni faj partikiilleri iiretmek iizere transkribe edilebilir veya
bolgeye 6zgli rekombinasyon mekanizmalar1 aracilifiyla konak genomuna entegre
olabilir. Bu entegrasyon sonucunda olusan lizojenik bakteriler, ortamda faj varliginda
diisiik seviyelerde faj partikiilii {iretirler (Dybvig ve Maniloff 1983). Ancak, faj

iretimi, mitomisin C veya ultraviyole (UV) 151k gibi ajanlarla indiiklenebilir.

Olgun faj partikiilleri bir araya geldikten sonra, konak hiicreyi lize etmeden
hiicre zarindan tomurcuklanarak teker teker salinirlar. Bu nedenle, enfekte konak hiicre
bliylimeye ve boliinmeye devam edebilir, ancak yeni viriis partikiilleri tiretme yiikii
nedeniyle biiylime hizi 6nemli Glgiide azalir. Sonug olarak, litik fajlar tarafindan
olusturulan plaklarin aksine, Plasmaviridae fajlari tarafindan olusturulan plaklar,
bakteriyel hiicre lizisi yerine biiyliime inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. Bu durum,
Plasmaviridae ailesinin diger faj ailelerinden farkli bir replikasyon stratejisi izledigini

gostermektedir (Ely ve ark 2023).
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1.2.5. ssDNA Fajlar

Hofneiviricota filumu, konak hiicre membranindan lizis olmaksizin faj
partikiillerini ¢ikaran filamentli tek sarmalli DNA (ssDNA) fajlarini icermektedir. Bu
fajlar, konak genomlarina entegre olabilme veya ekstrakromozomal olarak var

olabilme yetenegine sahiptir. Bu filum 3 familya, 31 cins ve 51 tiir icermektedir.

Bu ii¢ familya, Inoviridae (25 cins, 43 tiir), Paulinoviridae (2 cins, 2 tiir) ve
Plectroviridae (4 cins, 6 tiir) olarak smiflandirilmistir. Inoviridae iiyeleri, Gram-
negatif hiicrelerin pili yapilarina adsorbe olur ve olgun faj partikiilleri konak hiicreden
ekstriide edilir. Genomlari, 5 ila 11 kb uzunlugunda siiper sarmal ssDNA'dan olusur.
Faj DNA's1, konak genomuna entegre olabilir veya ekstrakromozomal olarak kalabilir.

Bu familyanin iyi ¢alisilmis bir 6rnegi, M 13 fajidir (Knezevic ve ark 2021).

Paulinoviridae ailesi, iki farkli faj igerir: Bifilivirus, Propionibacteria'y:
enfekte ederken, Thomixvirus ise Thermus cinsi bakterilerini hedef almaktadir.
Plectroviridae ailesine ait fajlar, Mycoplasmatota filumundaki bakterileri enfekte
eder. Bu fajlar, 4,5 ila 8 kilobaz (kb) arasinda degisen dairesel genomlara sahiptir ve

yeni virionlar, konak hiicreyi 6ldiirmeden salgilanir (Knezevic ve ark 2021).

Phixviricota filumundaki fajlar, dairesel tek sarmalli DNA (ssDNA)
genomlarina sahip zarfsiz, ikozahedral yapilidir ve yuvarlanan daire mekanizmasi ile
cogalirlar. Genom boyutlar1 4,5 ila 6 kb arasinda degisir ve 11 gen kodlar. Mart 2023
itibariyla, bu filum 1 aile, 2 alt aile, 7 cins ve iyi ¢alisilmis PhiX174 fajin1 da igeren 22
tiir barindirmaktadir. Microviridae ailesinin ¢ogu iiyesi litik yasam dongiisiine sahiptir,

ancak bazilar1 lizojenik olabilir.

Finnlakeviridae ailesi, henliz daha biiyiik bir taksonomik gruba atanmig
degildir. Tlging bir sekilde, Finnlakeviridae'nin tek tiirii, dairesel bir ssDNA genomuna
sahiptir ve faj partikiili, i¢ lipid membran iceren ilk ssDNA faj1 olarak dikkat ¢eker.
Bu faj, Flavobacterium cinsindeki bakterileri enfekte eder ve sonunda pargalar
(Knezevic ve ark 2021).

14



1.2.6. RNA Fajlar

Vidaverviricetes smifi, tri-segmentli dsRNA genomlarina sahip zarfli,
ikozahedral fajlar1 icerir. Yedi tiir i¢eren tek bir cins, Cystovirus vardir. Cystovirus
partikiilleri bakteriyel konaga dnce bir bakteriyel pilusa adsorbe olarak ve daha sonra
pilus geri ¢ekildiginde hiicre membrani ile kaynasarak girer. Faj virionlar1 konake1
hiicreyi pargalayarak serbest birakilir. Mart 2023'te Vidaverviricetes, Ann Vidaver
tarafindan kesfedilen Phi6 fajin1 da igeren bir cins ve yedi tiir igermektedir (Vidaver
ve ark 1973). Buna karsilik Leviviricetes, 50 yildan daha uzun bir siire dnce kesfedilen
ve son zamanlarda metagenomik yoluyla biiyiik dl¢iide genisletilen bir pozitif iplikli

ssRNA faj sinifidir (Callanan ve ark 2021).

ICTV web sitesinde Leviviricetes sinifinda 2 takim, 6 aile, 271 cins ve 882 tiir
yer almaktadir. Metagenomik analizler yoluyla tanimlanan fajlarin ¢ogu hakkinda ¢ok
fazla sey bilinmemektedir, ¢iinkii sadece niikleotid sekans verileri mevcuttur ve bu
genomlar tarafindan lretilecek gercek faj partikiilleri hi¢gbir zaman izole edilmemis
veya gozlemlenmemistir. Bununla birlikte, iyi ¢alisilmis ssSRNA fajlar1 zarfsizdir ve
konakgilarma baglanmak icin bakteriyel pili gerektirir. MS2 ssRNA faji, genomu
dizilenen ilk faj olmustur (Fiers ve ark 1976).

Picobirnaviridae ailesi, toplam 4,4 kb'lik iki segmentten olusan dsRNA
genomlarina sahip kiiciik, zarfsiz kiiresel viriislerdir. Son ¢alismalar, memelilerden
ziyade prokaryotlar1 enfekte ettiklerini one siirmiistiir (Krishnamurthy ve ark 2016,
Boros ve ark 2018).

1.2.7. Bakteriyofajlarin Yasam Dongiisii

Bakteriler, kiiresel biyojeokimyasal dongiileri ve diger organizmalarin
biyolojisini etkileyerek biyosfer {izerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Alivisatos ve ark
2015). Ancak bu etkilesimler, faj enfeksiyonlarinin dinamikleri tarafindan
sekillendirilir. Faj enfeksiyonlari, faj genetigi, konak genetigi, faj konsantrasyonu,
konak fizyolojisi ve ¢evresel kosullar gibi ¢esitli faktorlerin etkilesimi sonucu litik
(tiretken) veya lizojenik dongiiler arasinda gegis yapabilir. Bu faktorlerin karmagik
etkilesimi, faj-bakteri etkilesimlerinin sonucunu ve dolayisiyla bakterilerin biyosfer
tizerindeki etkisini belirler (Chibani-Chennoufi ve ark 2004, Suttle 2005, Ogilvie ve

Jones 2015).
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Fajlar sadece bakterileri enfekte edebilen viriisler olarak tanimlanir. Fajlar
biitiin viruslar gibi zorunlu hiicrei¢i parazitlerdir. Fakat uygun konakg¢ida kendi
replikasyonlarinin saglayacak tiim bilgiyi genomlarinda tasimaktadirlar. Herhangi bir
enerji ve protein sentez mekanizmalar1 yoktur. Konakgilarinin yasadigi her yerde
sularda, toprakta, kanalizasyon ve diskida, derin termal menfezlerde canliligini
siirdlirebilen tim diinyada en c¢ok bulunan yasam formlaridir. Yiiksek diizeyde
Ozgiilliikleri, uzun vadede hayatta kalabilmeleri ve uygun konakgilarda hizla ¢ogalma
yetenekleri sayesinde herhangi bir dogal ekosistemdeki ¢ok cesitli bakteri tiirleri
arasinda dinamik bir dengenin korunmasina katkida bulunurlar. Higbir uygun konake1
bulunmadigi durumlarda bir¢cok faj, dis ajanlar tarafindan zarar goérmedikg¢e, on

yillarca enfekte etme yeteneklerini koruyabilir (Kutter ve Sulakvelidze 2004).

Bakteriyofajin bir konak bakteri hiicresine baglanmasi, faj enfeksiyonunun ilk
adimidir. Bakteriyofajlar hareketli degildir ve hedef bakteri hiicreleriyle temasa
gecmeleri rastgele brownian hareketine baghdir (Kasman ve Porter 2019).

Faj daha sonra bakteriyel yiizey bilesenlerine geri doniisiimlii olarak baglanir
(Garen ve Puck 1951). Muhtemelen bu baglamda faj reseptorii olarak bilinen belirli
bir hiicre dis1 yapiya geri doniisiimsiiz olarak baglanana kadar fajin bakteriyel hiicre
ile temas halinde kalmasini saglamak i¢in oldugu diistiniilmektedir (Bertozzi Silva ve
ark 2016).

Bakteriyel konaga faj adsorpsiyonu, faj yasam dongiilerindeki kilit unsurlardan
biridir. Kuyruklu bir faj duyarli bir konak hiicreyle karsilastiginda, lipopolisakkarit
(LPS) gibi konak reseptdr ylizey proteinlerinin veya bakteri hiicre duvarindaki diger
molekiillerin (fimbria, flagella), OmpC (Washizaki ve ark 2016) ve FhuA (Breyton ve
ark 2013) porinleri gibi hiicre disi proteinlerin spesifik olarak taninmasiyla
adsorpsiyon kolaylagtirtlir. E. coli'de LPS, fajlar tarafindan en sik kullanilan
reseptorlerden biridir (Hantke 2020).

Farkl1 fajlar, bakteri hiicresi iizerindeki faj reseptoriine geri doniisiimsiiz olarak
baglanmak icin yapilarinin farkli kisimlarini kullanir; kuyruk lifleri, kuyruk spike'lar:
ve merkezi kuyruk spike'lar1 bu etkilesimin olas1 reseptor baglayici proteinleridir

(Nobrega ve ark 2018).
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Bakteriyel hiicre faj reseptorii ve bakteriyofaj reseptor baglayici proteinin bu
Ozgilliigli, en azindan kismen bakteriyofaj tiirlerinin konak araliginin

olusturulmasindan sorumludur (Yehl ve ark 2019).

Bakteriyel yiizey reseptor(ler)inin basarili bir sekilde taninmasi, kalic1 olarak
fajin baglanmasina ve 6zel enzimler kullanilarak bakteriyel hiicre duvarina niifuz
edilmesine ve ardindan faj DNA'sinin sitoplazmik membrani gegerek sitoplazmaya
enjekte edilmesine izin verir. Iyi calisilmis bir model Myoviridae olarak faj T4
kuyrugu, faj kuyrugunun distal ucundaki taban plakasina ve kuyruk liflerine bagli bir
i¢ kuyruk tliptinii cevreleyen bir dis kuyruk kilifina sahiptir (Sekil 2). Konak hiicre dis
yiizeyindeki LPS’ye geri donlisiimsiiz olarak baglandiktan sonra, faj kuyrugu
konformasyon degistirir, kuyruk kilift biiziilerek kuyruk tiipiinii hiicre duvarindan
gegirir ve faj genomu kuyruk tiipiinden bakteri sitozoliine enjekte edilir (Leiman ve
ark 2004, Kostyuchenko ve ark 2005). Ardindan faj tiiriine ve konak hiicrenin
fizyolojik durumuna bagl olarak, faj belirli bir yasam dongiistine girecektir. Litik,
lizojenik, psddolizojenik ve kronik enfeksiyonlar dahil olmak iizere dort yaygin faj
yasam dongiisii vardir (Abedon 2008, Clokie ve ark 2011, De Smet ve ark 2017,
Olszak ve ark 2017). Kronik enfeksiyon sadece filament6z fajlara 6zgiidiir (Rakonjac
ve ark 2011, Hay ve Lithgow 2019).

1Viral tutunma konak hicreye

Erken gen
ifadesi

Orta gen ifadesi

&
Geg gen ndtisiven .| 5 Gecikme
ifadesi — Yo\ Siiperenfeksiyon
| ‘l\ ) S~ bagisikig
8 Kapsid diizenegi ‘A Gech gen

ifadesi

Viralzone 2013

r

Sekil 3. Litik faj yasam siklusunun sematize gosterimi (ViralZone, SIB Swiss Institute of
Bioinformatics  kaynagindan CC BY 4.0 lisansi ile  uyarlanmistir)  ViralZone
(http://viralzone.expasy.org).
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1.2.8. Litik Bakteriyofajlar

Viriilan veya zorunlu litik fajlar, bakteriyel konagin mutlak patojenleridir. Bu
fajlar sadece litik dongii yoluyla ¢ogalabilir ve enfeksiyon yeni faj partikiillerinin

tiretimi ve konagin lizisi ile sonuglanir (Abedon 2008).

Faj yasam dongiisiiniin litik faz1 dort asamadan olusur. Ik asamada, faj uygun
bir konak hiicreyle karsilasir ve yiizey reseptorlerine baglanir. Bu baglanma, fajin
konakgiya ozgiilliigiinii belirleyen kritik bir adimdir. Baglanmanin ardindan, faj
genomik materyalini konak hiicreye enjekte eder (Sekil 3). Ikinci asamada, faj, konak
hiicrenin i¢ savunma mekanizmalarin1 atlatmak zorundadir. Bu savunma sistemleri
arasinda restriksiyon enzimleri ve CRISPR-Cas sistemleri gibi mekanizmalar yer alir.
Fajin bu savunmalar1 agma yetenegi, siirdiiriilebilir bir enfeksiyon olusturmasi i¢in

onem tagimaktadir (Warwick-Dugdale ve ark 2019).

Ucgiincii asamada, faj konak hiicrenin kaynaklarmi ele gecirerek kendi
genomunu ve proteinlerini sentezler. Bu hizli ve etkili kaynak mobilizasyonu, hiicresel
transkripsiyon mekanizmasinin viral kontrol altina alinmasiyla saglanir. Bu kontrol,
genellikle iki temel mekanizma araciligtyla gergeklestirilir. Ilk olarak, konak RNA
polimerazinin modifikasyonu s6z konusudur. Viral kapsid i¢inde paketlenmis ve
enfeksiyon sirasinda konak hiicreye salinan faj faktorleri, konak RNA polimerazlarim
modifiye ederek viral promotorleri tanimalarini ve viral genlerin transkripsiyonunu
baslatmalarini saglar. Ikinci olarak, bazi fajlar kendi RNA polimerazlarini kodlar ve
enfeksiyon sirasinda konak hiicreye aktarir. Bu viral RNA polimerazlar, konak RNA
polimerazindan bagimsiz olarak viral genlerin transkripsiyonunu gergeklestirir

(Dennehy ve Abedon 2021).

Bu mekanizmalar, fajlarin konak hiicre transkripsiyon mekanizmasini ele
gecirerek viral gen ifadesini hizla baglatmasini ve konak kaynaklarini viral replikasyon
icin etkin bir sekilde kullanmasin1 saglar. Viral replikasyon icin hiicresel
mekanizmalar yeniden programlandiktan sonra, konak metabolizmasini manipiile
eden mekanizmalar: kodlayan "orta" agama genleri ifade edilir (Breitbart ve ark 2007).
AMG'ler olarak adlandirilan bu viral genlerin birgogu, merkezi metabolik proteinleri
kodlar ve farkli faj soylar1 arasinda korunmustur ki bu da viral replikasyon basarisi
icin 6nemlerini vurgulamaktadir. Yardimer metabolik genlerin fosfat (Martiny ve ark
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2009) ve azot metabolizmasina (Sullivan ve ark 2010), fotosentez (Lindell ve ark 2005,
Frank ve ark 2013), pentoz fosfat yoluna (Thompson ve ark 2011), niikleik asit
sentezine (Miller ve ark 2003) ve diger metabolik yollarda (Sharon ve ark 2011) rol
oynadig1 belirtilmistir. Ilging bir sekilde, fajlarla enfekte olmus bakterilerin AMG
aracili olarak yeniden metabolik programlanmasi, kiiresel besin dongiilerindeki

dalgalanmalarla baglantili olabilecegi bildirilmistir (Brussaard ve ark 2008).

Birden fazla konagi enfekte eden generalist fajlar, genellikle daha diisiik
enfeksiyon verimliligi gosterirler, konak translasyon ve transkripsiyonunu tamamen
baskilayamazlar, daha uzun latent donemlere ve ayrik translasyon ve transkripsiyon
stireglerine sahiptirler (Campbell 1961, Koskella ve Meaden 2013, Diaz-Mufioz ve
Koskella 2014).

Basarili bir enfeksiyondan sonra faj DNA's1 transkribe edilir. Faj genomu,
konak DNA'sin1 bozmak i¢in endoniikleazlar ve ekzoniikleazlar da dahil olmak iizere
erken proteinleri kodlar. Bu asamada, viral genomun transkripsiyonu ve translasyonu
sonucu viral proteinler (kapsid proteinleri, kuyruk lifleri, enzimler vb.) ve yeni viral
genom kopyalar1 sentezlenir. Konak hiicrenin ribozomlar1 ve diger protein sentezi

mekanizmalar1 bu siiregte kullanilir (Dennehy ve Abedon 2021).

Bu silireg, yeni faj partikiillerinin olusumunu saglar. Fajlar, konak
transkripsiyon mekanizmasina tam bagimliliktan neredeyse tam bagimsizliga kadar
degisen cesitli transkripsiyonel kontrol stratejileri gelistirmistir (De Smet ve ark 2017).
Dahasi, fajlar, konak replikasyonu ve hiicre boliinmesi gibi "gerekli olmayan" konak
slireglerini kapatarak enfeksiyon i¢in enerji tasarrufu saglayabilir (Kutter 2009, Kutter
ve ark 2018, Warwick-Dugdale ve ark 2019).

Siyanofaj Syn9'un ¢oklu Synechococcus konakgilarinda enfeksiyon siirecine
transkripsiyonel yanit1 incelenmis ve carpici sonuglar elde edilmistir. Enfeksiyonu
takip eden ilk 30 dakika i¢inde, konak hiicredeki transkripsiyon aktivitesinin neredeyse

tamaminin faj kodlu genlerle iliskili oldugu gézlemlenmistir (Doron ve ark 2016).

Son asama olan viral morfogenez siirecinde sentezlenen viral bilesenler bir
araya getirilerek faj DNA's1 (veya RNA) kapsid i¢ine paketlenir ve yeni viryonlar
olusturulur (Sekil 3). Bu siire¢, kendiliginden birlesme (self-assembly) yoluyla
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gerceklesebilir veya bazi durumlarda konak hiicrenin veya viriisiin kodladig1 saperon
proteinlerinin yardimiyla gergeklesebilir. Yeni olusan viryonlar, konak hiicrenin
lizisiyle ortama salinir ve yeni konak hiicreleri enfekte etmeye hazir hale gelir (Young
2014).

Bakteriyel membran ve hiicre duvari bozulmasi, holinler ve endolizinler gibi
faj tarafindan kodlanan spesifik lizinlerin bir kombinasyonu ile kolaylastirilir.
Holinler, bakteri plazma zarinda spesifik olmayan lezyonlara neden olan,
endolizinlerin peptidoglikana ulagmasina ve bakteri hiicre duvarinin murein
tabakasina saldirmasina izin veren kiiciilk proteinlerdir. Gram-negatif konakgilar
enfekte eden fajlar, dis membranin destabilizasyonu yoluyla lizise yardimci olan
spanin adi verilen ek proteinleri kullanabilir (Young 2014). Litik enfeksiyon
mekanizmasinin anlasilmasi, viral ekoloji ¢aligmalarinin yani sira faj terapisi gibi

uygulamalar i¢in de biiylik 6nem tagimaktadir (Doron ve ark 2016).
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1.2.9. Lizojenik Bakteriyofajlar

Lizojenik fajlar, E. coli fajlar1 A ve Mu gibi model organizmalar {izerinde
yapilan ¢alismalarla detayl1 bir sekilde incelenmistir. Bu fajlar, sirasiyla bolgeye 6zgii
rekombinasyon (Casjens ve Hendrix 2015) veya rastgele transpozisyon (Harshey
2015) yoluyla bakteri kromozomuna entegre olurlar. Ancak, tiim fajlar bu entegrasyon
mekanizmalarini  kullanmaz. Ornegin, P1 faji dairesel bir genom formunda
ekstrakromozomal olarak kalirken (Lobocka ve ark 2004) N15 faji dogrusal bir genom
formunda ekstrakromozomal olarak bulunur (Ravin 2015). Bu farkliliklar, lizojeni
stirecinin ¢esitliligini ve karmagikligin1 ortaya koymaktadir. Vibrio cholerae faji
CTXo gibi diger 1liman fajlar, iiretken dongiiler sirasinda konaklarini kronik olarak
enfekte ederken, lizojenik dongiilerde konak genomuna entegre olurlar (McLeod ve

ark 2005).

Lizogeni sirasinda, faj genomu ya bir plazmid olarak kalir ya da konak
kromozomuna entegre olarak profaj seklinde stabil bir sekilde replike olur. Faj
lambda'nin E. coli konagin1 enfekte etmesi ve bakteriyel kromozoma entegre olmasi,
bu siirecin iyi ¢alisilmis bir 6rnegidir (Casjens ve Hendrix 2015). Buna karsilik, E.
coli faj1 P1, dairesel bir DNA plazmidi olarak ekstrakromozomal kalir (Lobocka ve
ark 2004).

Iliman fajlar, bakteri topluluklarini ¢esitli sekillerde etkiler. Konaklara yeni
genler aktarabilir, konak genlerinin ifadesini degistirebilir, diger fajlar tarafindan
enfeksiyona karsi koruma saglayabilir ve indiiksiyon iizerine konak popiilasyonlarini
oldirebilirler. Bu etkiler, Howard-Varona ve ark (2017) tarafindan kapsamli bir

sekilde gbzden gegirilmistir.

Baz1 profajlar, bakteriyel konak pH (Kotay ve ark 2010), hidrojen peroksit
muamelesi (Figueroa-Bossi ve Bossi 1999), UV 15181 veya antibiyotik muamelesi
(Castellazzi ve ark 1972) gibi stres faktorleriyle aktive olabilir. Ayrica, profajlar diisiik
bazal seviyede yapisal olarak da aktive edilebilir (Nanda ve ark 2014). Iliman
bakteriyofaj indiiklendikten sonra, yasam dongiisiinii tamamlar, bakteri hiicresi iginde
daha fazla faj partikiilii tiretir, hiicreyi pargalar ve yeni fajlar1 ¢gevreye salar (Weinbauer
2004).
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Son ¢aligmalar, faj kromozomunun konak kromozomuna entegre olmadan
veya hiicre lizisini tetiklemeden ayri bir epizom olarak var oldugu figiincii bir
enfeksiyon dongiisii modu olan faj tasiyici durumuna dair kanitlar bulmustur. Bu
epizom, lizojenik dongiiniin aksine, kararl bir sekilde cogalmaz ve yeni ¢ogalan fajlar
arasinda asimetrik olarak ayrilabilir, bdylece ortaya ¢ikan konak hiicrelerde farkli bir
ifade profili olusturur. Bu enfeksiyon formunun dikkate deger bir 6rnegi, bakteriyel
konaklarda dogrusal plazmidler olarak var olabilen Tectiviridae ailesinin bazi
tiyelerinde goriilmektedir. Fajlarin bu epizomal formlari, bakteriyel kromozomdan
bagimsiz olarak ¢ogalabilir ve konak¢inin DNA'sina entegre olmadan konake1 i¢inde
faj genomunun istikrarli bir sekilde korunmasina izin verir. Bu mekanizma hem faj
hem de konake¢1 i¢in hayatta kalma avantaji saglar, ¢iinkii faj hareketsiz bir durumda

tutulabilirken uygun kosullar altinda yeniden aktive olabilir (Xue ve ark 2015).

Ayrica, epizomal faj replikasyonunun dinamikleri, konagin cevresel
kosullarindan ve stres tepkilerinden de etkilenebilir. Ornegin, faj lambda gibi bazi
tliman fajlar, konagin fizyolojik durumuna bagli olarak, DNA hasar1 veya besin
yoksunlugu gibi stres faktorleri tarafindan tetiklenebilen lizojenik ve litik dongiiler
arasinda gecis yapabilir. Bu baglamda epizom, olumsuz kosullar sirasinda harekete
gegirilebilen, hizli adaptasyonu ve hayatta kalmay1 kolaylastiran bir genetik materyal
rezervuari olarak hizmet edebilir (Keen 2015, Maffei ve ark 2021).

Bu tiir epizomal faj davraniginin etkileri antibiyotik direnci ve viriilans faktorii
transferi alanina kadar uzanmaktadir. Epizom olarak var olan fajlar, antibiyotik direnci
veya viriilans faktorleri gibi avantajl 6zellikler kazandiran genler tasiyabilir ve bunlar
konak¢1 bakteriye ve hatta transdiiksiyon gibi siiregler yoluyla diger bakterilere
aktarilabilir (Shousha ve ark 2015).
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1.2.10. Bakteriyofaj Cesitliligi ve Karakteristik Genler

Fajlar, insan gastrointestinal sisteminden kiiresel okyanuslara kadar kesfedilen
her biyomda varlik gostermektedir. Ayrica, okyanus tabanmi ve Orta Cag'a ait
fosillesmis digski1 oOrnekleri gibi beklenmedik ortamlarda da tespit edilmislerdir

(Danovaro ve ark 2011, Appelt ve ark 2014).

Fajlarin konak araligi, muhtemelen bir faj ile potansiyel konaklar1 arasindaki
filogenetik, cografi ve ekolojik mesafe ile sinirlidir (Scanlan ve ark 2013). Fajlar her
zaman yerel konaklara adapte olmazlar (Koskella ve Parr 2015). Fajlarin bir tiire degil,
bir bolgeye 6zgii oldugu gozlemlenmistir (Gémez ve Buckling 2011). Ayrica, farkl
bolgeler genis konak aralikli fajlarin farkli frekanslarini icermektedir (Hanson ve ark
2016).

Genis konak aralikli fajlarin molekiiler mekanizmalar tizerine yapilan birgok
calisma baglanma asamasina odaklanmaktadir. Ornegin, monovalent fajlar tek bir
spesifik reseptore baglanirlar, genellikle dar bir konak araligina sahiptir. Bu 6zellik,
belirli bir bakteri tiiriine veya susuna 6zgii enfeksiyon yetenegi saglar. Polivalent fajlar
ise birden fazla farkli reseptore baglanabilen bu fajlardir, daha genis bir konak
yelpazesini enfekte edebilir. Bu ¢ok yonliiliik, fajin farkli bakteri tiirleri veya suslar

arasinda gegis yapabilmesine olanak tanir (Nobrega ve ark 2018).

Faj ¢esitliliginin ve konak aralifinin belirlenmesi, geleneksel olarak cevresel
orneklerden bakteriyofajlarin izole edilmesini ve cesitli bakteriyel konaklar1 enfekte
etme yeteneklerinin degerlendirilmesini igeren kiiltiir bazli yontemlere dayanir. Bu
yontemler, fajlarin ekolojik rollerini ve faj terapisi ve biyoteknolojideki potansiyel
uygulamalarini anlamak i¢in gereklidir (Mirzaei ve Nilsson 2015). Faj cesitliligini
belirlemede kullanilan temel tekniklerden biri spot test metodudur. Bu yontem, bir
bakteri konak ile inokiile edilmis agar plakasina seyreltilmis bir faj O6rneginin
uygulanmasmi igerir. Inkiibasyonun ardindan, plaklarin varligi, basarili faj
enfeksiyonu ve bakteri hiicrelerinin lizisini gosterir. Plaklarin boyutu ve sayisi, fajin

konak aralig1 ve litik etkinligi hakkinda bilgi saglayabilir (Haines ve ark 2021).

Faj biliylime dinamiklerinin belirlenmesi tipik olarak, bilinen bir faj

konsantrasyonunun bir bakteri kiiltiirtine eklendigi tek adimli bir biiylime egrisinin
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kullanilmasini igerir (Haines ve ark 2021). Kiiltiiriin OD degeri, faj bakteri hiicrelerini
enfekte edip lize ederken bakteri yogunlugundaki degisiklikleri izlemek i¢in diizenli
araliklarla olgiiliir. Bu yaklasim, aragtirmacilarin latent donem, patlama boyutu ve
genel faj tiretkenligi dahil olmak {izere fajlarin biiylime parametrelerini 6lgmelerine

olanak tanir (Vipra ve ark 2013, Estrella ve ark 2016, Egido ve ark 2023).

Centroid Indeksi, zaman iginde biiyiime dinamiklerinin merkezi egilimini
yakalayan istatistiksel bir 6l¢ii olarak kavramsallastirilabilir. Arastirmacilar, PCA gibi
cok degiskenli analiz tekniklerini uygulayarak, farkli faj-bakteri etkilesimlerinin

biiyiime yoriingelerini gorsellestirebilirler (Blazanin 2023).

Bakterilerin kiiltiir metodu ile izolasyonu geleneksel yontemine ek olarak,
multiplex PZR gibi molekiiler teknikler, faj baglanmasi ve enfeksiyon igin ¢ok dnemli
olan hiicre duvari polisakkarit tiplerine gore bakteri suslarini siniflandirmak icin
kullanilmistir. Bu molekiiler yaklasim, faj-konak etkilesimlerinin genetik temeli
hakkinda ek bilgi saglayarak kiiltiir tabanli yontemleri tamamlayabilmektedir.
(Mahony ve ark 2015).

Yayginliklarmin yani sira, fajlar ¢ok cesitli yapisal morfolojiler sergiler;
kuyruklu fajlar ve dsSDNA genomlari, 2019 itibariyla kamuya agik veritabanlarinda en
cok temsil edilenlerdir (Nguyen ve ark 2023). Daha az yaygin gibi goriinen diger fajlar,
sSDNA, ssRNA veya dsRNA genomlarini kuyruksuz virionlar i¢ine paketleyebilirler
(Briissow 2012). Goreceli olarak kiiclik genomlarna ragmen, fajlar etkileyici bir
genomik ¢esitlilik ve geleneksel hiyerarsik filogeniyi takip etmeyen karmasik soy
iligkileri sergilemektedir. Bu durum, yaygin mozaiklesmeden kaynaklanmakta olup,
fajlarin  gelisimsel siireclerini anlamak icin yeni yaklasimlar gelistirilmesini

gerektirmektedir (Hatfull ve Hendrix 2011).

TEM, fajlarin  fenotipik  ¢esitliliginin  ve  bollugunun  dogrudan
degerlendirilmesinde geleneksel olarak kullanilan bir yontemdir. TEM, nanometre
Olceginde yiiksek ¢oziinlirliiklii goriintiileme saglayarak, fajlarin yiizey 6zellikleri,
morfolojik yapilari, boyutlar1 ve ultrastriiktiirel detaylar1 hakkinda kapsamli bilgi
sunmaktadir. Bu teknik, fajlarin taksonomik simiflandirilmasinda ve morfolojik

cesitliligin karakterizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Almeida ve ark 2018).
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Genomlarin yiiksek ¢esitliligi nedeniyle, farkli konakgilart enfekte eden fajlar
tipik olarak diisiik benzerlige sahiptir. Bununla birlikte, ayn1 konag1 enfekte eden

fajlarin genomlarinda da 6nemli farkliliklar olabilir (Hatfull ve Hendrix 2011).

Fajlara 6zgii karakteristik (signature) genler, faj kimliginin ve islevselliginin
tanimlanmasinda ¢ok énemli bir rol oynar. Ornegin, HNH endoniikleaz gibi spesifik
endoniikleazlarin varligi, faj genlerinin hareketliligi ve ¢esitli fajlarda gézlemlenen
mozaik genom yapisi ile iliskilendirilmistir (Yuan ve ark 2018). Bu gen hareketliligi,
fajlarin  genetik ¢esitliligine katkida bulunarak degisen ortamlara ve konak
savunmalarma hizli adaptasyon saglar. Ek olarak, terminaz ve kapsid proteinleri gibi
korunmus genler de dahil olmak {izere fajlarin genomik mimarisi, filogenetik iliskileri

ve islevsel yetenekleri hakkinda bilgi saglar (Tse ve ark 2022).

Metagenomik sekanslama projelerinden binlerce viral sekans tanimlanmig
olmasma ragmen, bunlarin bircogu referans faj genomlariyla tespit edilebilir bir

homoloji paylasmamaktadir (Modi ve ark 2013, Touchon ve ark 2017).

HGT olarak adlandirilan bu tiir rekombinasyon olaylari, faj gelisiminin baslica
mekanizmalarindan  biridir  ve  evrimsel iligkilerin  degerlendirilmesini
karmasiklastirmaktadir. Fajlarin filogenetik iliskilerini kesin olarak tanimlamak,
karsilastirmali genomik analizlerdeki temel zorluklardan biridir. Bu zorlugun altinda
yatan en Onemli nedenlerden biri, ironik bir sekilde, fajlar1 bdylesine cesitli ve
benzersiz kilan bir 6zellik olan genomlarinin mozaik yapisidir. Genetik mozaiklesme,
yiiksek dizi benzerligi gosteren genom bdlgelerinin, ani gegislerle komsu ve higbir
benzerlik gostermeyen bolgelere donlismesi fenomenini ifade eder (Gomez ve

Buckling 2011).

Faj genomlari, soy ge¢misleri farkli olan ¢esitli genetik modiillerin bir araya
gelmesiyle olusmus bir yapr sergiler. Bu durum, genellikle genetik olarak farkli iki
atadan kaynaklanan rekombinasyon olaylarinin bir sonucudur. Fajlarin hizla gen
edinme ve degistirme yetenegi, degisen ortamlara ve konak savunmalarina uyum

saglamalarina olanak tanir (Hatfull ve Hendrix 2011).

Faj imza genlerinin iyi ¢alisilmis kategorilerinden biri, adsorpsiyon siirecine
dahil olan genlerdir. Bu genler, fajlarin genellikle bakteri yiizeyindeki
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lipopolisakkaritler veya proteinler gibi spesifik reseptorleri taniyan ve bunlara
baglanan proteinleri kodlamasini saglar. Bu etkilesimler, enfeksiyonun baslamasi igin
kritik 6neme sahiptir ve fajin konak araligini belirleyebilir (You ve ark 2018). Ayrica,
bazi fajlar, bakteriyel biyofilmleri veya quorum-sensing molekiillerini pargalayabilen
enzimleri kodlayan genler tagir. Bu genler, fajlarin enfektivitelerini ve yogun bakteri

popiilasyonlarinda enfeksiyon olusturma yeteneklerini artirir (Chatterjee ve ark 2020).

Faj imza genleri, fajlarin konak¢1 bagisiklik tepkilerinden kagmasina yardimci
olan genleri de igerir. Ornegin, bazi fajlar, bakteriyel CRISPR-Cas sistemlerini inhibe
eden anti-CRISPR proteinlerini kodlayarak, fajin konakgi i¢inde kalmasina ve
cogalmasina olanak tanir. Buna ek olarak, bazi fajlar, antibiyotige maruz kalma gibi
durumlarin neden oldugu konagin stres tepkilerini modiile edebilen genlere sahiptir.
Bu genler, hem fajin hem de konagin enfeksiyonunun devam etmesini ve hayatta

kalmasimi kolaylastirir (Chatterjee ve ark 2020).

Fajlar hakkinda belki de en etkileyici olani, temsil ettikleri biyolojinin
cesitliligidir: Dogada, hem fiziksel yapilar1 hem de genomlar1 bakimindan ¢ok fazla
bakteriyofaj ¢esitliligi vardir ve farkli bakteri tiirlerini enfekte eden bakteriyofajlar ¢ok
az genom homolojisi paylasmaktadir (Hendrix ve ark 2002). Ayni bakteri tiirlinii
enfekte edip ¢ogaltabilen iki bakteriyofaj bile ¢ok farkli genomlara sahip olabilir, 6rn,
Lambda ve T4 model fajlarinin her ikisi de E. coli'yi enfekte eder ancak ¢ok az
benzerlikleri vardir; Lambda faji Siphoviridae ailesinden lizojenik bir sifoviriistiir ve
genomunda 66 kodlama geni vardir (Rajagopala ve ark 2011), T4 faji ise Myoviridae
ailesinden litik bir miyoviristiir ve 278 geni vardir (Miller ve ark 2003).

Su anda NCBI veri tabaninda 12.000'den fazla bakteriyofaj tiirli bulunmaktadir
ve bunlarin hepsi deneysel olarak karakterize edilmemistir. Ger¢ekten de faj genomlari
muhtemelen biyosferin herhangi bir yerinde kesfedilmemis genlerin ve proteinlerin en

biiyiik rezervuarini temsil etmektedir (Dion ve ark 2020).
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1.2.11. Faj Terapisi

Bakteriyofaj (faj) terapisi, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla
bakteriyel viriislerin terapotik kullanimini ifade eder. Faj terapisinin tarihi, yiiz yih
askin bir siire 6dnce Hankin, Gamaleya, Twort ve d'Herelle gibi bakteriyologlarin,
giinimiizde viriislerle iligkili oldugu diisliniilen antibakteriyel aktivitelere dair

bagimsiz gozlemleriyle baglamistir (Keen 2015).

O donemde bakteriyel hastaliklar ciddi bir saglik sorunu ve baslica 6lim
nedenlerindendi. Mevcut en iyi kimyasal antibiyotiklerin hem merkiirik hem de
arsenik bilesikleri icerdigi bir donemde, yeni ve daha az toksik tedavi yaklagimlarina
ihtiyag duyulmakta idi. Dolayisiyla, "bakteri yiyiciler" olarak adlandirilan
bakteriyofajlarin potansiyel terapotik ajanlar olarak degerlendirilmistir (D'Herelle
2007).

Bakteriyofajlarin terapotik kullanimi konusunda, 1925 yilina kadar 150'den
fazla makale yaymlandigi iddia edilmektedir (Eatonve Bayne-Jones 1934). Bu
yaklasim, 1925 yilinda Sinclair Lewis tarafindan yazilan Pulitzer Odiillii Arrowsmith

romaninda da duyurulmustur (Kutter ve ark 2010).

Ik modern antibiyotiklerin ve o6zellikle penisilin gibi genis spektrumlu
ajanlarin gelistirilmesiyle birlikte, bakteriyofajlar en azindan Bat1 Avrupa ve ABD'de
yeni antibiyotikler lehine bir kenara itilmistir. Faj terapisinin, yukarida da belirtildigi
gibi, uzun ve biraz muglak bir gegmisi vardir. Ne yazik ki, 1920'ler ve 1930'lardaki ilk
caligmalardan kaynaklanan asir1 iyimser etkinlik iddialarima ragmen bir¢ok kisi
tarafindan uzun zamandir siipheyle karsilanmistir (Eaton ve Bayne-Jones 1934,

Krueger ve Scribner 1941).

Ancak kimyasal antibiyotikler yaygin olarak kullanilmaya baslandiktan sonra
bile faj tedavisi baz1 yerlerde kullanimdan hi¢ diismemistir, 6zellikle Dogu Avrupa'da
1926 yilinda, o zamanlar Sovyet Cumhuriyeti olan Giircistan'dan bir mikrobiyolog
olan George Eliava, Paris'te d'Herelle'yi ziyaret etmistir. Giircistan'a dondiigiinde,
simdi kendi admi tasiyan merkezi bakteriyofaj enstitiisiinii kurmak i¢in ¢aligmstir.
Eliava'nin Stalinist tasfiyeler sirasinda 6liimiinden sonra da ¢alismalar devam etmis ve

kurdugu enstitii, Sovyetler Birligi'nde ve Dogu Avrupa'nin baska yerlerinde
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kullanilmak {izere milyonlarca bakteriyofaj preparatinin hazirlanmasinda ve

saglanmasinda oncii bir pozisyon almistir (Summers 2001).

Hayvan sagligi alaninda tedavi amaciyla faj kullanimi, olduk¢a uzun bir
gecmise sahiptir. Fajin kesfinden kisa bir siire sonra, yaklasik bir asir 6nce Twort ve
d’Herelle’in ¢aligmalart bu yontemin ilk 6rneklerini ortaya koymustur. O donemde
hayvanlar iizerinde yiiriitiilen faj terapisi deneylerinin ¢gogu, kanath tifosu gibi hayvan
hastaliklarin1 dogrudan tedavi etmeyi veya veba, menenjit ve dizanteri benzeri insan
hastaliklar1 i¢in hayvanlari model olarak kullanmayi hedeflemistir (Atterbury ve
Barrow 2021).

1980’lerde Williams Smith ve meslektaslarinin yiirlittiigli 6ncii ¢aligmalar,
Bati’da gilinlimiize dek artarak devam eden faj terapi arastirmalarinin yeniden
canlanmasina Onayak olmustur. Giiniimiizde hayvanlara yonelik faj terapisi
denemelerinin biiyiik bir kismi, agirlikli olarak ekonomik, diizenleyici ve lojistik
gerekeeler nedeniyle pet hayvanlar yerine ¢iftlik/gida hayvanlarina odaklanmaktadir
(Atterbury ve Barrow 2021).

Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden viriislerdir ve genellikle dar konak
hiicre 6zgiilltikleri nedeniyle bakteriler i¢in potansiyel biyolojik kontrol ajanlari olarak
kabul edilirler. Daha da 6nemlisi, faj olarak da bilinen bakteriyofajlar, toprak, tatl ve
deniz suyu Ornekleri ve son zamanlarda serbest atmosfer de dahil olmak iizere

neredeyse tiim ortamlarda bulunur (Chibani ve ark 2019).

Bakterilerin dogal avcilar1 olan bakteriyofajlar, yukarida belirtilen olumlu
yonleri nedeni ile antibiyotiklere direncli bakterilerle miicadelede cazip bir alternatif
olarak yeniden ortaya ¢ikmustir. Fajlar, tiir ve sus diizeyinde oldukga spesifiktir ve faj
konak araliginin 6l¢iilmesi, fajin antimikrobiyal olarak kullanilmasinda énemli bir rol

oynamaktadir (Kutter ve ark 2010).

Dogal ortamlardaki faj bollugu, kesif ve izolasyon siirecini olduk¢a basit hale
getirmektedir (Clokie ve ark 2011, Abedon 2012). Ancak dogru fajlarin taranmasi ve
secilmesi, basarili terapotik sonuglar elde etmek i¢in ¢ok 6nemlidir. Terapotik olarak
fajlarin bir avantaji konake¢1 6zgilliigidiir (Kutter ve Sulakvelidze 2004, Hyman ve
Abedon 2010) ve ¢ogu fajin yalnizca nispeten dar bir yelpazedeki yakin iligkili bakteri
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tiirlerini enfekte etme yetenegi, normal bakteri florasi lizerindeki etkisini sinirlar

(Hyman ve Abedon 2010).

Faj konak 6zgiilligii bir dizi faktérden etkilenir (Hyman ve Abedon 2010,
Kutter ve Sulakvelidze 2005). Faj, enfeksiyonu baglatmak i¢in hiicre ylizeyine adsorbe
olabilmelidir ve uyumlu bir hiicre ylizeyi reseptoriiniin yoklugu veya gizlenmesi bu ilk
etkilesimi Onleyecektir. Basarili bir faj adsorpsiyonu ile faj DNA'sinin bir bakteri
hiicresine girisi, siiperenfeksiyon diglama sistemleri veya gerekli aksesuar proteinlerin
yoklugu ile engellenebilir. Restriksiyon-modifikasyon ve CRISPR sistemleri, faj
DNA'sin1 hiicre sitoplazmasina ulastiktan kisa bir siire sonra pargalayarak enfeksiyonu
engeller ve faj enfeksiyonunda tetiklenen abortif enfeksiyon sistemleri, yeni fajlar
iretilemeden konak hiicre 6liimiiyle sonuglanir. Tiim bu faktorler birlikte dogal olarak
tekrarlayan fajlarin konak araliklarini sinirlar ve faj konak araligini belirlemek i¢in

tasarlanan deneylerin sonuglarini etkileyebilir (Hyman ve Abedon 2010).

Faj terapisine artan ilgi goz Oniine alindiginda, faj-konaker etkilesimlerini
ortaya koyan in vitro testlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu testler, in vivo uygulama igin
fajlarin uygunlugunu belirlemeye yardimci olmak i¢in kullanilabilir (Hanlon 2007,
Kutter ve ark 2010). Faj konak araligmin tanimlar1 ve sonuglari test metodolojileri

arasinda farklilik gostermektedir (Sulakvelidze ve ark 2001, Hyman ve Abedon 2010).

Belirli bir fajin hedef bakteriyi 6ldiirme etkinligi genellikle ilk olarak kati
besiyerde spot test ile degerlendirilir (Khan Mirzaei ve Nilsson 2015). Ayrica, fajlarin
varhiginda ve yoklugunda (enfekte olmamis kontrol) sivi besiyerde bakteriyel
biiyiimenin OD 6l¢iimleri de yaygin olarak kullanilmaktadir (Hosseini ve ark 2024).

Mikroplaka spektrofotometresi kullanilarak zaman i¢indeki OD degisimlerinin
Olciilmesi, istenen inkiibasyon siiresi ve sicaklik kosullarinda enfekte olmamis
bakterilerin biiylimesini fajla maruz kalan bakterilerle karsilastirarak faj etkinligi

dinamiklerini degerlendirmek i¢in kullanisl bir yontem sunar (Turner ve ark 2012).

Faj-bakteri etkilesim ¢alismalarinda sik¢a karsilasilan dikkat ¢ekici olaylardan
biri, bakteri popiilasyonunun fajlarin varliginda zamanla yeniden ¢ogalmasidir. Bu

fenomen, faj terapisindeki engellerden biri olarak algilanir ve ayni zamanda
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biyokontrol veya terap6tik uygulamalar i¢in viriilent fajlarin se¢ilmesinde dikkate

alinmas1 gereken onemli bir faktordiir (Pires ve ark 2020).

Centroid Indeks, zaman i¢inde OD degisimleri de dahil olmak tizere bakteriyel
bliylime egrilerindeki egilimlere duyarli bir metrik olarak Hosseini ve arkadaglari
tarafindan tanitilmistir. Centroid, biiylime egrisinin kiitle merkezini temsil eder ve faj
tedavisine yanit olarak bakteri popiilasyonunun genel biiyiime dinamiklerini yansitan
tek bir deger saglar. Bu yaklasim, yalnizca ilk 6ldiirme oranini degil, ayn1 zamanda
bakteriyel yeniden bliyiime potansiyelini de igerdiginden, faj etkinliginin daha

kapsaml1 bir sekilde degerlendirilmesine olanak tanir (Hosseini ve ark 2024).

Cl, arastirmacilar tarafindan gelistirilen ve faj tedavisi deneyleri sirasinda
olusturulan biiylime egrilerinin analizini kolaylastiran kullanici dostu bir yazilim araci
kullanilarak hesaplanmaktadir. CI, biiyiime egrisinin merkezine odaklanarak, fajlarin
zaman iginde bakteri popiilasyonlarini kontrol etmedeki etkinligi hakkinda bilgi
saglayabilir ve bu da onu faj tedavisi alanindaki arastirmacilar i¢in degerli bir arag

haline getirir (Hosseini ve ark 2024).

Mevcut antibiyotiklerin smurliliklart uzun siiredir bilinmesine ragmen,
yenilerini kesfetmek veya alternatif tedavileri arastirmak i¢in ¢ok az adim atilmastir.
Yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi yonilinde ¢agrilar yapilmis olsa da, biiyiik ilag
sirketleri, 6zellikle yeni bilesik siniflarinin aranmasinda, erken agamadaki antibiyotik
aragtirma ve gelistirmeyi finanse etme konusunda tereddiit etmektedir; ¢iinkii bu
alandaki yatirim getirisi genellikle diisiik veya hatta negatiftir. Yeni bir antibiyotik

adaymin bulunmasi ve pazara sunulmasi 8 ila 20 yil siirebilir (Allen ve ark 2010).

Bu noktada faj terapileri dnem kazanmaktadir. Bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde bakteriyofaj viriislerinin kullanilmas1 anlamina gelen faj terapisi, yiliz yili
askin bir siiredir bilinmektedir. Fajlar, viicudumuzdaki diger mikrobiyal tiirlere zarar
vermeden spesifik bakteri tilirlerini hedefleyerek ortadan kaldirabilen kiigiik
viriislerdir. Bu alan, biiylik dl¢lide mevcut antibiyotiklerin etkinligi nedeniyle ticari
olarak yavas gelisim gostermistir; ancak son zamanlarda yeniden bir ylikselis

yagsamaktadir (Abedon ve ark 2017).
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Fajlar hakkinda yapilan bilimsel arastirmalar, fajlarin nasil tanimlanacaklar1 ve
neler yapabilecekleri hakkinda 1s1k tutmustur. Belirli bir bakteriyle miicadele etmek
icin dogru fajlar1 bulmak zaman alabilir. Spesifik bir bakteriyi 6ldiirebilecek bir faj
bulmak i¢in, en giclii etkilesimlere sahip olanlar1 belirlemek amaciyla faj
kiitiiphanelerini test etmek gereklidir. Geleneksel olarak, bilim insanlari fajlari
bakterilerle eslestirmek igin, spot testleri ve agar overlay testleri gibi ¢esitli yontemler
kullanmislardir. Bu yontemlerin hi¢biri hizli ve kolay degildir, ancak son derece

dogrudur (Glonti ve Pirnay 2022).

Faj aragtirmalarinda, faj reseptor baglayici proteinlerini (RBP'ler) modifiye
ederek belirli bakterileri hedeflemek icin fajlar1 genetik olarak tasarlama konusunda
yogun calismalar yiirlitmektedir. Bu yaklasim, bakterileri baglayacak dogal fajlari
aramak ic¢in harcanan zamani azaltmaktadir. Genisletilmis konak araliklarina sahip
mutantlar1 taramak amaciyla yiliksek verimli RBP c¢esitlendirme stratejileri
gelistirilmistir. Ayrica, sentetik biyoloji yaklagimlari, antimikrobiyal bir gen veya
protein iceren tasarlanmis fajlar kullanarak bakteriyel 6ldiirme etkinligini artirmak i¢in

kullanilabilir (Nobrega ve ark 2018).

Faj tedavisinin giivenligi, 6zellikle potansiyel enflamatuar yanitlarla ilgili
olarak bir arastirma konusu olmustur. Sui ve ark (2021), hayvan ve klinik ¢aligmalarim
gozden gecirerek faj tedavisinin genellikle 6nemli yan etkilere neden olmadig:

sonucuna varmistir.

Ciftlik hayvanlart baglaminda, faj tedavisinin gilivenlik profili olumlu
goriinmektedir. Shousha ve arkadaslar1 tarafindan bildirildigi iizere, gida
kaynaklarindan izole edilen fajlarin kullanimi, tavuklarda c¢oklu direngli E. coli
suslarmin neden oldugu enfeksiyonlarin minimal yan etkilerle tedavi edilmesinde
umut vaat etmektedir. Bu durum, faj tedavisinin hayvan refahindan 6diin vermeden
hayvancilik yonetimi uygulamalarina entegre edilme potansiyelini vurgulamaktadir
(Shousha ve ark 2015).

Antibiyotiklere direncli bakteriyel enfeksiyonlardaki endise verici artis,
alternatif terapotik stratejilerin aragtirllmasini gerektirmistir. Bakterileri enfekte eden

ve pargalayan dogal olarak olusan viriisler olan bakteriyofajlar veya fajlar, umut verici
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¢oziimler olarak ortaya ¢ikmistir. Bu viriisleri kullanan faj terapisi, ilaca direngli,
biyofilm tireten ve hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyonlar gibi en zorlu tibbi sorunlardan

bazilarinin ele alinmasinda umut vaat etmektedir (Smith ve ark 2023).

1.2.12. Faj-Konakg1 Etkilesimi

Bakteriler ve bakteriyofaj arasindaki etkilesimler, deniz suyu (Aylward ve ark
2017), toprak (Gomez ve Buckling 2011) ve memeli bagirsagi (Lourengo ve ark 2022)
dahil olmak iizere bir¢ok ortamda gelisen mikrobiyal popiilasyonlar1 sekillendirerek

kiiresel ekosistemde 6nemli rollere sahiptir.

Faj, bakteri 6liimiiniin baslica etkenlerinden biridir (Suttle 2007). Dolayisiyla
insan viicudu da dahil olmak tizere (Hanson ve ark 2016, Chevallereau ve ark 2022)
dogal ortamlardaki bakteri topluluklarinin bilesimini ve evrimini etkiler (Mirzaei ve
Maurice 2017, Gregory ve ark 2020). Bakteriler ve fajlar her yerde bulunur ve
gelistikleri ortam1 giiclii bir sekilde etkiler, bu nedenle bakteri faj etkilesimlerinin
desifre edilmesi, dogal ve yapay ekosistemlerdeki degisiklikleri tahmin etmek icin

gereklidir (Weinbauer 2004, Clokie ve ark 2011, Chevallereau ve ark 2022).

Sicaklik, tuzluluk, pH ve organik madde icerigindeki degisimler, su {riinleri
yetistiriciligl ve gida iiretimi ortamlarinda bakteri popiilasyonlarinin faj tarafindan
parcalanmasini etkiler (Silva ve ark 2014, Tokman ve ark 2016). Besin
mevcudiyetindeki degisiklikler bakteriyel biliylimeyi etkiler ve artan kanitlar, faj
popiilasyonunun biiylime oraninin ve patlama boyutunun artan bakteriyel biiylime
orantyla (Hadas ve ark 1997, Sivec ve Podgornik 2020) arttigini ve yasam dongiisiine
bagli oldugunu (Storms ve ark 2014) tutulma ve gizli donemlerin ise artan bakteriyel
biiyiime oraniyla azaldigmi gostermektedir (Hadas ve ark 1997, Sivec ve Podgornik
2020).

Bununla birlikte, bazi1 fajlar, yavas biiyiiyen duragan fazda veya yetersiz besin
mevcudiyeti sartlarindaki bakteri popiilasyonlarin1 enfekte edebilme yetenegine
sahiptir. Dahasi, konak bakterinin lizisi, siiperenfeksiyon ve lizis inhibisyonuna yol
acan bir veya daha fazla ikincil fajin adsorpsiyonu durumunda, enfekte eden faj

tarafindan birkag saat geciktirilebilir (Abedon 2019, Hernandez ve Koskella 2019).
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Ayrica, dogal ortamlarin spesifik yapisi bakteri-faj etkilesimleri ve fajlara kars1
genetik direncin ortaya ¢ikmasi tizerinde derin bir etkiye sahiptir (Brockhurst ve ark
2004, Gémez ve Buckling 2011, Hernandez ve Koskella 2019), direng seviyesi ise
sadece mutasyon tiirtine gore degil (Buckling ve ark 2006) ayni zamanda besin

mevcudiyetine gore de degisebilmektedir.

Faj biyolojisinin tim yonleri gibi, konak¢1 araligt da ancak fajin yasam
dongiisii baglaminda tam olarak anlasilabilir. En iyi tanimlanmis yasam dongiileri,
litik ve temperate (1liml1) dongiilerdir. Enfeksiyon sirasinda, zorunlu litik fajlar hizla
yeni virlsler iiretir ve konak hiicreyi lizise ugratarak pargalar. Buna karsilik, temperate
fajlar 6ncelikle genomlarini konakg¢1 genomuna entegre ederek bir lizojen olusturabilir
ve stres faktorleri onlar1 litik dongiiye ge¢meye yonlendirene kadar bu durumda
kalabilirler. Kronik enfeksiyonlar ve pseudolizojeni gibi diger yasam dongiileri ise
daha az tanimlanmistir ve bunlarin yayginligi heniiz bilinmemektedir (Cenens ve ark
2013, Siringan ve ark 2014).

Faj cesitliliginin ekolojik etkileri ¢ok derindir. Ornegin, fajlar ve bakteriyel
konakgilar1 arasindaki etkilesim dinamikleri popiilasyon yapilarini ve evrimsel
yoriingeleri etkileyebilir. Calismalar, artan faj c¢esitliliginin birlikte evrimsel
dinamikleri kisitlayarak daha istikrarli bakteri popiilasyonlarina yol acabilecegini
gostermigtir (Castledine ve ark 2022). Bu durum, fajlarin genetik ¢esitliliginin
anlagilmasinin antibiyotige direncli bakterilere karsi etkili tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi konusunda bilgi saglayabilecegi faj terapisi baglaminda o6zellikle
onemlidir (Cook ve ark 2021) Ayrica, fajlarin gesitli ekosistemlerdeki mikrobiyal
topluluklar1 ve besin dongiisiinii sekillendirmedeki rolii, ekolojik 6nemlerinin altin

cizmektedir (Heinrichs ve ark 2023).

1.2.13. Bakteriyel Faj Direnci

Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden viriisler olup biyosferdeki en bol
biyolojik varliklar olarak kabul edilir (Clokie ve ark 2011). Bakterilerin kendilerini
enfekte eden fajlarla bir arada bulunmadigi bir ekosistem neredeyse yoktur;
dolayisiyla fajlar, bakteriyel varolusun her yerde karsimiza ¢ikan temel bir 6zelligini
yansitir (Clokie ve ark 2011). Faj predasyonunun bakteriler iizerinde olusturdugu
giiclii secilim baskisi, bakterilerin gelistirdigi sofistike antifaj stratejilerinin zengin bir
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cephanelige doniismesiyle sonuglanmistir; bu stratejiler, kisitlama-modifikasyon
sistemleri, CRISPR-Cas ve abortif enfeksiyon (Abi) gibi dnceden bilinen savunma
mekanizmalarinin yani sira sinyal molekiilleri olarak siklik niikleotidlerin CBASS
(Cohen ve ark 2019), Pycsar (Tal ve ark 2021) kullanilmasi ve viral enfeksiyona yanit
olarak NAD+ tiikkenmesi gibi yenilik¢i savunmalari da igerir (Dy ve ark 2014, Rostel
ve Marraffini 2019, Ofir ve ark 2021, Tal ve ark 2021). Bu yeni antifaj sistemlerine
dair arastirmalar, 6karyotik bagisiklik sistemleriyle dikkat ¢ekici benzerlikleri ortaya
koymakla kalmamis, aym1 zamanda baz1 Okaryotik bagisiklik unsurlarinin
prokaryotlardan evrimlesmis olabilecegini de diislindiirmiistiir (Cohen ve ark 2019,

Bernheim ve ark 2021, Ofir ve ark 2021, Wein ve Sorek 2022).

Yeni savunma sistemlerinin kesfi hiz kazandik¢a, mevcut antiviral prokaryotik
cephanelige biitiinciil bir bakis saglamak giderek giiclesse de, savunma sistemlerinin
biiyiik dlgekli biyoinformatik yaklagimlarla sistematik ve kapsamli tanimlanmasi bu
stireci kolaylagtirmaktadir (Doron ve ark 2018, Gao ve Altae-Tran 2020, Payne ve ark
2021, Tesson ve ark 2022). Yakin zamanda ortaya atilan bakteriyel pan-immiin sistem
fikri ise, faj savunma mekanizmalarinin HGT yoluyla akraba bakteriler arasinda
yaygin olarak aktarilabilecegini ve boylece adeta bir topluluk kaynagi seklinde islev

gordiiglini ileri siirmiistiir (Bernheim ve Sorek 2020).

Anti-faj molekiillerinin arastirma tarihi, belirgin iki donemde yogunlagmustir:
Birinci donem 20. yiizyilin {iglincli ¢eyregini kapsarken, ikinci donem gilinlimiizden
sadece birkac yil dnce baslamistir. Ozellikle 1950'erde, fajlara karsi etkili yeni
bilesiklerin kesfi biiylik bir heyecanla karsilanmistir (Schatz ve Jones 1947). Bu
donemin en dikkat g¢ekici calismalar1 arasinda, Schatz ve Jones'un 170'ten fazla
Actinomyces susunu ve Asheshov ve arkadaslarinin 1000'i askin susu inceledikleri
kapsamli taramalar yer alir (Schatz ve Jones 1947, Asheshov ve ark 1954). Bu 6zverili
arastirmalar sonucunda, test edilen Actinomyces izolatlarinin kayda deger bir bolimii
sirastyla %29 (49/176) ve %17'si (144/1000) - faj plak olusumunu engelleyen
slipernatantlar tiretmistir. Bu bulgular, aktinobakterilerin anti-faj metabolit {iretiminin
sanilandan ¢ok daha yaygin oldugunu ortaya koymustur. Bu sistematik taramalar
sayesinde krizomisin, fagolessin A58, nybomisin ve aklavin olmak tizere dort onemli

antifaj bilesigi kesfedilmistir. Bunlar arasinda aklavinin, bir antrasiklin tiirevi olan
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aklakinomisin A ile yakin yapisal benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Kumar ve ark

1977).

Fajlar, lipopolisakkaritler gibi bakteriyel yiizey reseptorlerini tanima yoluyla
yiiksek derecede Ozgiilliik sergilerler (Iriyanto ve ark 2016). Ancak bu 6zgiilliik, E.
coli'nin adsorpsiyonu engelleme ve faj niikleik asitlerini bozma gibi direng
mekanizmalari gelistirerek faja direncli E. coli suslarinin ortaya ¢ikmasina yol agabilir
(Hong ve ark 2014). Direnci azaltmak ve terap6tik etkinligi artirmak amaciyla, birden
fazla fajin birlestirildigi faj kokteyllerinin gelistirilmesi stratejisi onerilmistir (Costa

ve ark 2019, Guo ve ark 2021).

1.2.14. Bakteriyofajlarin Bagisikhik Sistemi ile Etkilesimi

Bakteriyofajlarin 6karyotik hiicrelerle etkilesimine bakildiginda, patojenik
olmayan viriisler olarak bilinmelerine ragmen, insan ve hayvan bagisiklik sistemleri
bu organizmalara kars: spesifik antikorlarla etkili bir yanit olusturabilmektedir. Fajlar,
cogunlukla T-bagimli yolak araciligiyla bir immiin yanit1 indiiklemektedir (Gembara
ve Dabrowska 2021, Renner ve ark 2021).

Antikorlar, biyolojik rollerini belirleyen farkl siniflari (izotipler) ve alt siniflari
temsil edebilmektedir. En yaygin ve kabul goéren immiin yanit siireci, Oncelikle
IgM'nin indiiklenmesi, ardindan kan serumunda IgG'nin ve mukozal ylizeylerde
IgA'nin salgilanmasi seklinde gergeklesir. IgM'ler birincil yanitin karakteristigi iken,
IgG'ler yanitin olgunlagsmasim yansitir. IgG izotipi, gelismis 6zgillik gosterir ve
sistemik notralizasyon i¢in en kritik oneme sahiptir. IgA'lar ise oncelikle mukozal
ylizeylerde, 6rnegin gastrointestinal sistemde, bir immiin bariyer olusturur. Spesifik
IgA'nin mukozal ylizeylerde salgilanmasi, genellikle dolagimdaki artisiyla paralellik
gosterir (Gembara ve Dagbrowska 2023).

Bir bakteriyofajin memeli organizmas: ile dogrudan temasi, memeli
immiinolojik sistemini uyarabilir (Dgbrowska 2019, Gembara ve Dabrowska 2021) Bu
etkilesimin temel sonucu, tipik olarak (kuyruklu fajlarda gozlemlendigi gibi) IgM ile
baslayan ve ardindan IgG ve IgA ile devam eden bakteriyofaja 6zgii antikorlarin
tretimidir (Majewska ve ark 2015, Majewska ve ark 2019). Bununla birlikte, antikor

tretiminin yogunlugu ve karakteri, bakteriyofaj uygulama yoluna, fajin bireysel
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ozelliklerine, uygulama programmma ve dozuna bagli olarak degiskenlik

gosterebilmektedir (Gembara ve Dabrowska 2023).

Bakteriyofaj immiinojenisitesi hakkinda genel bir sonuca varmak veya
terapotik yaklasimlar iizerindeki etkisinin arastirilmasi i¢in evrensel bir model
onermek oldukga giictiir. Immiin yanitlar, 6nemsiz veya tespit edilemez diizeyden
(Lusiak-Szelachowska ve ark 2014), yikic etkilere (Huff ve ark 2010, Archana ve ark
2021) kadar genis bir spektrumda degiskenlik gosterebilmektedir. Fajlarin karmasik
protein yapilari, her proteinin birgok potansiyel epitop barindirabilmesi nedeniyle, faj
spesifik olarak adlandirilan antikorlar, aslinda farkli faj proteinlerine verilen yanitlarin
(poliklonal) bir toplamidir. Tek bir faj epitopunu spesifik olarak taniyan antikorlar
(monoklonal) ise biyoteknolojik yontemler kullanilarak —gelistirilebilmektedir
(Kurochkina ve ark 2006).

Faj notralize edici antikorlar, muhtemelen en biiyiik biyolojik éneme sahiptir
(Archana ve ark 2021). Fajin antikorlar tarafindan nétralizasyonu, bu antikorlarin fajin
bakterileri enfekte etme yetenegi icin kritik 6neme sahip proteinleri, 6rnegin bakteri
yiizeyine baglanan proteinleri hedef almasiyla gergeklesir (Jerne ve Avegno 1956,
Ledeboer ve ark 2002). Viryonlarin diger bolgelerini hedef alan antikorlar da
bulunabilir; bunlar, antikorlarla igbirligi yapan spesifik olmayan bagisiklik unsurlar
tarafindan yiriitilen fajin dolayli nétralizasyonunu uyarabilmektedir (Gembara ve
Dabrowska 2023).

1.2.15. Neonatal Buzag ishallerine Neden Olan E. coli Patotipleri

Neonatal buzag ishali, sigir endiistrisinde dnemli bir saglik sorunu olarak 6ne
cikmakta ve genellikle E. coli ¢esitli patotiplerinden kaynaklanmaktadir. Aragtirmalar,
E. coli patotiplerinin buzagilarda ozellikle yasamlarinin ilk haftasinda yaygin
oldugunu ve bu yas grubunun enfeksiyonlara kars1 savunmasizligini vurgulamaktadir
(Robi ve ark 2024). ishalli buzagilarda E. coli varlig1 cesitli ¢alismalarda belgelenmis
olup, raporlar E. coli enfeksiyonlarinin yenidogan ishali vakalarinin 6nemli bir
béliimiinii olusturdugunu gdstermektedir (Salama ve ark 2023). Ornegin, bir ¢alismada
hasta buzagilarin %45'inden E. coli izole edilmis ve bu bakterinin bu demografide
onemli bir patojen olarak rol oynadig1 vurgulanmistir. Ayrica, Shiga toksini tlireten E.
coli (STEC) ve enterotoksijenik E. coli (ETEC) gibi hibrit suslarin tespit edilmesi, bu
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suslarin potansiyel halk saglig: etkileri konusunda endiseleri artirmaktadir (Kolenda
ve ark 2015, Aref ve ark 2018) .

1.2.16. Enterotoksijenik E. coli (ETEC)

ETEC, yenidogan buzag ishallerinde en sik izole edilen patotip olup, ciddi
ekonomik kayiplara ve hayvan refahinda diisiise neden olmaktadir (Nataro ve Kaper
1998, Muktar ve ark 2015). Ozellikle ii¢ haftaliktan kiigiik buzagilarda mortalitenin
yaklagik %75'ine neden olmaktadir (Ok ve ark 2009).

ETEC'nin patogenezinde temel rol oynayan virlilans faktorleri, bagirsak
epiteline yapigsmay1 kolaylastiran spesifik fimbrial adezinler ve enterotoksinlerdir.
Ozellikle K99 fimbrial antijeni, ETEC suslarinin ince bagirsak mukozasina siki bir
sekilde tutunmasimi saglayarak enfeksiyonun baslangicinda kritik bir islev
gormektedir Bir bagka adhezin olan F41 fimbriyas: da yenidogan buzagi ishalinde rol

oynamaktadir (Fairbrother ve Nadeau 2019).

Fimbrialar, bakterinin konak hiicrelere adezyonunu artirarak kolonizasyon ve
enfeksiyonun ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. ETEC suslari, 1s1ya duyarlh
(LT) ve 1siya dayanikli (ST) enterotoksinler olmak iizere iki ana tip enterotoksin
tretmektedir. Bu toksinlerin etkisiyle bagirsak fonksiyonlar1 bozulmakta, ishal
olusumuna yol agmakta ve ciddi siv1 kayiplart meydana gelmektedir (Dubreuil ve ark
2016).

Benzer sekilde, yapilan bir ¢alismada ETEC'in yenidogan buzagilar, kuzular
ve domuz yavrularinda ishalin ana etkeni oldugunu teyit etmis ve bu enfeksiyonlarda
virlilans faktorlerinin 6nemini bir kez daha ortaya koymustur (Rai ve ark 2023).
Algammal ve ark (2020) tarafindan yapilanlar gibi son ¢alismalar, ishalli buzagilardan
elde edilen izolatlarda K99 ve STa dahil olmak iizere ETEC ile iligkili viriilans
genlerinin yayginligmi tanimlamistir. K99 fimbrial adezin, ETEC'in bagirsak
mukozasina baglanmasini kolaylastiran, kolonizasyona ve ardindan toksin iiretimine
izin veren kritik bir faktordiir (Fairbrother ve Nadeau 2019, von Mentzer ve
Svennerholm 2024).

ETEC suslar arasinda antimikrobiyal diren¢ giderek artan bir endise kaynagi

haline gelmistir. Caligmalar, buzagilardan elde edilen E. coli izolatlarinda yaygin
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olarak kullanilan antibiyotiklere kars1 cesitli derecelerde direng bildirmistir. Ornegin,
yapilan bir ¢alismada ETEC suslarinda direng genlerinin edinildigini, bunun da tedavi
seceneklerini zorlastirdigin1 ve halk sagligi i¢in risk olusturdugunu vurgulanmistir
(Sobhy ve ark 2020). Buzagilarda ¢oklu ilaca direncli E. coli suslarinin ortaya ¢ikmast,
hayvan sagligi tedavi uygulamalarinda dikkatli izleme ve sorumlu antibiyotik

kullanimini gerektirmektedir (Feuerstein ve ark 2021).

Ayrica, ETEC'in yenidogan ishalinde birincil patojen olarak tanimlanmasi,
salginlar1 azaltmak i¢in etkili asilama stratejilerine ve Onleyici tedbirlere duyulan

ihtiyacin altin1 ¢izmektedir (Rojas-Lopez ve ark 2018).

1.2.17. Enteropatojenik E. coli (EPEC)

EPEC, yenidogan buzagi ishalinde rol oynayan bir diger onemli patotiptir.
Bagirsak hiicrelerine yapismaya aracilik eden ve yapisan ve lezyonlarin olusumuna
yol agan bir protein olan intimin'i kodlayan eae geninin varlig1 ile karakterize edilir
(Algammal ve ark 2020, Mohteshamuddin ve ark 2020). Baglanma ve silinme
(attaching and effacing, A/E) fenomeni, EPEC enfeksiyonlariin karakteristik 6zelligi
olarak tanimlanmigtir. Bu siireg, bakterilerin konak epitel hiicre membranina sikica
tutunmast ve mikrovilluslarin yok olmasiyla sonuclanan karakteristik lezyonlarin

olusumuyla kendini gosterir (Nataro ve Kaper 1998).

EPEC suslarinin ayirt edici 6zelligi, bagirsak epitel hiicrelerinin ylizeyinde
lokalize lezyonlar olusturabilme yetenegidir. Bu bakteriler, hiicre ylizeyini
degistirerek ve mikrovilluslarin kaybma neden olarak A/E lezyonlarimi meydana
getirir. Bu siiregte anahtar rol oynayan intimin, eae geni tarafindan kodlanan ve
bagirsak hiicrelerine tutunmayi saglayan bir dis membran proteinidir. Bakterinin
tutunma siireci, konak hiicre plazma membranina yerlesen ve intimin igin reseptor
gorevi goren Tir (Transloke intimin reseptorii) proteini araciligiyla gerceklesir. EPEC,
sahip oldugu tip-ii¢ salgr sistemi (T3SS) sayesinde konak hiicrelere en az yirmi bes
farkl1 efektor protein enjekte edebilmektedir. A/E lezyonlariin olusumunda rol alan
tiim genetik bilesenler, enterosit silinme lokusu (LEE) ad1 verilen biiyiik bir patojenite
adasinda kodlanmstir (Singh ve ark 2003, Ochoa ve Contreras 2011, Cepeda-Molero
ve ark 2017, de Jonge ve ark 2019).
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Hosein ve ark (2019) yaptiklar1 calisma, buzagilarda goriilen akut ishal
vakalarinin %92.85'inde E. coli'nin tespit edilmesi ve bu izolatlarin tamaminin EPEC
karakteristigi goOstermesi, bu patojenin buzagi ishallerindeki roliinii ortaya

koymaktadir.

1.2.18. Enterohemorajik E. coli (EHEC/ STEC)

EHEC igeren STEC patotipi, ciddi bagirsak hasarina ve HUS gibi sistemik
komplikasyonlara neden olabilen shiga toksinleri (Stx1 ve Stx2) {lretmesiyle
bilinmektedir (Engelen ve ark 2021, Feuerstein ve ark 2021). Shiga toksin genleri,
Stx1 ve Stx2, basta Shiga toksin tireten E. coli olmak iizere belirli E. coli patotipleriyle
iliskili kritik viriilans faktorleridir. Buzagilardan elde edilen izolatlarda Stx1, Stx2 ve
"eae" gibi viriilans genlerinin tespit edilmesi, bu enfeksiyonlarla iligkili ciddi klinik

sonuglarin potansiyelini vurgulamaktadir (Algammal ve ark 2020, Ryu ve ark 2020).

Yapilan bir arastirmada geng siit buzagilarindan elde edilen E. coli izolatlarinda
bu viriilans genlerinin yayginligini arastirmis ve Stx2'nin varlifinin, insanlarda
hemorajik kolit ve hemolitik iiremik sendrom dahil olmak iizere ciddi hastalik
sonuglariyla iliskisi nedeniyle 6zellikle endise verici oldugunu belirtmistir (Engelen
ve ark 2021).

Ayrica, Ryu ve ark (2020) siitten kesilmis buzagilardan izole edilen E. coli
suslarinda Stx1 ve Stx2 prevalansini bildirerek, bu viriilans genlerinin buzagi
popiilasyonunda onemli bir varligina isaret etmistir. STEC ile iligkili viriilans
faktorleri, patojenitesini anlamak icin kritik 6neme sahiptir. Shiga toksinlerinin
tiretimi STEC'in ayirt edici bir 6zelligidir ve insanlarda ciddi bagirsak hasarina ve

HUS gibi sistemik komplikasyonlara yol agar (Kaper ve ark 2004).

Bai ve ark (2019) ¢alismalarinda, hibrit STEC/ETEC suslarina odaklanmigstir
ve bu suglarin her iki patotipten de viriilans faktorlerini tasidigini bildirmistir.
Aragtirmada, hibrit suglarin potansiyel patojenitesi vurgulanarak halk sagligi agisindan
tasidig1 onem ortaya konmustur. Yapilan bir ¢caligma da ishalli buzagilarda, insanlarda
ciddi hastaliklarla iligkili olan ¢esitli STEC serotiplerini tanimlamistir; bu suglarin hem
buzagilarda hem de insanlarda hastalik olusturabilme potansiyelini gdésteren Stx1 ve

eae gibi virlilans genlerinin varhigina dikkat ¢ekmistir (Fakih ve ark 2017).
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STEC suslar1 arasinda antimikrobiyal direng giderek artan bir endise kaynagi
haline gelmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, buzagilardan izole edilen E. coli
suslarinda yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere karsi g¢esitli derecelerde direng
oldugunu bildirmistir (Feuerstein ve ark 2021).Yapilan ¢alismada arastirmacilar,
STEC suslarinda tedavi se¢eneklerini zorlagtiran ve halk sagligi icin risk olusturan
direng genlerinin varligini vurgulamistir. Coklu ilaca direngli STEC suglarinin ortaya
cikmasi, veterinerlik uygulamalarinda dikkatli izleme ve akilc1 antibiyotik kullanimini
gerektirmektedir. Yenidogan buzagilarda STEC enfeksiyonlarinin klinik etkileri
onemlidir, cilinkii derhal tedavi edilmezlerse ciddi dehidrasyona ve Olime yol

acabilmektedir (Algammal ve ark 2020).

Majed ve Alazemi (2023) neonatal buzagi ishaliyle iliskili cesitli enterik
patojenleri tartismis ve STEC'in potansiyel bir etken olarak tanimlanmasinin dnemini
vurgulamistir. Son zamanlarda gerceklestirilen aragtirmalar, yenidogan buzagilarda
STEC prevalansini belgeleyerek, bu popiilasyonda yaygin bir patojen oldugunu ortaya

koymustur.

1.2.19. Hastalik Bulagsma Yollari ve Rezervuar

Yenidogan buzagilarda E. coli'nin bulagma yollar1 6ncelikle fekal-oral yollarla
gerceklesir. Buzagilar kontamine yem veya su yutarak ya da enfekte hayvanlarin
digkilartyla dogrudan temas ederek enfekte olabilir (Kolenda ve ark 2015, Homeier-
Bachmann ve ark 2022). E. coli ¢evrede varligini siirdiirebildigi ve siiriilerde salginlara
yol agabildigi i¢in ¢evre, bulasma dinamiklerinde kritik bir rol oynamaktadir. Koti
hijyen uygulamalari, yetersiz kolostrum alimi ve buzagi bariaklarmin asir1 kalabalik
olmasi gibi faktorler E. coli' nin yayilmasini siddetlendirebilir (Kolenda ve ark 2015,
Abuelo 2017). Ayrica, biberon ve kova gibi kontamine ekipmanlarin kullanimi da E.
coli'nin buzagilar arasinda bulasmasini kolaylastirabilir (Homeier-Bachmann ve ark
2022).

Epidemiyolojik ¢alismalar buzagilarin sadece patojenik E. coli igin rezervuar
olmadigini, aynt zamanda bu bakterilerin insanlara zoonotik gecisinde de rol

oynadigini gostermistir (Kolenda ve ark 2015, Hosein ve ark 2019). Bu durum
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Ozellikle kontamine et veya ciftlik hayvanlartyla dogrudan temas yoluyla bulasabilen
STEC gibi tiirler icin endise vericidir. Buzagilardan insanlara bulasma potansiyeli,
hayvancilik ortamlarinda E. coli enfeksiyonlarnin izlenmesi ve kontrol edilmesinin

onemini vurgulamaktadir (Antaki-Zukoski ve ark 2018).

1.2.20. Neonatal Buzag Ishallerini Onlemeye ve Kontrol Etmeye Yonelik Mevcut
Stratejiler

Neonatal buzag: ishalinin 6nlenmesinde etkili yonetim uygulamalart kritik
onem tasimaktadir. Bu baglamda en temel yaklasim, dogumu takiben buzagilarin
yeterli kolostrum aliminin saglanmasidir. Kolostrum, pasif bagisiklik transferi i¢in
hayati oneme sahiptir ve yapilan aragtirmalar, yeterli kolostrum alan buzagilarin
enterik patojenlere karst daha direngli oldugunu gostermektedir (Vega ve ark., 2020;
Maier ve ark., 2022).

Buzag1 barinaklarinda yiiksek hijyen standartlarinin siirdiiriilmesi, 6zellikle
diizenli temizlik ve dezenfeksiyon uygulamalari, patojen mikroorganizmalara maruz
kalma riskini 6nemli Ol¢lide azaltmaktadir (Chae ve ark. 2021). Bununla birlikte,
barinaklarda asirt yogunlugun onlenmesi ve uygun havalandirma sistemlerinin
kurulmasi gibi cevresel diizenlemeler, buzagilarda stres faktorlerini ve hastalik

goriilme sikligin1 minimize etmede belirleyici rol oynamaktadir (Lorenz, 2021).

Son aragtirmalar, pasif bagisiklik tedavilerini, 6zellikle de yumurta sarisindan
elde edilen immiinoglobulin Y (IgY) antikorlarinin neonatal buzag: ishaline karsi
Onleyici bir 6nlem olarak kullanilmasini arastirmigtir. Bu antikorlar patojenleri
notralize edebilir ve buzagilarin bagisiklik tepkisini artirabilmektedir (Vega ve ark
2020). IgY antikorlarinin etkinligi, buzagilara uygulandiginda ishal insidansinda bir
azalma gosteren gesitli ¢alismalarda gosterilmistir (Cuervo ve ark 2021, Bozkurt
2024). Bu yaklasim, ¢iftlik hayvanlarinda profilaktik antibiyotik kullanimina yonelik
artan kisitlamalar goz oOniine alindiginda ozellikle degerlidir (Malmuthuge ve ark
2019).

Asilama, neonatal buzag: ishalini kontrol altina almak i¢in bir diger kritik
stratejidir. Sigir rotaviriisii ve koronaviriis gibi spesifik patojenleri hedef alan asilar,
buzagilarin bu enfeksiydz ajanlara maruz kalmadan 6nce bagisiklik tepkisini arttirmak

icin gelistirilmistir (Maier ve ark 2022, Cui ve ark 2023). Gebe ineklerin agilanmasi
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da kolostrum yoluyla maternal antikorlar saglayarak buzagilari savunmasiz ilk
giinlerinde daha fazla koruyabilir (Maier ve ark 2022). Bununla birlikte, asilarin
mevcudiyeti ve etkinligi degisebilir ve daha etkili secenekler gelistirmek i¢in devam

eden arastirmalara ihtiyag vardir (Cui ve ark 2023).

Bagirsak mikrobiyomunu manipiile etmek, neonatal buzagi ishalini 6nlemek
ve kontrol etmek i¢in ortaya cikan bir stratejidir. Calismalar, fermente yem veya
probiyotiklerin dahil edilmesi gibi diyet miidahalelerinin bagirsak mikrobiyota
bilesimini olumlu yonde -etkileyebilecegini, buzagilarin bagisiklik yeterliligini
artirabilecegini ve ishal insidansini azaltabilecegini gostermistir (Kim ve ark 2021, Wu

ve ark 2022).

Antibiyotikler ciftlik hayvanlarinda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
etkili bir aragtir, ancak antibiyotiklerin biiylimeyi destekleyici ya da bakteriyel
hastaliklarin tedavisinde terapdtik olarak kullanilmasi kiiresel saglik sorunu olan
antimikrobiyal dirence 6nemli Ol¢iide katkida bulunmaktadir. Son yillarda, diinya
genelinde halk sagligi icin ciddi bir tehdit olusturan ¢oklu ilaca direngli bakterilerin
yayilmasi, hem hayvan hem de insan saglig1 alanlarinda antibiyotiklere alternatif
tedavi yaklasimlarima olan acil talebi artirmistir. Bu gereklilik dogrultusunda,
bakteriyofaj temelli tedavilerin gelistirilmesi ve test edilmesi iizerine ¢ok sayida

calisma yayinlanmistir (Bianchessi ve ark 2024).

Ozellikle Gram-negatif bakteriler coklu antibiyotiklere kars1 her zamankinden
daha direngli oldugundan, alternatif tedavi arayislari artik uluslararasi kuruluslar ve
hiikiimetler (Birlesmis Milletler, Diinya Saglik Orgiitii ve G20) tarafindan giiglii bir
sekilde desteklenmektedir (WHO 2019).

1.2.21. Neonatal Buzag Ishallerinin Tedavisinde Faj Terapi

Neonatal donemde buzagilarda ishal tedavisi ve biiylimeyi desteklemek
amaciyla uzun yillardir antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak, antibiyotiklere direngli
bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve etteki kalintilarin olusturdugu riskler, bu yaklagima
yonelik endiseleri artirmistir. Ozellikle, siitten kesilmeden dnce tekrarlayan ishal ve
bu siirecte asir1 veya yanlis antibiyotik kullanimi, heniiz tam olgunlagmamis rumen ve
bagirsak florasinin dengesini bozabilmekte ve buzagilarda sindirim ve emilimde kalici

zararlara neden olabilmektedir (Ji ve ark 2018). Bu tiir sorunlar géz Oniinde
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bulunduruldugunda, hayvan sagliginda, 6zellikle yenidogan buzagilarda bakteriyel
enfeksiyonlar1 6nleyecek ve tedavi edecek alternatif yontemlerin gelistirilmesi acil bir
ihtiyac olarak one ¢ikmaktadir. Bu sayede hem antibiyotik kullaniminin azaltilmasi
hem de antibiyotige direngli bakterilerin yayiliminin kontrol altina alinmasi

hedeflenmektedir (Du ve ark 2023).

Bakteriyofajlarin, ozellikle E. coli gibi patojenlere karst kullanilabilecegi
hakkindaki kanitlar giderek artmaktadir. Yapilan bir calismada, yenidogan buzagilarda
oral faj uygulamasiin, ishale yol acan ETEC suslarinin baskilanmasinda etkili
oldugunu raporlamistir (Bicalho ve ark 2012). Ek olarak, faj tedavisinin E. coli ve
Salmonella gibi farkli patojenlere karsi pek ¢ok hayvan tiiriinde basarili sonuglar
vermesi, veterinerlik alaninda ticarilestirilebilir bir potansiyel tasidiginm
gostermektedir (Aydogan ve Hadimli 2016, Hadimli ve ark 2021). Faj tedavisine
yonelik bu artan ilgi, ¢iftlik hayvanlarindaki bakteriyel enfeksiyonlarla miicadelede
giderek daha pratik bir se¢enek olarak kabul gormektedir (Skaradzinska ve ark 2017).

Maffei ve ark (2021) gerceklestirdigi kapsamli calismada, BASEL
(Bacteriophage Selection for your Laboratory) koleksiyonu olusturulmustur. Bu
koleksiyon, E. coli'yi hedef alan 68 yeni izole edilmis faj ve 10 geleneksel model
fajdan olugmaktadir. Arastirmacilar, sistematik analizler sonucunda bu fajlarin
cogunlugunun, gelecekteki terapotik uygulamalar i¢in onemli potansiyel tagiyan belirli

baskin gruplarda kiimelendigini tespit etmislerdir.

Bu alanda yapilan farkli bir ¢alismada ise, genetik modifikasyon teknikleri
kullanilarak gastrointestinal sisteme daha dayanikli fajlarin  gelistirilmesine
odaklanmistir. Bu gelismeler, veteriner hekimlikte oral yolla uygulanan faj

tedavilerinin etkinligini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir (Nobrega ve ark 2016).

Yenidogan buzagilarda E. coli enfeksiyonlarinin kontroli amaciyla
gerceklestirilen deneysel galismalardan biri de Alomari ve ark (2021) tarafindan
raporlanmistir. Farkli barinak sistemlerinden izole edilen fajlar kullanilarak yapilan bu
deneylerde, uygulama yonteminin, faj dozajinin ve deneysel enfeksiyon protokoliiniin
faj terapisi iizerindeki belirleyici etkisi ortaya konmustur. Buna ek olarak, siitten

kesilmis buzagilarda yiriitilen calismada, faj uygulamasmin ko-enfeksiyonlari
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gidermeye yardime1 olabilecegini ancak ishalin ortaya cikisinda beslenme ve cevresel
kosullarin da 6nemli rol oynadigini vurgulamistir. Bu durum, buzagilardaki neonatal
ishalin pek ¢ok faktérden etkilendigini ve bunun i¢in kapsamli bir yaklasim gerektigini

gostermektedir (Schmoeller ve ark 2021).

Literatiirde E. coli enfeksiyonlarma karsi faj terapisi lizerine yapilan
calismalar, Ozellikle buzagi ishallerinin kontroliinde umut verici sonuglar ortaya
koymaktadir. Liao ve ark (2018), Shiga toksin iireten E. coli O145 suslarina kars1 litik
bakteriyofajlarin karakterizasyonunu yaparak, bu fajlarin biyokontrol potansiyelini
gostermistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise antimikrobiyal direngli diyarejenik E. coli
suslarma  karst  litik  bakteriyofajlarin  izolasyonu ve karakterizasyonunu
gerceklestirerek, direncli suslarla miicadelede fajlarin terapétik potansiyelini

vurgulamustir (Sada ve ark 2024).

Schmoeller ve ark (2021) gerceklestirdigi calisma, bakteriyofaj takviyesinin
ishalli buzagilar iizerindeki etkilerini ortaya koyan onemli bulgular sunmaktadir.
Arastirmada, bakteriyofaj takviyesi alan grupta ishal siiresinin kontrol grubuna kiyasla
belirgin sekilde azaldig1 gozlenmistir. Ayrica, faj grubunda E. coli pozitifligi 6nemli
Olciide diistik bulunmus, bu durumda bakteriyofajlarin patojenik E. coli'ye karsi etkili
bir koruma sagladigini gostermistir. Calismanin en dikkat ¢ekici sonuglarindan biri de
bakteriyofaj takviyesi alan buzagilarin daha yiiksek giinliik kilo alim1 gdstermesidir.
Bu veriler 15181nda, bakteriyofaj tedavisinin buzag yetistiriciliginde hem hastaliklarin
Oonlenmesi hem de biiyiime performansinin iyilestirilmesi agisindan umut verici bir

koruyucu yaklasim olabilecegi ortaya konmustur.

Sui ve ark (2021) tarafindan karakterize edilen polivalent bakteriyofaj
vB_EcoM_swi3'iin hem patojenik E. coli hem de Salmonella enteritidis'e kars: etkili
olmasi, fajlarin genis spektrumlu kullanim potansiyelini ortaya koymaktadir. Farkli bir
caligmada, yenidogan buzagilarda oral bakteriyofaj uygulamasiin diskidaki E. coli
seviyelerini azalttigin1 gdstermis, bu da Ozellikle ETEC kaynakli ishallerin

kontroliinde faj terapisinin etkinligini desteklemistir (Bicalho ve ark 2012).

Kim ve ark (2022) tarafindan yapilan c¢aligmada, bakteriyofaj EK99P-1'in
enterotoksijenik E. coli (ETEC) K99'a kars1 etkinligi incelenmistir. Arastirma
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sonuclari, bu fajin sadece patojenik bakterileri hedeflemekle kalmayip, konagin
bagisiklik yanitin1 diizenleyerek bagirsak bariyerini giiclendirdigini gostermistir.
Ozellikle pro-enflamatuar sitokinlerin ekspresyonundaki azalma, faj terapisinin

enflamasyonu kontrol etmedeki basarisini ortaya koymaktadir.

Yapilan iki farkli ¢alismada, sigir digkisindan izole edilen fajlarin ¢esitli E. coli
suglarina kars1 genis spektrumlu etkinlik gosterdigini belirtmektedir (Abdelrahman ve
ark 2022, Bumunang ve ark 2022). Oechslin ve ark (2018)'in arastirmasi, oral faj
tedavisinin bakteriyel asilamadan sonra bile ishali Onleyebildigini ve tedavi edilen
buzagilarda faja direngli varyantlarin gelismedigini gostermistir. Yapilan bir
caligmada yenidogan buzagilarda oral faj uygulamasinin diskidaki E. coli seviyelerini

onemli Gl¢iide azalttigini ortaya koymustur (Bicalho ve ark 2012).

Faj terapisinin veteriner hekimlikte ticarilesme potansiyeli, farkli hayvan
tirlerinde c¢esitli patojenlere karsi basarili uygulamalarla desteklenmektedir
(Skaradzinska ve ark 2017). Nobrega ve ark (2016)’nin gastrointestinal sistemin asidik
ortamina dayanikl fajlarin gelistirilmesi konusundaki ¢aligmalari, oral uygulamalarin

basarisini artirmaya yonelik 6nemli katkilar saglamistir.

Faj terapisinin ilerlemesinde mikrokapsiillenmis fajlar da dikkat ¢cekmektedir.
Yin ve ark (2021) E. coli O157:H7’yi hedef alan mikrokapsiillenmis fajlarin
gastrointestinal ortamda iistiin stabilite sergiledigini ve enfekte sigan modellerinde

bakteri seviyelerini etkili bicimde diisiirdiiglinli gostermistir.

Yapilan bir ¢alismada tanimlanan @CJ19 adl spesifik bir bakteriyofaj, ETEC
suslarint etkili bir sekilde hedef alarak 6nemli bir litik aktivite sergilemistir. Bu
bulgular, hem ishal vakalarinin sik¢a goriildiigii buzagilarda hem de diger ¢iftlik
hayvanlarinda ETEC enfeksiyonlarin1 kontrol altina almak i¢in faj tedavisinin ytiksek
bir potansiyel tagidigin1 gostermektedir. Bu nedenle, antibiyotik kullanimima baglh
riskleri en aza indirmek ve direngli bakteri sorununu kontrol altina almak adina
bakteriyofaj temelli tedavilerin gelistirilmesi, giderek daha genis kabul gérmektedir

(Kim ve ark 2020).
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Bu c¢alismanin temel amaci, neonatal buzagi ishallerinin tedavisinde alternatif
bir yaklasim olarak faj terapisi stratejilerinin gelistirilmesine bilimsel katki

saglamaktir. Bu baglamda;

e Yeni nesil dizileme teknolojisi ve biyoinformatik analizler araciligiyla, buzagi
ishallerine neden olan enteropatojenik E. coli suslarina karsi etkili litik
bakteriyofajlarin izolasyonu, karakterizasyonu ve sistematik bir kolifaj

koleksiyonunun olusturulmasi,

o Faj-konakg1 bakteri etkilesimlerinin popiilasyon dinamiklerini inceleyerek

fajlarin terapotik potansiyellerinin degerlendirilmesi,

e Calismanin bir diger amaci, Konya ve gevresindeki sigir isletmelerinde
neonatal ishalli buzagilarda diyarejenik E. coli tiirlerinin varligini, etken

izolasyonu ve virulens genlerinin molekiiler karakterizasyonu ile belirlenmesi,

o Elde edilen deneysel verilerin 1s18inda, buzagi ishallerinin tedavisinde
kullanilabilecek optimize edilmis, glivenli ve etkili faj terapi protokollerinin

gelistirilmesi icin bilimsel altyapinin olusturulmasi hedeflenmistir.

Bu arastirma projesi, veteriner hekimlikte giderek artan antimikrobiyal direng
sorununa alternatif ¢éziimler tiretmeyi hedeflerken, ayn1 zamanda buzag: ishallerinin
tedavisinde faj tabanli yenilik¢i terapotik yaklagimlarin potansiyelini de ortaya

koymak i¢in katki saglamay1 amaglamaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1.  Gereg
2.1.1. Etik Kurul Onay1

Bu ¢alisma, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim
ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu'nun (SUVDAMEK) 06.01.2022 tarih ve 2021/141
sayili karar1 ile onaylanmustir. Etik kurul, calismanin SUVDAMEK Yénergesi

ilkelerine uygun oldugunu ve arastirma etigi a¢isindan uygunlugunu teyit etmistir.

2.1.2. Besiyerleri ve Kimyasallar

Bu calisma kapsaminda, bakteri iiremesi ve faj ¢ogalmasi i¢in kullanilan
besiyerleri Tablo 1’de listelendi. Caligma yontemlerinde yer alan kimyasal ve
cozeltiler Tablo 2' de belirtildi. Tiim besiyeri ve ¢ozeltiler, sterilizasyon amaciyla
121°C'de 20 dakika siireyle otoklavlandi veya 0,22 pm gozenek capina sahip filtre

kullanilarak filtrasyon yontemiyle sterilize edildi.

Tablo 1. Bakteri Uremesi ve Faj Cogalmasinda Kullanilan Besiyerleri

Besiyeri Bilesenler (Miktar/Litre)
10 g Bacto tripton

Luria Broth (LB) (Miller, Neogen ABD) 5 g Bacto maya 6zii

5 g NaCl

LB broth base

15 g Agar

LB broth base

5 g Agar/Agaroz

20 g Pepton

10 g Laktoz

MacConkey Agar (CM0007 Oxo1d, Ingiltere) 5 g Safra tuzlan
0,075 g Notral Red
12 g Agar

Luria Bertani Agar (LBA) (Miller, Neogen ABD)

%0,5 Ust Agar
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Tablo 2. Calismada Kullanilan Cozeltiler ve Kimyasallar

Cozelti Icerik
10 mM Tris-HCL pH 7.4
SM buffer 10 mM MgSO4

Agarose gel (% 1.5)

PEG presipitasyon

10X TBE

Ultra Saf Su (Molekiiler grade)
Polyethylenglycol (PEG) 8000
MgCl;

Tris-HCL pH 7.4

Agarose

NaOH

HCI

DNase I, Grade Il

RNase

Loading Dye 6X

Nukleik Asit Boyasi
Ladder100 bp

MgSO4

0.01% Gelatin

1.5 gr Agarose

100 ml TBE

35 g NaCl

60 g PEG-8000

200 ml ddH20

108 g Tris base (T1503-Sigma-Aldrich, ABD)
55 g Borik Asit (Sigma-Aldrich, ABD)
9.3 g EDTA pH 8.3 (SigmaAldrich, ABD
AppliChem, Darmstadt, Almanya

Roth, Karlsruhe, Almanya

Sigma Aldrich, St. Louis, ABD

Roth, Karlsruhe, Almanya
Sigma-Aldrich, ABD

100314, Merck, Almanya

100317, Merck, Almanya

Takara, Japonya

Invitrogen, MABD

Thermo Scientific, Vilnius, Litvanya

Gel Red 10000x Biotium, Fremont, ABD

Gene Ruler, Thermo Scientific, Vilnius, Litvanya
Sigma-Aldrich, ABD

Tablo 3. Faj izolasyonunda kullanilan konakg1 E.coli suslari

Referans Sus

Virulens Geni/Serotip

Kaynak

ATCC 43895 O157:H7

EC O101:H” K99*" F41*
11A O101:H K99* F(Y)*
E.coli T-57 Sta* F41" Intimin*
E.coli 157-1 Sta® F41* K99*

Konya Veteriner Kontrol Enstitiisii
Asi susu (Dollvet Biyoteknoloji)
Ast1 susu (Dollvet Biyoteknoloji)
Bu ¢alisma kapsaminda izole edildi
Bu ¢alisma kapsaminda izole edildi
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2.1.3. Oligoniikleotidler

Tablo 4. Oligoniikleotid dizileri

Gen Bolgesi Primer Ad1 Primer Sekansi (5'-3") Referans

920 CPS1.1A 5’GTAGWATWTTYTAYATTGAYGTWGG-3"  (syllivan ve ark

(T7-benzeri fajlar)  cpss.1 B 5°-ARTAYTTDCCDAYRWAWGGWTC-3’ 2008)

423 MZIALF 5°-GATATTTGIGGIGTTCAGCCIATGA-3’ (Filée ve ark

(T4-benzeri fajlar)  Mmz1A6 R 5’-CGCGGTTGATTTCCAGCATGATTTC-3’ 2009)

T7 major capside ~ RWL_T7-majorcapF  5-GATAATCTGGTCCGCTTGGA-3’ (Nguyen ve ark

proteini RW1_T7-majorcapR  5’-GGCTCTGACTAAGGCTCGTG-3’ 2014)

T4 major capside ~ RW2_T4-majorcapF 5-ATGCCGGTATCAACTGAAGC-3’ (Nguyen ve ark

proteini RW2_T4-majorcapR ~ 5’-ACCGATAACCCATGGAATGA-3’ 2014)

o IKOS JK-75-F 5 TAGGAATGCCGGAAACTGTAGGAT-3’ (Nguyen ve ark
JK-75-R 5’-CGTTTGCTGGCTTAATTCTTGTCT-3’ 2014)

RAPD Primerleri ~ P1 5.CCGCAGCCAA-3" g?kuggrlrf)z ve

Tablo 5. E. coli viriilens genleri primer dizileri

Virulens . L Uriin boyutu
faktorii Primer sekansi 5’-3 (bp)
Stxl TTCGCTCTGCAATAGGTA 555

TTCCCCAGTTCAATGTAAGAT
ATATCCGTTTTAATGGCTATCT

Intimin=— A TCTTCTGCGTACTGTGTTCA R

" GCATCAGCGGCAGTATCT -
GTCCCTAGCTCAGTATTATCACCT

<00 TATTATCTTAGGTGGTATGG "y

GGTATCCTTTAGCAGCAGTATTTC

Sta GCTAATGTTGGCAATTTTTATTTCTGTA 190
AGGATTACAACAAAGTTCACAGCAGTAA

Ste2 GTGCCTGTTACTGGGTTTTTCTTC 118
AGGGGTCGATATCTCTGTCC

49



2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Konakgr E. coli sus koleksiyonu olusturmak amaciyla, Konya ve gevresindeki
sigir isletmelerinde neonatal ishalli buzagilardan rektal svap Ornekleri toplandi.
Bakteriyofaj izolasyonu ig¢in potansiyel kaynaklar olarak sigir, koyun ciftlikleri ve
kanatli isletmelerinden diski (kloakal svap), altlik, giibre ¢ukuru ve atik su (KOSKI-

kanalizasyon atik su) drnekleri kullanildi.

Bu calismada, 9 farkli sigir isletmesinden toplam 110 rektal svap Ornegi
toplandi. Neonatal ishalli buzagilardan toplanan rektal svap ornekleri, Stuart besiyeri

icinde aseptik kosullarda ve soguk zincir altinda en kisa siirede laboratuvara ulastirildi.

Konake¢1 bakterileri enfekte edebilecek litik bakteriyofajlarin izolasyonu
amaciyla, kanatl isletmelerinden 120 adet kloakal svap ve 10 adet altlik, koyun
isletmelerinden 7 adet altlik, sigir isletmelerinden 4 adet giibre ¢ukuru ve 4 adet atik
su ornekleri toplandi. Ayrica, KOSKIi'den alinan 5 adet atik su érnegi de incelendi.
Toplanan ornekler, steril drnek toplama kaplarma alinarak, aseptik kosullarda ve

soguk zincir altinda laboratuvara ulastirildi.
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2.2.2. E. coli Izolasyonu

[zolasyon islemi sirasiyla su adimlarla gerceklestirildi: Ornekler Mac Conkey
agar besiyerine ekildi. Petriler 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda, laktoz pozitif koloniler segildi. Secilen koloniler, %20 gliserol iceren LB
broth besiyerine aktarildi. Son olarak, hazirlanan kiiltiirler -20°C'de dondurularak

sakland1 (Frampton ve Restaino 1993, Gibbons ve ark 2014).

2.2.3. Virulens Genlerinin Multipleks PZR ile Tespiti

Bakteriyel DNA ekstraksiyonu igin, izole edilen siipheli kolonilerden alinarak
500 pL ultra saf suda siispanse edildi. Daha sonra, bu siispansiyon 100°C’de 10 dakika
kuru 1sitic1 blokta (Bio-TDB 100, Biosan, Litvanya) kaynatildi. Tiipler, -20°C’de
dondurulduktan sonra oda sicakliginda ¢ozdiiriildii ve 14.000 g’de 10 dakika siireyle
santrifiij edildi. Elde edilen DNA, analizlere kadar 20°C’de muhafaza edildi.

Virulens genlerinin multipleks PZR ile tespiti amaciyla, izole edilen E. coli
suslarinda alt1 6nemli viriilans faktoriintin (Stx1, eae, F41, K99, STa, Stx2) varlig
arastirildi. Yapilan analiz, Franck ve ark (1998) yilinda gergeklestirdigi ¢alismaya
dayanarak uyarlandi. Analizde, spesifik primer dizileri kullanild1 ve bu diziler Tablo
5'de detaylandirildi. Pozitif kontrol olarak E. coli referans sus ATCC 43895
(O157:H7:Stx1+, Stx2+)kullanildi. Negatif kontrol olarak steril su kullanildu.

2.2.4. Multipleks PZR

Analizler, PZR Master Mix (Thermo Scientific™ 2X, ABD) kullanilarak,
tiretici firmanin protokolii modifiye edilerek gercgeklestirildi. Kullanilan primer dizileri
Tablo 5’ de belirtildi. Multipleks PZR reaksiyonu i¢in uygulanan protokol ve cihazda
(SimpliAmp™ PCR Termal Cycler, Thermo Fisher Scientific, Singapure) kullanilan
termal dongii programi Tablo 6 ve Tablo 7°de belirtilmistir:

51



Tablo 6. PZR uygulamalari igin kullanilan reaksiyon karigimi

Thermo Scientific™ PCR Master Mix (2X)
PCR Master Mix (2X) 25 uL
Forward primer (10uM) 25 UL
Stx1-Intimin-F41-K99-Sta-Stx2 ~ K

Reverse primer (10uM)

Stx1-Intimin-F41-K99-Sta-Stx2 2,5 uL
Su 15 uL
Kalip DNA 5uL

Toplam 50 uL

Tablo 7. E. coli virulens geni PZR uygulamalari i¢in kullanilan amplifikasyon
protokolii

Sicaklik Siire Dongii
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 3dk 1X
Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 50°C 45 sn 25 X
Uzama 72°C 60 sn
Son Uzama 72 °C 10 dk. 1X

Her bir 6rnegin PZR sonrasinda ¢ogaltilan spesifik DNA baolgelerini (Stx1: 555
bp, eae: 425 bp, F41: 380 bp, K99: 314 bp, Sta: 190 bp, Stx2: 118 bp) goriintiilemek
amaciyla agar jel elektroforez sistemi (PowerPac Basic, Bio-Rad, ABD) kullanildi. Bu
islem icin, %1,5 oraninda agaroz, 0,5x TBE tamponu icinde mikrodalga firinda
¢ozdiiriildii. Coziilen agaroz, 65—70 °C’ye kadar sogutulduktan sonra, i¢cine 10,000X
GelRed® (Biotium, ABD) niikleik asit boyast eklendi ve jel tasiyicisina dokiilerek

katilagsmas1 beklendi.

Donmus jel, 0,5x TBE tamponu igeren jel tankina yerlestirildi. Her bir
kuyucuga, jel yiikleme boyasi ile karistirilan PZR {irlinleri sirasiyla yiiklendi. Jel
elektroforezi ile 60 dakika boyunca DNA bantlarinin jelde gé¢ etmesi saglandi.
Orneklerin pozitifligini degerlendirmek icin jel, UV 15181 altinda bir transilluminator

(Azur 200, Azur Biosystems, ABD) yardimiyla goriintiilendi.

2.2.5. Faj Izolasyonu

Faj izolasyonu i¢in konak hiicre bakteriyel modeli olarak, buzag: ishallerinde
tilkemizde en sik izole edilen E. coli viriilens gen profiline sahip patotipler arasindan
secilen ve Tablo 3’te belirtilen bes farkli sus kullanildi. Bakteriyofaj izolasyonu

stirecinde, diisiik konsantrasyonlarda bulunan fajlarin tespit edilebilme olasiligini
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artirmak amaciyla ornekler, oncelikle faj zenginlestirme islemine tabi tutuldu. Bu
islem, Orneklerin bir gece boyunca konak¢i E. coli suslar ile inkiibe edilmesiyle

gergeklestirildi. Her bir konakgi sus i¢in ayri faj zenginlestirme protokolleri uygulandi.

Atik su Ornekleri, icerdikleri partikiillerin uzaklastirilmas1 amaciyla 10.000
rpm'de santriflij edildi. Ardindan, siipernatant 0,22 um membran filtreden (syringe
filter, GVS, ABD) gegirildi. Elde edilen filtrat, bir gecelik E. coli kiiltiirii ve LB broth
ile birlestirilerek 37°C'de 24 saat boyunca inkiibe edildi.

Toplanan altlik ve disk1 6rneklerinden bakteriyofaj izolasyonu i¢in modifiye
edilmis bir protokol uygulandi. Bu protokolde, her 6rnekten 10 gram alinarak 50 ml
nihai hacim elde etmek iizere LB besiyerinde homojenize edildi. Elde edilen 50 mi
homojenattan 20 ml'lik bir kisim alinarak, bir gecelik 20 ml E. coli kiltird ile
birlestirildi ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Hem atik su hem de altlik/digk1
orneklerinde, inkiibasyon sonrasi potansiyel faj lizatlari, bakteri hiicrelerini
uzaklastirmak amaciyla 4000 x g'de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant, kalan
bakteri hiicrelerinin uzaklastirilmast i¢in 0,22 um gozenek boyutlu bir membran

filtreden gegirildi (Kropinski ve ark 2009).

2.2.6. Bakteriyofaj Varh@imin Tespiti

Faj kaynaklarindan elde edilen filtratlarda litik aktiviteye sahip fajlarin hizli bir
sekilde tespit edilmesi amaciyla dncelikle spot test yontemi uygulandi. Kanatli kloakal
svap Ornekleri 10’ lu gruplar halinde 6rnek havuzu yapilarak calisildi. Bu siiregte,
hedef E. coli suslar1 LB broth ortaminda ¢ogaltildi ve ardindan LB agar yilizeyine
yayilarak kat1 kiiltiirler hazirlandi. Logaritmik fazda olan bu kiiltiirlerin iizerine, her
bir filtrattan 10 mikrolitre damlatildi ve 37°C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan, litik aktiviteyi gosteren zonlar (plaklar) gozlemlenen filtratlar secildi.
Secilen filtratlar, daha sonra cift tabakali agar yontemi kullamilarak saflastirildi

(Adams 1959).

2.2.7. Bakteriyofaj izolasyonu

Faj izolasyonu ve saflastirilmasi igin ¢ift tabakali agar yontemi uygulandi. Spot
test sonucunda litik aktivite gosteren ve zon tespit edilen her bir filtrattan 10 pl

alinarak, yaklasik 108 CFU/ml yogunlugunda logaritmik fazdaki taze bakteri kiiltiirii
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ile 250 pl hacminde karistirildi. Bu karisim, faj-bakteri adsorpsiyonu saglamak
amaciyla oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Ardindan, steril bir serolojik pipet
kullanilarak, 10 mM CacCl; igeren %0,5 (w/v) LB yumusak agar ile hazirlanan 4 ml
erimis list agar tiipiine aktarildi. Hazirlanan yumusak agar/6rnek/bakteri karisimi, 10
mM CaCl; igeren %1,5 (w/v) LB kat1 agar yiizeyine dokiilerek kaplandi. Ust yumusak
agarin katilagsmasi i¢in karisim, tezgah lizerinde 20 dakika bekletildi. Daha sonra,
plaklar 37°C'de bir gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin, plak varligi agisindan
degerlendirme yapildi1 (Poxleitner ve ark 2018).

2.2.8. Fajlarin Saflastirilmasi

Bakteriyofaj plagi gozlemlenen agarlardaki bolgelerden saflagtirma amaci ile
tek plak izolasyonu yapildi. Olusan plaklar steril pastor pipeti ile bulunduklari
alanlardan topland1 ve 500 uL. SM tamponu bulunan mikrosantrifiij tiiplerine aktarild.

Toplanan plaklar +4 °C de muhafaza edildi.

Saf olarak elde edilen faj plaklarindan toplanan faj lizatlarininl0 katli seri
dilusyonlar1 yapilarak spot test ile faj titresi belirlendi. Her bir faj 6rnegi icin LB agar
petri (0,-1,-8) dilusyonlar1 ve fajsiz kontrol olmak iizere 9 boliime ayrildi. Ornek sayis

kadar tiip hazirlandi. Her birine uygun bakteri konak kiiltiir(ler)inden 250 pL eklendi.

Steril bir serolojik pipet kullanarak, CaCl; ile desteklenmis 4 mL erimis iist
agar tiiplere eklendi ve iist agar/bakteri karigimi petrilere dokiildii. Ust agarin

tamamen katilagsmasi i¢in petriler tezgah {izerinde 5 dakika boyunca bekletildi.

Ust agar (yumusak agar) sertlestikten sonra her bir faj diliisyonundan 10 pL
alinarak petride etiketli alanlara damlatildi. Petri 37°C de bir gece inkube edildi. Ertesi
gin plak varligt yoniinden degerlendirildi. Secilen tek plagin yaklagik titresi
hesapland: (Sekil 3). Litik aktivitesi iyi olan plak secilerek 500 uL. SM tamponuna
alind1 ve saf faj lizat1 olarak degerlendirildi. Diger testler yapilincaya kadar +4 °C de

muhafaza edildi (Poxleitner ve ark 2018).

2.2.9. DNA Ekstraksiyonu I¢in Yiiksek Titreli Lizatlarin Hazirlanmasi

Elde edilen her bir faj lizat, 10 ile 102 arasinda on kat diliisyon serilerine tabi

tutuldu. Her bir diliisyondan 10 pL alinarak, 250 pL logaritmik fazdaki E. coli kiiltiirii
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ile karistirildi. Tiipler hafifce vortekslendi ve faj adsorpsiyonu icin oda sicakliginda 10
dakika bekletildi. Steril bir serolojik pipet kullanilarak, CaCl. ile desteklenmis 4 mL
erimis list yumusak agara aktarildi. Hazirlanan yumusak agar/6rnek/bakteri karigima,
10 mM CaCl: iceren %1,5 (w/v) LB kat1 agar yiizeyine dokiilerek esit sekilde yayildi.
Ust yumusak agarim katilasmasi icin tezgah iizerinde 20 dakika bekletildikten sonra,
plaklarin olusumu i¢in 37°C'de bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin, plak varligi ve

Ozellikleri degerlendirildi.

Plak gozlenen petrilerin yiizeylerine 4 mL SM buffer dokiildii ve en az 1 saat
boyunca bekletildi. Petri ylizeyinden plaklar steril bir pastdr pipeti ile ile toplandi.
Tiipe aktarilan faj lizat1 5.000xg'de 3 dakika santrifiijlenerck bakteriler uzaklastirildi.
Stipernatant enjektore aktarilip 0,22 pm lik fitreden gecirildi. Diger analizler
yapilincaya kadar +4 °C de muhafaza edildi (Poxleitner ve ark 2018).
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2.2.10. Faj Enfektivitesi ve Faj-Konak Biiyiime Dinamiklerinin Belirlenmesi

Bu calismada, neonatal ishalli buzagilardan izole edilen patojenik E. coli
suslart ile kolifajlarin in vitro faj adsorpsiyon kinetigi, faj biiyiimesi ve bakteriyel lizis
dinamikleri incelendi. Bakteriyel model olarak, buzag: ishallerinde iilkemizde en sik
izole edilen E. coli patotipleri arasinda yer alan bes farkli sus kullanildi. Tiim fajlar
MOI 1 (Multiplicity of Infection) seviyesinde test edildi. Yiiksek litik aktivite gosteren
fajlar secilerek ti¢ farkli MOI ( 0,1,1,10) seviyesinde teropotik kullanima uygun
etkinlikleri belirlendi.

Deneylerde, E. coli suslarinin bir gecelik kiltiirleri kullanildi ve hiicre
konsantrasyonu yaklastk 102 CFU/ml olacak sekilde standardize edildi. Fajlarin
bakteriyel tireme iizerindeki inhibisyonu broth ortaminda degerlendirildi. Bakteri
kiiltiirleri LB broth igerisinde, faj lizatlar1 ise SM buffer igerisinde seyreltilerek 10, 1
ve 10! baslangic MOI seviyeleri elde edildi. Yiiksek seviyede bakteri inhibisyonu
gosteren fajlar secildi ve terapdtik kullanima uygun etkinligin belirlenebilmesi i¢in {i¢

farkl1 MOI diizeyinde testler gerceklestirildi.

MOI, bir fajin bir bakteri popiilasyonuna uygulanma oranini ifade eder ve bir
bakteriyel hiicre basina diisen faj partikiilii sayisim1 belirtir. MOI hesaplamasi

asagidaki formiile gére yapilmistir. Faj partikiil sayist titre ile belirlenmistir.

MOI = (Faj partikiil sayis1) / (Bakteri hiicre sayisi)

Bakteri biiylime inhibisyonu egrilerinin olusturulmasi i¢in 96 kuyulu pleytler
kullanildi ve her kuyucuk 200 pl ¢alisma hacminde hazirlandi. Her pleytte kontrol
olarak faj icermeyen bakteri kiiltlirli ve bakteri icermeyen faj kiiltiirii kuyucuklar
hazirlandi1. Bakteri kiiltiirlerinden 180 pl dagitildi ve faj lizatindan 20 pl eklendi
(Sorensen ve ark 2021).

Optik yogunluk 6l¢iimleri spektrofotometre cihazi (Multiskan GO Microplate
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific) ve Skanlt (v70.2.3) yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi. Olgiimler 600 nm dalga boyunda (ODsoo), hizl1 Slciim
modunda, 20 dakikalik araliklarla 18 saat boyunca alindi. Inkiibasyon 37°C'de, orta
hizda stirekli ¢alkalama ile gergeklestirildi.
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Biiylime egrileri ODegoo degerlerinin zamana karsi grafige aktarilmasiyla
olusturuldu. Veriler analiz sirasinda Skanlt yazilimi, v7.0.2. yaziliminda tutuldu,

ardindan Excel'e aktarildi. Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.

2.2.11. Faj EtKkinligi ve Virulensinin Degerlendirilmesi

Faj-konak biiylime dinamikleri, deney siiresince alinan dlgliimler dogrultusunda
degerlendirildi. Elde edilen veriler kullanilarak faj-bakteri etkilesimlerinin zamansal
profili olusturuldu. Verilerin analizi, Hosseini ve ark. (2024) tarafindan gelistirilen CI
metrik sistemi kullanilarak gerceklestirildi. Bu sistem, bakteriyel biiyiime
egrilerindeki egilimlere ve zaman igindeki OD degisimlerine duyarli bir analiz
yontemi olarak kullamldi. Veriler Centroid indeks Calculator Software kullanilarak

hesaplandi (https://github.com/navahs/Centroid-Index-Calculator.git).

i

time

time | 0030711317223273333744347553576636777377883879939710 |

control | 0.2739 0.2822 0.2996 0.3168 0.3372 0.3596 0.3826 0.4068 0.4259 0.4455 0.45608 0.4809 0.5092 |

phage | 0.1157 0.1150.1175 0.1206 0.1214 0.1237 0.125 0.1277 0.1292 0.1294 0.1318 0.1346 0.137 0.13 |

| Run |

ci 0.54226

Sekil 4. Faj-E. coli enfeksiyonu Centroid Indeks analizi

Bakteriyel biiylime egrisi, zaman i¢inde bakteri popiilasyonundaki degisimleri
gosteren latent faz (baslangic), logaritmik biiylime fazi, duragan faz (plato) ve 6lim
faz1 olmak iizere dort temel fazdan olusmaktadir. Metrik sistemde kullanilan sentroid
kavrami, bakteriyel biiylime egrisinin kiitle merkezini temsil eden varsayimsal bir

noktadir. Bu nokta bakteri popiilasyonu yogunluklarinin zaman i¢indeki dagilimindaki
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degisimleri 6zetlemektedir ve Sekil 5’ de gosterilmistir. Centroid analizi, faj tedavisine
yanit olarak bakteri popiilasyonunun genel biiyiime dinamiklerini tek bir deger olarak
sunmaktadir. Bu yaklasim, geometrik bir nesnenin denge noktasina benzer sekilde,
bliylime egrisinin karakteristik 6zelliklerini nicel olarak degerlendirmeye olanak

saglamaktadir (Hosseini ve ark 2024).

Bakteriyel biiyiime egrilerinin analizinde ideal bir faj enfeksiyonunda CI degeri
0-1 arasinda olmalidir (Hosseini ve ark 2024).Verilerin degerlendirilmesinde

asagidaki kriterler esas alinmustir:

CI = 1: Bakteriyofajin hedef bakteri tiirlinii tamamen inhibe ettigini ve maksimum

etkinlikte oldugunu gostermektedir.

Cl = 0: Bakteriyofajin hedef bakteri lizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadigini ve

bakteriyel bliylimenin devam ettigini ifade etmektedir.

Cl <0: Faj uygulamasinin bakteriyel biiyiimeyi tesvik ettigini veya enfeksiyon

inhibisyonunun basarisiz oldugunu gostermektedir.
2.2.12. Fajlarin Farkli Sicaklik ve pH Ortam Sartlarina Dayanikhiliklar:

Fajlarin termal stabilitesi, 60 dakika boyunca 30, 40, 50, 60, 70 °C gibi farkli
sicakliklara maruz birakilan10® PFU/mL faj lizatlar1 kullanilarak test edilmistir.
Thermal cycler cihazinda 1 saat inkiibasyondan sonra, faj aktivitesi spot test yontemi

kullanilarak belirlendi.

Fajlarin pH stabilite ol¢iimleri, LB broth’un pH degerlerinde ayarlanarak
gergeklestirildi. HC1 veya NaOH ile pH degerini 3, 4.5, 6.3, 7, 8.5 ve 10'a ayarlandi.
Tim bakteri azalma egrileri, 200 pl caligma hacmine sahip 96 kuyulu pleytler
kullanilarak olusturuldu. Kontrol deneyleri icin her bir pH degeri icin faj igermeyen
E.coli bakteri kiiltiirti ve bakteri icermeyen faj kiiltiirii dahil edildi. Optik yogunluk
600 nm dalga boyunda ve veriler Skanlt yazilimi, v7.0.2. kullanilarak kaydedildi.

Optik yogunluk 6lgiimleri spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher Scientific
Multiskan GO Mikropleyt Spektrofotometre) ODegoo hizli 6l¢iim modunda, yol
uzunlugu diizeltmesi ve gecirgenlik hesaplamalar1 yapilmadan gergeklestirildi. Faj ve

bakteri inokulasyonunun hemen ardindan baslayan olgiimler, 18 saat boyunca 20
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dakikalik diizenli araliklarla tekrarlandi. Inkiibasyon 37°C'de, orta hizda siirekli
calkalama ile gerceklestirildi. Tiim deneyler {i¢ tekrar olacak sekilde yapildi.
Spektrofotometrik veriler Skanlt yazilimi (v7.0.2) kullanilarak kaydedildi ve biiyiime

egrileri olarak gorsellestirildi.

2.2.13. Fajlarim Morfolojik Karakterizasyonu

Bu calismada izole edilen kolifajlarin morfolojisi transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) kullanilarak incelendi. Yiiksek titreli faj lizatindan ¢ 10'° titrede)
5 ul alinarak 400 mesh karbon kapli 1zgaralara adsorbe edildi, yikama iglemi yapildi
ve ardindan 5 pl Uranil Asetat boyasi (%1 w/v) ile negatif boyandi. Hazirlanan
preparat Orta Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari Elektron Mikroskop
biriminde goriintiilendi. Fajlarin FEI Tecnai G? Spirit transmisyon elektron
mikroskobu (FEI Company, Hillsboro, Oregon, ABD) kullanilarak goriintiileme iglemi
gerceklestirildi (Aziz ve ark 2018).

2.2.14. Fajlarin Genomik DNA Ekstraksiyonu
Faj lizatlarindan DNA ekstraksiyonu, QlAamp Pathogen Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Uygulanan islem basamaklar1 asagida
belirtilmistir.
1. Faj lizatlarindan 400 pL alinarak mikrosantrifiij tliptine aktarildi.

2. Tiplere 5 L. DNaz ve RNaz enzim karisimi eklendi ve numuneler 37 °C'de 60
dakika inkiibe edildi.

3. Enzimlerin inaktivasyonu amaciyla tiipler 65 °C'de 10 dakika inkiibe edildi.

4. Numunelere 40 uL Proteinaz K eklendi ve karisim 10 saniye siireyle

vortekslenerek homojenize edildi.
5. Karisim 56 °C'de 10 dakika inkiibe edildi.
6. Numunelere 200 pL Tampon APL2 eklendi ve vorteksle 30 saniye karistirildi.

7. Karigim 70 °C'de 10 dakika inkiibe edildi, ardindan lizatlara 300 pL etanol
(%96-100) eklenerek vorteksle 15-30 saniye karistirildi.

8. Karisimdan 600 pL. alinarak QIAamp UCP Mini Spin kolona yiiklendi ve

6000 x g (8000 rpm) hizinda 1 dakika santrifiij edildi ve filtrat uzaklastirildi.
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9.

10.

11.

12.

13.

2.2.15.

Kolona 600 uL. Tampon APW1 eklendi ve 6000 x g (8000 rpm) hizinda 1
dakika santrifiij edildi. Filtrat atild1.

Kolona 750 uLL Tampon APW?2 eklendi ve 20.000 x g (14.000 rpm) hizinda 3
dakika santrifiij edildi. QIAamp UCP Mini Spin kolon, yeni bir 2 mL toplama
tiipiine yerlestirildi ve kapagi acik olarak 56 °C'de 3 dakika inkiibe edilerek

membranin tamamen kurumasi saglandi.

Kolon, temiz bir 1,5 mL eliisyon tiipiine yerlestirilmis ve membran iizerine
dogrudan 50 u. Tampon AVE eklendi. Oda sicaklifinda 1 dakika inkiibe
edildi.

DNA'y1 eliie etmek icin tiipler 20.000 x g (14.000 rpm) hizinda 1 dakika
santrifiij edildi.

Elde edilen DNA, molekiiler calismalar gerceklestirilinceye kadar -20 °C'de
muhafaza edildi.

Fajlarin PZR ile Molekiiler Karakterizasyonu

Proje caligmalar1 kapsaminda izole edilen fajlarin aile diizeyinde molekiiler

karakterizasyonunu gergeklestirmek amaciyla, Tablo 4’de belirtilen primer dizileri

kullanilarak PZR analizleri gerceklestirildi. Analizler, FIREPol® Master Mix (Solis

BioDyne, Estonya) kullanilarak, iiretici firmanin protokolii modifiye edilerek

uygulandi. PZR reaksiyonu i¢in hazirlanan karigim ve termal dongli programi

asagidaki Tablo 9 da belirtildigi sekilde yapildi.

Tablo 8. PZR uygulamasi i¢in kullanilan master mix karigimi

Bilesen Hacim (pnl)
Molekiiler Saf Su 13
FIREPoI® Master Mix (5x) 4

Forward Primer (10 uM) 0,5
Reverse Primer (10 uM) 0,5

Kalip DNA 2

Toplam 20
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Tablo 9. Faj PZR ig¢in kullanilan amplifikasyon protokolii

Termal Dongii

Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 3dk 1X
Denatiirasyon 95 °C 15 sn

Baglanma 53-55°C 30 sn 40 X
Uzama 72 °C 40 sn

Son Uzama 72 °C 5 dk. 1X

Her bir Orne8in PZR sonrasinda c¢ogaltilan spesifik DNA bolgelerini
gorlntiileyebilmek amaciyla agar jel elektroforez sistemi kullanildi. Bu amagla,
0,5xTBE tamponu i¢inde % 1,5 oraninda hazirlanan agarose mikrodalga firinda
¢ozdiriildi. 65-70 °C’ye kadar sogutulan agarose jel i¢ine niikleik asit boyas1 ilave
edilerek uygun 1s1ya diistiikten sonra tarak yerlestirilmis jel tastyicisina dokiildii ve
donmasi beklendi. Ardindan. jel 0,5X TBE tamponu bulunan jel tankina konularak,
her bir kuyucuga jel yiikleme boyasi ile Karigtirilan PZR iiriinleri sirasiyla yiiklendi.
Jelde 60 dakika boyunca DNA bantlarinin gdgii saglandi. Orneklerin pozitifligini
degerlendirmek icin jel Transilluminator yardimiyla UV 15181 altinda jel

goriintiilenmesi yapildi.

2.2.16. RAPD-PZR

Faj polimorfik DNA'larinin rastgele amplifikasyonu, Gutierrez ve ark
(2011)’nin belirttigi metoda gore gergeklestirildi. Bu amagla, tabloda belirtilen primer
dizileri kullanilarak PZR analizleri yapildi. Analizler, ThermoTaq DNA Polimeraz
(10X) ile tiretici firmanin protokolii modifiye edilerek uygulandi (Aziz ve ark 2018).

PZR reaksiyonu i¢in uygulanacak protokol ve termal dongli programi asagida
belirtildi:

Tablo 10.RAPD-PZR igin kullanilan reaksiyon karigimi

Bilesen Hacim (ul)
Molekiiler Saf Su 19,2

10x Reaksiyon Tamponu 3,0

MgCl: (25 mM) 2,4

dNTP Karigimi 0,8

Primer (P1 veya P2) 0,8

Taq DNA Polimeraz Enzimi 0,8

DMSO 1

Kalip DNA 2

Toplam 30,0
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Tablo 11.RAPD-PZR igin kullanilan amplifikasyon protokolii

Termal Dongii

Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 3dk 1X
Denatiirasyon 94 °C 45 sn

Baglanma 30°C 120 sn 4X
Uzama 72 °C 60 sn

Denatiirasyon 94 °C 5sn

Baglanma 36°C 30 sn 26X
Uzama 72 °C 30 sn*

Son Uzama 75°C 1X

*Her dongiide 1 saniye artirildi.

Her bir 6rnegin PZR sonrasinda c¢ogaltilan spesifik DNA bolgelerini
goriintlilemek amaciyla agaroz jel elektroforez sistemi kullanildi. Bu amagla, %0,5
TBE tamponu i¢inde %]1,5 oraninda hazirlanan agaroz, mikrodalga firinda ¢6zdiirtildii.

Agaroz jel 65-70 °C’ye kadar sogutululduktan sonra igerisine jel boyasi ilave edildi.

Uygun 1s1ya diistiikten sonra, tarak yerlestirilmis jel tasiyicisina dokiilerek ve
donmasi beklendi. Ardindan, jel %0,5X TBE tamponu bulunan jel tankina konuldu.
Her bir kuyucuga 1 pl 6X jel yiikleme boyasi ile karistirilan 5 pl PZR {iriinleri sirasiyla
yiiklendi. Elektroforez isleminde 60 dakika boyunca jelde DNA bantlarinin gocii
sagland1. Orneklerin pozitifligini degerlendirmek igin jel, transilliiminatdr yardimiyla

UV 15181 altinda goriintiilendi.

2.2.17. Faj Genom Sekans Analizi ve Veri Analizi

Konak araligy, litik aktivite ve cogalma kinetigi parametreleri agisindan yiliksek
aktivite gosteren 5 faj (W1, W1/9, W8, K1 ve T1/2) izolatina ait DNA O6rnekleri
Oxford Nanopore teknolojisi kullanilarak dizilendi. Tiim genom sekans islemi

Massive Bioinformatics Ar-Ge Tekno firmasindan hizmet alimi ile gergeklestirildi.

Elde edilmis olan 5 adet bakteriyofaj verisi flye (versiyon 2.9.4-b1799) araci
kullanilarak de nova assembly islemine tabii tutuldu (Kolmogorov ve ark 2019). Flye
ile yapilan assembly sonrasinda, tiim genom olarak elde edilen fajlar, NCBI’a ait nt
veritabaninda Blast kullanilarak en yakin olan tiirleri tespit edildi (Altschul ve ark
1990). En yakin genoma olan polimorfizmleri tespit etmek icin Geneious Prime
uygulamasi igerisinde minimap2 (v2.24) araci Oxford nanopore parametrelerine
uygun kullanilarak hizalama yapildi (Li 2018).
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Elde edilen tiim genomlarin yap1 ve fonksiyonlarina dair agiklamalar1 (ORF ve
tahmini proteinler, transkripsiyon terminatorleri, tRNA ve tmRNA genleri, anti-
CRISPR proteinleri, viriilans faktorleri, antimikrobiyal direng genleri, transmembran
proteinler) igeren genom anotasyonu PHATEST, PhageScope, Phorakka araglari ile
gerceklestirildi (Bouras ve ark 2023, Wishart ve ark 2023, Wang ve ark 2024). Genom
haritalarinin olusturulmasi ve gorsellestirilmesinde Proksee kullanildi (Grant ve ark
2023). NGS dizilerinin ¢oklu genom hizalamasi Blast kullanilarak gergeklestirildi.
Bilinen referans kolifajlar, ICTV veri tabaninda ve NCBI veri tabaninda (Kasim 2024
verileri) bulunan tam genomlara sahip izolatlarla smirlandirildi. Fajlarin genom
anotasyonlari, en yakin yaklasik 44.000 bp uzunlugundaki faj genomlar1 {izerinde

gerceklestirildi.
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3. BULGULAR
3.1. E.coli izolasyonu ve Virulens Gen Dagihm

Konya ve ¢evresinde yer alan ¢iftliklerde neonatal ishalli buzagilardan alinan

110 adet rektal svap 6rneginden 102 adet E. coli susu izole edildi.

100 bp

i

500 bp sw—

mm
Ml

1000 bp

I D S SEEL S R 6 7 8 SR ORI RIS A3 ] 5 S 618 1S SR

Sekil 5. E. coli virulens genleri multipleks PZR jel goriintiisii L:3 kb ladder Ornek 5°te
pozitif kontrol olarak E. coli O157:H7 (Stx1+Stx2) susu, 6rnek 6’da ise negatif kontrol
olarak steril su kullanildi. Jel goriintiisiinde 1, 4, 8, 9, 13 ve 18 numarali 6rneklerde ise
viriilens geni pozitif izolatlara karsilik gelen bantlar gozlemlendi.

mi

1 2 3 4 S (S 7 8 91" IS 12 "L3vT4 IS5 16 1?‘%8 (L
Sekil 6. E. coli viriilens genleri multipleks PZR jel goriintiisii. L: 3 kb DNA ladder. Jel
goriintlisiinde 3, 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13 ve 18 numarali 6rneklerde, viriilens genine ait
pozitif izolatlara karsilik gelen bantlar gézlemlendi.

500 bp i

—
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Sekil 7. E.coli virulens genleri multipleks PZR jel goriintiisii L:3 kb ladder - 2, 4, 5, 7,
8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ve 17 numaral o6rneklerde, viriilens genine ait pozitif
izolatlara karsilik gelen bantlar gézlemlendi.
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Asagidaki tablo, multipleks PZR ile tespit edilen virulens genlerinin dagilimini

gostermektedir:

Tablo 12. E. coli suslarinin virulens gen dagilimi.

E. coli Sus No Multipleks PZR ile Tespit Edilen Virulens Genleri
2 Sta+K99

5 Stx1+Stx2

6 Stx1+Stx2

10 Stx2

12 Stx2

15 Sta+K99+F41
16 Sta

20 Stx1

21 Stx1

24 Stx1

25 Stx1

27 Sta+Stx1

29 Stx1

31 Sta

32 Stx1

33 Stx1

34 Stx1

35 Stx1

36 Sta+Stx1

37 Stx1

38 Stx1

39 Sta+K99

40 Sta+K99

41 Stx1

43 Sta+Stx1

45 Sta+K99

48 Stx2+K99

51 Intimin

52 K99+Stx2

53 Sta+K99

55 Sta+K99

56 Sta

57 Sta+Intimin+F41
58 Stx2

64 Sta+K99

81 Stx2

84 Stx2

85 Stx2+Sta+Intimin
88 Stx2

91 Sta+Stx2

97 Stx2

99 Stx2+Sta

100 Intimin

102 Stx2+K99+Intimin+Stx1
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Arastirma kapsaminda incelenen neonatal ishalli buzagilardan izole edilen E.
coli suslarinin viriilens gen profillerinin analizi, patogenezde rol oynayan genlerin
prevalans1 ve kombinasyonlar1 hakkinda kapsamli veriler sagladi. Incelemeye aliman
toplam 102 E. coli izolatinin molekiiler karakterizasyonu sonucunda, 44 susta (%43,1)

en az bir viriilens geninin varlig tespit edildi.

Viriilens determinantlarinin dagilimi incelendiginde, Sta ve Shiga toksin
genleri (Stx1 ve Stx2) predominant olarak saptandi. Sta geni %17,6, Stx1 geni %17,6
ve Stx2 geni %14,7 oraninda tespit edildi. Adezyon faktorlerinden K99 (F5) fimbrial
antijeni %10,8, eae geni %4,9 ve F41 fimbrial antijeninin %2 prevalansa sahip oldugu
belirlendi.

Patojenite agisindan degerlendirildiginde, STEC izolatlar1 %29,4 orani ile
predominant patotip olarak belirlendi. Bunu %10,8 orani ile ETEC suslar1 ve %2 orani
ile EPEC suslar izledi.

Calismada dikkat ¢eken Onemli bir bulgu, farkli patotiplere ait viriilens
genlerini es zamanli olarak tasiyan hibrit suslarin varligidir. Toplam 10 hibrit sus tespit
edildi, bunlarin 7'si STEC/ETEC, 1'i ETEC/EPEC ve 2'si STEC/ETEC/EPEC

kombinasyonuna sahip olarak belirlendi.

3.2.  Faj izolasyon Bulgular

Incelenen faj kaynaklarindan toplam 27 faj izole edildi. Elde edilen
izolasyonlar, kloakal svap 6rneklerinden 6 faj, kanatl isletmesi altlik 6rneklerinden 6
faj, koyun isletmesi altlik orneklerinden 4 faj, sigir isletmesi giibre ¢ukurlarindan
alinan rneklerden 4 faj, isletme atik suyundan alinan rneklerden 1 faj ve KOSKI*den
alinan atik su 6rneklerinden 5 faj ve rektal svap orneginden 1 faj seklinde dagilim

gostermistir.

Izole edilen 27 adet fajin, panelde yer alan 5 farkli E. coli susuna kars: litik
aktivitesi spot test ile belirlendi. Spot test sonucunda petri de seffaf zon goriilen faj
ornekleri ileri analizler i¢in saflastirildi ve ¢ogaltildi. Sonuglar Tablo12’de test edilen
her enteropatojenik EPEC, ETEC veya EHEC E. coli susunun koleksiyondaki en az
bir, cogu durumda ise birkag veya bir¢cok bakteriyofaj tarafindan enfekte edildigini
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gostermektedir. Tablo 11” de her bir fajin izolasyon kaynagi ve konaker E. coli suslart

listelendi:

Tablo 13. izole edilen faj kaynaklar1 ve konake1 E.coli suslart

Faj Numara Izolasyon Kaynag: Konakge1 E. coli Suslar
1 W1-9 Atik su EC
EC
2 T1/2 Kanatl altlik 0157H7
3 K-1 Sigir isletmesi Giibre Cukuru (é]é57H7
4 K-2 Sigir isletmesi Giibre Cukuru 11A
5 K-3 Sigir isletmesi Giibre Cukuru 0157H7
EC
6 KS-1 Kloakal svap 11A
EC
7 KS-2 Kloakal svap 11A
0157H7
8 KS-3 Kloakal svap 11A
9 KS-4 Kloakal svap 0157H7
10 KS-E57 Kloakal svap E-57
11 H-1 Koyun isletmesi altlik EC
12 H-2 Koyun igletmesi altlik 0157H7
13 H-3 Koyun isletmesi altlik 0157H7
14 H-4 Koyun igletmesi altlik 0157H7
0157H7,
15 Fak-2 Kanatli althik E-15
. . . 5 T 0157H7,
16 BI Ishalli buzag: digki 6rnegi 11A
17 LC-1 Sigir isletmesi Giibre Cuk 1A
gir isletmesi Giibre Cukuru 0157H7
18 C-1 Sigir isletmesi atik su 0157H7
19 T2 Kanath Altlik EC
E-15
20 W-1 Atik su 0157H7
EC
21 W-2 Atik su E-15
E-15
22 W-3 Atik su 0157H7
23 W-8 Atik su E-57
24 KH Kanath Altlik 0157H7
25 KS-5 Kloakal svap 0157H7
26 Fak-1 Kanatl althik 0157H7
27 T-3 Kanatl althik O157H7

EC Asi susu: (O101: H-K99+F41+), 11A Asi susu: (O?H-K99: F(Y))
E-15: (Stat+F41+Intimin), E-57: (Sta+F41+K99), O157H7 Referans sus:(Stx1+Stx2)
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Izole edilen 27 adet fajin farkli E.coli suslarmni enfekte etme oran1 O157:H7
%66,7, EC %29,6, 11A %22,2, E-15 %14,8, E-57 %7,4 olarak tespit edildi. Fajlarin
biiyiik cogunlugu tek bir E.coli susunu enfekte ettigi, 9 fajin ise iki farkli E.coli susunu

enfekte etme yetenegine sahip oldugu belirlendi.

Elde edilen verilere gore, izole edilen kolifajlar iginde E. coli O157:H7 susuna
kars1 enfeksiyon oranmin en yiiksek oldugu, E. coli E-57 susunun ise en diisiik
enfeksiyon oranina sahip oldugu gézlendi. Bu sonuglar, ¢alismada test edilen fajlarin
E.coli O157:H7 susuna gore daha yiiksek bir etki potansiyeline sahip oldugunu

gostermektedir.

3.3. Konake1 Arahigr

Tablo 14°de izole edilen kolifajlarin konake1 araliklari belirtildi.

Tablo 14. Fajlarin litik aktivite gosterdigi E.coli patotipleri

Faj ETEC-1 ETEC-2 ETEC-3 STEC EPEC+ETEC
W1-9 +
T1/2 + - - +
K-1 + - - +
K-2 - +
K-3 - - - +
KS-1 + +
KS-2 - + - +
KS-3 + + - +
KS-4 - - - +
KS-E57 - - +
H-1 +
H-2
H-3
H-4
Fak-2
Bi - +
LC-1 - +
C-1
T2 +
W-1 - - - + +
W-2 - + +
W-3 - - + +

+ + + o+ o+ 4+ o+
+
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Tablo 14 (Devam). Fajlarin litik aktivite gosterdigi E.coli patotipleri
Faj ETEC-1 ETEC-2 ETEC-3 STEC EPEC+ETEC
W-8 - - +
KH
KS-5
Fak-1
T-3 - -
ETEC-1:EC, ETEC-2:11A, ETEC-3: E-57, STEC: O157H7, EPEC+ETEC: E-15

Kisaltmalar: (+) test edilen bakteriyofaj ile enfeksiyondan sonra lizis, (-) test edilen bakteriyofaj ile

+ + o+ o+

enfeksiyondan sonra lizis olmamasi.

Izole edilen fajlarm %30'unun ETEC-1, %26'smin ETEC-2, %15'inin ETEC-
3, %69'unun STEC patotipini ve %8'inin EPEC+ETEC patotiplerini enfekte etme
yetenegine sahip oldugu belirlendi. Ayrica, 10 fajin birden fazla patotipi enfekte

edebilme kapasitesine sahip oldugu goriildii.

3.4. Izole Edilen Fajlarin Plak Morfolojileri

Cift tabakali agar yontemi ile ¢ogaltilan fajlarin plak morfolojileri (Sekil 8,
Sekil 9, Sekil 10, Sekil 11, Sekil 12) incelendiginde, farkli boyutlarda plaklar
gozlemlendi. Farkli fajlarin olusturdugu plak boyutlar1 kayda deger farkliliklar
gosterdigi goriilmekte. W-2, W-8, T-2, KS E-57, K-1 ve K-2 gibi baz1 fajlarin daha
bliylik plaklar olusturdugu gozlenmistir.

Cogu faj, litik fajlar i¢in tipik olan berrak plaklar olusturdu. Bununla birlikte,
Siphoviridae familyasina ait plaklarin etrafinda haleler, yar1 seffaf bolgeler gozlendi.

Miyoviridae fajlarinda ise daha kiigiik zon ¢apina sahip plaklar goriildii.
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W-3 O157H7

Sekil 8. Cesitli kaynaklardan izole edilen fajlarin (W-1,W-3,W-8, BI, H-1) farkl1 E.
coli suslarin1 enfekte etmeleri sonucu ortaya ¢ikan plak morfolojileri
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KH O157H7 C1 0157H7

W-1/9EC

Sekil 9. Cesitli kaynaklardan izole edilen fajlarin (KH, C-1, K-1, W-1/9, K-2, W-3)
farkli E. coli suslarin1 enfekte etmeleri sonucu ortaya ¢ikan plak morfolojileri
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W1 ES7

W-211A

Sekil 10. Cesitli kaynaklardan izole edilen fajlarin ( W-1, W-2, K-2, C-1) farkli E. coli
suslarini enfekte etmeleri sonucu ortaya ¢ikan plak morfolojileri.
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*H3 0157H7

W-8 E-57

Sekil 11. Cesitli kaynaklardan izole edilen fajlarin ( W-1, W3,W-8, K-3, H-3) farkl: E.
coli suslarin1 enfekte etmeleri sonucu ortaya ¢ikan plak morfolojileri.
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W-8 ES7

W-8 ES7

Sekil 12. Cesitli kaynaklardan izole edilen fajlarin (KS, W-8, T-2, C-1) farkli E. coli
suslarin1 enfekte etmeleri sonucu ortaya ¢ikan plak morfolojileri

74



W-1, W-2, W8, KS, E-57, T-2 faj plaklari, gercek plak bolgesinden daha silik
bir dis bolgeye sahipti. Depolimeraz enzimi iireten fajlarda goriilen  yar1 saydam hale

bolgesi olarak gozlendi.

Sekil 9° da W1/9 ve Sekil 12° de C1 fajlarinin bakterilerin ¢ogalmasini
tamamen inhibe ettigi bolgeler, petri ylizeyinde saydam goriintii seklinde gdzlemlendi.
Bu saydam alanlar, fajlar tarafindan enfekte edilen bakterilerin lizise ugradigini ve
boylece ¢ogalamadiklarini gostermektedir. Genel olarak, W-2, W-8, T-2, KS, W-1 ve
H-1 fajlar1 digerlerine gore daha biiyiik plaklar {irettigi tespit edildi.
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3.5. Fajlarin Morfolojik Karakterizasyon Bulgular:

Morfolojik 6zelliklere dayanarak, fajlar Caudovirales takimina, Siphoviridae

ailesine ve Myoviridae ailesine siniflandirildi.

Sekil 13. W8 Siphoviridae kolifajinin TEM goriintiileri. Siphoviridae ailesine ait uzun,
ince kontraktil olmayan kuyruk yapisi goriilmektedir. Bas yaklasik 60 nm ¢apindadir.

Sekil 14. K-1 Myoviridae kolifajinin TEM goriintiileri. Myoviridae ailesine ait kisa,
kalin ve kontraktil kuyruk yapisi agikca goriilmektedir. Tkozahedral bas yaklasik 60
nm ¢apindadir.
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3.6. Faj Enfektivitesi ve Faj-Konak Biiyiime Dinamiklerinin Belirlenmesi

Faj-konak biiylime dinamikleri ve faj enfektivitesi, deney siiresince alinan
Olctimler dogrultusunda ODsgo degerlerinin zamana karsi grafige aktarilmasiyla elde
edilen bliylime egrileri ile gorsellestirildi. Her bir faja ait veriler asagidaki sekillerde

gosterildi.

00600
{

Zaman (Saat)

|

0060

x axis title

Sekil 15. a) Bi ve b) H3 ve ¢) H4 fajlarmin EC O157:H7 susu bakteriyel cogalma ve
faj enfeksiyonu dinamiklerinin farkli zaman noktalarinda olgiilen ortalama OD
degerleri lizerinden izlenmesi.

X ekseni zamani (saat), Y ekseni ise ODgoo degerini gostermektedir. Sekill a)
BI, b) H-3 ve ¢) H-4 fajinin E. coli O157:H7 susu iizerindeki biiyiime dinamiklerinin
incelenmesi sonucunda, fajlarin E. coli ¢ogalmasini biiyilk oranda baskiladigi
gozlenmistir. Fajsiz kontrol grubundaki E. coli kiiltiiriinde diizenli OD artig1 ve
logaritmik faza ge¢is acikga goriiliirken, fajla enfekte edilmis kiiltiirde OD degerlerinin
olduke¢a diisiik kaldig1 ve kontrol egrisinin belirgin sekilde altinda seyrettigi tespit
edildi.
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Sekil 16. a) T3 b) F-2 ve ¢)LC-1 fajlarinin E-15, O157:H7 ve 11A E. coli suslarinin
bakteriyel ¢ogalma ve faj enfeksiyonu dinamiklerinin farkli zaman noktalarinda
oOl¢iilen ortalama OD degerleri iizerinden izlenmesi.

Faj icermeyen kontrol gruplarinda bakteriyel cogalma diizenli bir sekilde artis
gosterirken, faj uygulamasi yapilan gruplarda farkli diizeylerde inhibisyon gozlendi.
LC-1 fajinin O157:H7 {izerinde diisiik inhibisyon diizeyi sergilemekle birlikte, T-3 faji
diisiik seviyede litik aktivite gosterdigi goriildii. FAK-2 fajinin E-15 ve O157:H7
suslarma litik aktivitesi ve faj enfeksiyonunun basarisi incelendiginde, FAK-2 fajinin

her iki susta da ayn1 derecede etkin oldugu tespit edildi.
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Sekil 17 a) KS-1ve b) KS-2 ve ¢) KS-5 fajlarinin EC O157:H7 ve 11A E.coli suslarinin
bakteriyel ¢ogalma ve faj enfeksiyonu dinamiklerinin farkli zaman noktalarinda
Olciilen ortalama OD degerleri lizerinden izlenmesi.

KS-5 fajlarinin E.coli O157:H7 susunun ¢ogalmasini inhibisyon potansiyeli
incelendiginde, KS-5 fajinin bakteri iiremesini tamamen baskilayacak diizeyde yeterli
litik aktivite gosterdigi goriildi. Kontrol grubunda, faj uygulamasi yapilmayan
bakterilerin ¢ogalmasinin diizenli ve kesintisiz bir sekilde arttig1 gézlemlendi. KS-1
fajinin E. coli EC susu ve KS-2 fajinin E. coli 11A ile O157:H7 suslartyla olusturulan
enfeksiyon egrileri incelendiginde, bu fajlarin E. coli suslarinin ¢ogalmasini orta

derecede baskiladigi goriildii.
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Sekil 18. KH b) H-2 c) KS-4 fajlarin E. coli O157:H7 ile bakteriyel biiyiime ve faj
enfeksiyonu dinamiklerinin farkli zaman noktalarinda 6l¢iilen ortalama OD degerleri
lizerinden izlenmesi.
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Sekil 19. K-2 fajlarinin E.coli 11A susu bakteriyel ¢ogalma ve faj enfeksiyonu
dinamiklerinin farkli zaman noktalarinda Slgiilen ortalama OD degerleri iizerinden
izlenmesi

KH fajinda baglangigta, ilk 4 saate kadar ODeoo degerinde diizenli bir artig
gozlemlendi; ancak bu siireden sonra olusan egri, E. coli O157:H7’nin iireme egrisinin
altinda seyrettigi goriildii. H-2 fajin bakteriyel azalma egrileri incelendiginde, oldukca
yiiksek litik aktivite sergiledigi; KS-4 fajinmn E.coli O157:H7'yi orta diizeyde inhibe
edebildigi; K-2 fajinin ise 11A susuna kars1 diisiik diizeyde litik aktivite gosterdigi
tespit edildi. Kontrol grubunda bakteriyel ¢ogalma diizenli bir sekilde artig gosterdi.

Yiiksek litik aktivite gosteren W1-9 (EC), T1/2 (EC), KS (E-57), T-2 (EC), W-
2 (EC), W-1 (E-15), W-8 (E-57), W-3 (O157H7), K-3 (O157H7), K-1 (O157H7) C-1
(O157H7) H-1 (EC) fajlarinin terdpotik kullanima uygun etkinlikleri belirlenmesi
amaci ile ii¢ farkli MOI (0,1,1,10) seviyesinde faj ¢cogalma kinetikleri belirlendi. Elde
edilen bulgular Tablo 21, Tablo 22, Tablo 23 ve Tablo 24’de belirtildi.
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Sekil 20. Farkli MOI seviyelerinde (0,1, 1, 10) test edilen a) H-1 b) T1-2 ¢) W-8
fajlarinin-konak¢1 E.coli etkilesimlerinin dinamikleri, bakteriyel ¢ogalma ve faj
enfeksiyonu siireclerinin ¢esitli zaman noktalarinda 6lgiilen ortalama OD degerleri
izerinden izlenmesi
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Sekil 21°de farklt MOI seviyelerinde (0,1, 1, 10) test edilen H-1 fajinin E.coli
suslar1 iizerindeki etkisi incelendiginde, MOI 10 seviyesinde bakteriyel cogalmanin en
etkili sekilde inhibe edildigi gortildi. MOI 1 seviyesinde de belirgin bir inhibisyon
gozlemlenirken, MOI 0,1 seviyesinde inhibisyon etkisi daha sinirli kaldig1 belirlendi.

Kontrol grubunda OD artis1 diizenli olup bakteriyel ¢ogalma stirekli artig gosterdi.

T1/2 fajinin farkli MOI seviyelerinde etkisi degerlendirildiginde, MOI 10
seviyesinde bakteriyel c¢ogalmanin tamamen baskilandigl tespit edildi. MOI 1
seviyesinde inhibisyon etkisi gézlemlenmekle birlikte, MOI 0,1 seviyesinde bu etkinin
daha diisiik oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise bakteriyel ¢ogalma diizenli bir

sekilde arttig1 gortldii.

W8 fajimin farkli MOI seviyelerindeki etkisi degerlendirildiginde; MOI 10
seviyesinde bakteriyel ¢ogalma giiglii bir sekilde baskiladi. MOI 1 seviyesinde
inhibisyon etkisi iyi diizeyde gozlendi. MOI 0,1 seviyesinde inhibisyon yeterli
seviyede tespit edildi. Kontrol grubunda ise faj uygulamasi yapilmayan bakterilerin

cogalmasi diizenli ve kesintisiz olarak artis gdsterdigi gortildii.
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Sekil 21. Farkli MOI seviyelerinde (0,1, 1, 10) test edilen a) W1, b) W3, ¢)K3 fajlar1
ve E. coli E-15, E. coli O157H7 ile faj-konakgi etkilesimlerinin dinamikleri, bakteriyel
cogalma ve faj enfeksiyonu siireglerinin ¢esitli zaman noktalarinda 6l¢iilen ortalama
OD degerleri iizerinden izlenmesi

Sekil 22°de W3 fajinin farkli MOI seviyelerinde (0,1, 1, 10) E. coli suslart
tizerindeki etkisi incelendiginde, MOI degerlerine bagl olarak farkli inhibisyon
seviyeleri gozlemlenmistir. MOI 10 seviyesinde bakteriyel ¢ogalmanin en etkili

sekilde inhibe edildigi ve ODeoo degerlerinin diger gruplara kiyasla daha diisiik
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seyrettigi tespit edildi. MOI 1 seviyesinde orta diizeyde bir inhibisyon etkisi
gozlemlenirken, MOI 0,1 seviyesinde inhibisyon etkisinin biraz diistiigli ancak
gorildii. Kontrol grubunda ise faj uygulamasi yapilmayan bakterilerin ODegoo degerleri

diizenli bir artis gosterdi.

W1 fajinin farkli MOI seviyelerindeki etkisi degerlendirildiginde, MOI 10
seviyesinde bakteriyel ¢ogalmanin belirgin sekilde baskilandigr goriildii. MOI 1
seviyesinde inhibisyon etkisi gézlemlenmekle birlikte, bu etki MOI 10'a gére daha
diisiik seviyede kaldig1 goriildi. MOI 0,1 seviyesinde iiremeyi inhibe ettigi tespit

edildi. Kontrol grubunda bakteriyel ¢cogalma kesintisiz ve diizenli bir artig sergiledi.

K3 fajmin farkli MOI seviyelerindeki etkisi incelendiginde, MOI 10
seviyesinde bakteriyel ¢ogalmanin giiglii bir sekilde inhibe edildigi ve ODsgoo
degerlerinin deney siiresince belirgin sekilde diisiik seyrettigi gozlemlendi. MOI 1
seviyesinde inhibisyon etkisi de benzer sekilde goriildii. MOI 0,1 seviyesinde ise
baslangicta kismi inhibisyon goriildii, ancak ilerleyen saatlerde bakteriyel ¢ogalma
kontrol grubuna benzer bir artis egilimi gosterdi. Kontrol grubunda, faj uygulamasi

yapilmayan bakterilerin cogalmasi beklenen sekilde siirekli bir artis gosterdi.
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Sekil 22. Farkli MOI seviyelerinde (0,1, 1, 10) test edilen a) W1/9, b) W-2, ¢)KS E-57
fajlar1 ve E. coli E-57, E. coli EC ile faj-konakg¢1 etkilesimlerinin dinamikleri,
bakteriyel ¢ogalma ve faj enfeksiyonu siireglerinin gesitli zaman noktalarinda 6lgiilen
ortalama OD degerleri ilizerinden izlenmesi
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W1/9 fajinin uygulandigi deneylerde, kontrol grubunda (faj uygulanmayan
bakteriler) ODesoo degerleri deney siiresince diizenli ve hizli bir artig sergiledi. Faj
uygulanan gruplarda ise yiiksek MOI seviyelerinde bakteriyel ¢ogalma daha uzun siire
baskilanarak ODeoo degerleri diisiik seyretti. MOI diizeyi azaldiginda, inhibisyon etkisi
kismen zayiflasa da tamamen ortadan kalkmadig1 ve kontrol grubuna kiyasla belirgin

bir ¢ogalmanin engellendigi gozlendi.

W-2 fajiyla yapilan testlerde de kontrol grubu (E.coli) ODeoo degerleri hizla
yiikseldigi, yiiksek seviyelere ulastig1 goriildii. Faj uygulamasi yapilan gruplarda, MOI
degeri arttik¢a bakteriyel ¢ogalma daha etkili bigimde sinirlandirildi ve diisiik ODgoo
degerleri daha uzun siire korundu. Buna karsin, MOI’nin disiiriilmesiyle birlikte
inhibisyon kismen azalma gosterse dahi, kontrol grubuna nazaran dikkate deger oranda

cogalmanin engellemesi devam ettigi goriildii.

KS E-57 fajina ait verilerde de kontrol grubu, digerlerinde oldugu gibi, siirekli
artan ODeoo degeriyle hizli bir ¢ogalma egrisi sergilemistir. Yiikksek MOI
uygulamalarinda fajin etkisi daha belirgin olup, ODeoo degerleri uzun siire diisiik
kalmistir. MOI seviyesi diistiiglinde inhibisyon etkisi bir miktar gerilese de kontrol

grupla kiyaslandiginda yine de kayda deger bir baskilama gozlemlendi.

Genel olarak, her ii¢ fajda da MOI arttik¢a bakteriyel cogalma daha giiclii bir
bigimde engellendigi goriildii. Bununla birlikte, MOI diisiislerinde dahi inhibisyon
tamamen ortadan kalkmadigi, kontrol grubuna kiyasla gozle goriilir bir biiyiime

kontrolii saglanmaya devam ettigi tespit edildi.
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Sekil 23. Farkli MOI seviyelerinde (0,1, 1, 10) test edilen a) C-1, b) K-1 ve ¢) T-2
fajlar1 ve E. coli O157:H7, E. coli EC ile faj-konake1 etkilesimlerinin dinamikleri,
bakteriyel ¢ogalma ve faj enfeksiyonu siire¢lerinin ¢esitli zaman noktalarinda 6l¢iilen
ortalama OD degerleri lizerinden izlenmesi
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Sekil 24°de C1, K1 ve T2 fajlarinin bakteriyel biiyiime {izerindeki etkilerine
bakildiginda: C1 fajinda, ODeoo degerleri kontrol grubuna kiyasla daha diisiik
seviyelerde seyrettigi tepit edildi. Ozellikle MOI 10°da C-1 fajlar1 bakteriyel biiyiimeyi
onemli dl¢giide baskiladi. Ancak, tam bir inhibisyon gozlenmemis, 6zellikle 8. saatten

sonra kismi bir bakteriyel biiylime devam ettigi goriildii.

K1 fajinda en etkili inhibisyon gozlendi. Hem MOI 10 hem de MOI 0,1 K1 faj1
ODeoo degerlerini kontrol grubuna gore belirgin sekilde diisiik tuttugu gézlendi.. Bu
durum, K1 fajlarinin bakteriler {izerinde giiclii bir inhibisyon etkisi gosterdigini ve

bakteriyel popiilasyonu basarili bir sekilde kontrol altina aldigin1 gosterdi.

T2 fajinda ise, MOI 10 ve MOI 0,1 de baslangigta etkili bir inhibisyon
gbstermis, ancak zamanla bakteriyel cogalma kismen devam etti. ODgoo degerleri
kontrol grubundan diisiik kalmakla birlikte, tam bir inhibisyon saglanamadi. Bu
durum, T2 fajlarmin bakteriler iizerinde diisik diizeyde bir inhibisyon etkisi

gosterdigini, ancak tiim bakteriyel popiilasyonu kontrol altina alamadigin1 gdsterdi.

Faj ¢ogalma kinetiklerinin centroid analizi yapilarak ve faj enfeksiyonuna yanit
olarak bakteri popiilasyonunun genel bilyiime dinamiklerini gosteren sayisal veriler

Tablo 13’ de belirtildi.

Izole edilen tiim fajlarmn MOI 1 de faj enfeksiyon kinetikleri incelendi ve en
verimli olan fajlar secildi. Segilen 12 adet fajin MOI 0,1, MOI 1, MOI 10’ da 5 farkli
E.coli suslarina kars1 enfektivitesini ve terdpotik potansiyelini gosteren sayisal veriler

Tablo 13’ de gosterildi.

CI degerlerinin degerlendirilmesinde CI degerlerinin 0-1 degerleri arasindaki
skalada yorumlandi. Enfeksiyon derecesinde (basarili, kismen basarili veya basarisiz)
tespit edilen varyasyonlar tespit edildi. En basarili enfeksiyonlar MOI 10°da
gozlenirken, en diisiik enfeksiyon seviyesi MOI 0,1°de gergeklestigi goriildii.
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Sekil 24. E. coli O157:H7 susunun biiyiime egrileri ve K-1 faji1 ile farkli enfeksiyon

oranlarinda (MOIL: 0,1, 1 ve 10) etkilesiminin sematik gosterimi Centroid Indeks
analizinde, siyah egri kontrol grubu olan E. coli O157:H7'yi, kirmiz1 egri ise K-1 faj1 ile enfekte edilmis
bakterileri gostermektedir. Her bir grafikte renkli elmaslar (#) ile isaretlenen noktalar, ilgili egrilerin
merkezlerini temsil etmektedir. Grafikler, zaman (saat) ve optik yogunluk (OD) degerleri arasindaki
iligkiyi gostermektedir.
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Sekil 25. E. coli O157:H7 susunun biiyiime egrileri ve C-1 faj1 ile farkli enfeksiyon

oranlarinda (MOI: 0.1, 1 ve 10) etkilesiminin sematik gosterimi Grafikte siyah egri kontrol
grubu olan E. coli O157:H7'yi, kirmuzi egri ise C-1 faji ile enfekte edilmis bakterileri gostermektedir.
Her bir grafikte renkli elmaslar (#) ile isaretlenen noktalar, ilgili egrilerin merkezlerini temsil
etmektedir. Grafikler, zaman (saat) ve optik yogunluk (OD) degerleri arasindaki iliskiyi gostermektedir.
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Sekil 26. E. coli O157:H7 susunun biiytime egrileri ve K-3 faji ile farkli enfeksiyon
oranlarinda (MOI: 0.1, 1 ve 10) etkilesiminin sematik gosterimi. Grafikte siyah egri kontrol
grubu olan E. coli O157:H7'yi, kirmiz1 egri ise K-3 faj1 ile enfekte edilmis bakterileri gostermektedir.
Her bir grafikte renkli elmaslar (#) ile isaretlenen noktalar, ilgili egrilerin merkezlerini temsil
etmektedir. Grafikler, zaman (saat) ve optik yogunluk (OD) degerleri arasindaki iliskiyi gostermektedir.
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Sekil 27: E. coli E-57 susunun biiyiime egrileri ve KS faji ile farkli enfeksiyon
oranlarinda (MOI: 0.1, 1 ve 10) etkilesiminin sematik gosterimi. Grafikte siyah egri kontrol
grubu olan E. coli E-57'yi, kirmiz1 egri ise KS faj1 ile enfekte edilmis bakterileri gostermektedir. Her
bir grafikte renkli elmaslar (#) ile isaretlenen noktalar, ilgili egrilerin merkezlerini temsil etmektedir.
Grafikler, zaman (saat) ve optik yogunluk (OD) degerleri arasindaki iliskiyi gostermektedir.
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Sekil 28. E. coli E-15 susunun biiyiime egrileri ve W-1 faj1 ile farkli enfeksiyon
oranlarinda (MOI: 0.1, 1 ve 10) etkilesiminin sematik gosterimi. Grafikte siyah egri kontrol
grubu olan E. coli E-15 i, kirmiz1 egri ise W-1 faj1 ile enfekte edilmis bakterileri gostermektedir. Her
bir grafikte renkli elmaslar (#) ile isaretlenen noktalar, ilgili egrilerin merkezlerini temsil etmektedir.
Grafikler, zaman (saat) ve optik yogunluk (OD) degerleri arasindaki iliskiyi gostermektedir

s conrel B, eoli EC sl E, coli EC

# phage

it 1.9 (MOI‘ 0 I) 02 # phage W-1-9 (MO]: l)

0.1 ! L L L L L
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Sekil 29. E. coli EC bakterisinin biiylime egrileri ve W1-9 faj1 ile farkli enfeksiyon

oranlarinda (MOI: 0.1, 1 ve 10) etkilesiminin sematik gosterimi. Grafikte siyah egri kontrol
grubu olan E. coli EC'yi, kirmiz1 egri ise W1-9 faj1 ile enfekte edilmis bakterileri gostermektedir. Her
bir grafikte renkli elmaslar (#) ile isaretlenen noktalar, ilgili egrilerin merkezlerini temsil etmektedir.
Grafikler, zaman (saat) ve optik yogunluk (OD) degerleri arasindaki iliskiyi gostermektedir.
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Sekil 30 E. coli E-57 susunun biiyliime egrileri ve W-8 faji ile farkli enfeksiyon
oranlarinda (MOI: 0.1, 1 ve 10) etkilesiminin sematik gosterimi. Grafikte siyah egri kontrol
grubu olan E. coli E-57'yi, kirmiz1 egri ise W8 faj1 ile enfekte edilmis bakterileri gostermektedir. Her
bir grafikte renkli elmaslar (#) ile isaretlenen noktalar, ilgili egrilerin merkezlerini temsil etmektedir.
Grafikler, zaman (saat) ve optik yogunluk (OD) degerleri arasindaki iliskiyi gostermektedir.
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Sekil 31. E. coli EC, E. coli E-15 ve E. coli O157:H7 suslarinin biiyiime egrileri ve H-
1, MOI:1 ve MOI:10 da Fak-2 ve H-3 fajlari etkilesimini gosteren biiyiime egrilerini
gostermektedir. Sol iist grafik: E. coli EC susunun kontrol grubu (siyah egri) ve H-1 faji ile MOI:1
de faj enfeksiyonu (kirmiz1 egri) gosterilmektedir. Sag st grafik: E. coli EC susunun kontrol grubu
(siyah egri) ve H-1 fajiile MOI:10 de (kirmuzi egri) gosterilmektedir. Sol alt grafik: E. coli E15 susunun
kontrol grubu (siyah egri) ve FAK-2 faj1 ile MOI:1 oraninda enfekte edilmis durumu (kirmizi egri)
gosterilmektedir. Sag alt grafik: E. coli O157:H7 susunun kontrol grubu (siyah egri) ve H-3 faji ile
MOI:1 oraninda enfekte edilmis durumu (kirmizi egri) gosterilmektedir.

93



09~ 09r

08

07|

06

05

oD

+ conwol £, coli EC ssiniol E. colil EC

4 phage
-2 (MOL: 0,1)  oaf *ae T 1.2 (MOI: 10)

E. coli EC

+ control

e W=2 (MOL:0,1)

# prage W=3 (MOI:1)

Sekil 32: Sol iist grafik: E. coli EC susunun bilylime egrisi (siyah) ve T1-2 faji ile
MOI:0.1 enfeksiyon oraninda ¢ogalma egrileri (kirmizi). Sag iist grafik: E. coli EC susunun
¢ogalma egrisi (siyah) ve T1-2 bakteriyofaji ile MOI:10 enfeksiyon oraninda ¢ogalma egrisi (kirmizi).
Sol alt grafik: E. coli O157:H7 bakterisinin biiylime egrisi (siyah) ve W-3 bakteriyofaji ile MOI:1
enfeksiyon oraninda gogalma bilyiime egrisinin (kirmizi) Sag alt grafik: E. coli EC bakterisinin biiyiime
egrisi (siyah) ve W-2 bakteriyofaji ile MOI:0.1 enfeksiyon oraninda ¢ogalma egrisi (kirmizi) olarak
goriilmektedir.
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Sekil 33. E. coli EC, E. coli 11A ve E. coli O157:H7 suslar ile K-2, BI, KH ve H-4

fajlar ile enfeksiyonunun biiylime egrileri. Sol iist grafik: E. coli 11A susunun biiyiime egrisi
(siyah) ve K-3 bakteriyofaji ile MOI:1 enfeksiyon oraninda biiylime egrileri (kirmizi). Sag ist grafik:
E. coli O157:H7 susunun biiyiime egrisi (siyah) ve B faji ile MOI:1 enfeksiyon oraninda biiyiime egrisi
(kirmizi). Sol alt grafik: E. coli O157:H7 susunun biiylime egrisi (siyah) ve KH faj1 ile MOI:1
enfeksiyon oraninda ¢ogalma egrisi (kirmizi). Sag alt grafik: E. coli O157:H7 susunun biiylime egrisi
(siyah) ve H-4 bakteriyofaji ile MOI:1 enfeksiyon oraninda ¢ogalma egrisi (kirmizi). Grafiklerde x
ekseni zamani (saat), y ekseni ise optik yogunlugu (OD) gostermektedir. Renkli elmas (#) isaretleri,
ilgili egrilerin merkez noktalarini temsil etmektedir. Grafikler, farkli bakteriyofajlarin E. coli suslari
iizerindeki bilylime inhibisyon etkilerini karsilagtirmali olarak gostermektedir.
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Sekil 34. E. coli suslarinin E. coli EC, E. coli 11A ve E. coli 0157:H7 K-2 ,BI, KH ve

H-4 fajlari ile etkilesiminin ¢ogalma egrileri. Sol iist grafik: E. coli 11A susunun biiyiime egrisi
(siyah) ve K-3 faj1 ile MOI:1 enfeksiyon oraninda ¢ogalma egrisi (kirmizi). Sag iist grafik: E. coli
0157:H7 bakterisinin bilyiime egrisi (siyah) ve BI bakteriyofaji ile MOI:1 enfeksiyon oraninda ¢ogalma
egrisi (kirmizi). Sol alt grafik: E. coli O157:H7 susunun biiyiime egrisi (siyah) ve KH faj1 ile MOI:1
enfeksiyon oraninda ¢ogalma egrisi (kirmizi). Sag alt grafik: E. coli O157:H7 susunun biiylime egrisi
(siyah) ve H-4 faj1 ile MOI:1 enfeksiyon oraninda ¢ogalma egrisi (kirmizi). Grafiklerde x ekseni zamani
(saat), y ekseni ise optik yogunlugu (OD) gostermektedir. Renkli elmas (#) isaretleri, ilgili egrilerin
merkez noktalarini temsil etmektedir.
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Sekil 35. E. coli EC susunun biiyime egrileri ve T-2 faji ile farkli enfeksiyon
oranlarinda (MOI: 0.1, 1 ve 10) biiyiime egrilerinin sematik gosterimi. Grafikte siyah egri
kontrol grubu olan E. coli EC'yi, kirmiz1 egri ise T-2 faji1 ile enfekte edilmis bakterileri gostermektedir.
Her bir grafikte renkli elmaslar (#) ile isaretlenen noktalar, ilgili egrilerin merkezlerini temsil
etmektedir. Grafikler, zaman (saat) ve optik yogunluk (OD) degerleri arasindaki iliskiyi gdstermektedir.
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Izole edilen tiim fajlarin MOI 1 de faj enfeksiyon kinetikleri incelendi (Tablo
16) ve en verimli olan fajlar se¢ildi. Secilen 12 adet fajin MOI 0,1, MOI 1, MOI 10’
da 5 farkli E.coli suslarina kars1 enfektivitesini ve terdpotik potansiyelini gésteren

sayisal veriler Tablo 15’ de gosterildi.
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Tablo 15. Centroid analizi verileri

Faj Ad1 MOI Cl
MOI:0,1 0.25
W1-9 EC MOI:1 0.39
MOI:10 0.42
MOI:0,1 0,16
T12 EC MOI:1 0.27
MOI:10 0.30
MOI:0,1 0.59
KS E-57 MOI:1 0.59
MOI:10 0.60
MOI:0,1 0,16
T-2EC MOI:1 0,12
MOI:10 017
MOI:0,1 0.36
W-2 EC MOI:1 0.24
MOI:10 0.59
MOI:0,1 0.45
W-1E-15 MOI:1 0.42
MOI:10 0.54
MOI:0,1 0.56
W-8 E-57 MOI:1 0.59
MOI:10 0.67
MOI:0,1 0.51
W-3 O157H7 MOI:1 0.53
MOI:10 0.70
MOI:0,1 0.48
K-3 O157H7 MOI:1 0.48
MOI:10 0.75
MOI:0,1 0.41
K-1 O157H7 MOI:1 0.42
MOI:10 0.80
MOI:0,1 0.35
C-1 0157H7 MOI:1 0.26
MOI:10 0.41
MOI:0,1 0.04
H-1EC MOI:1 0,16
MOI:10 0.06
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Tablo 16. Centroid analizi verileri

Faj Adx MOl Cl
KS-1EC MOI:1 0,10
KS-2 0157H7 MOI:1 0,108
KS -2 EC MOI:1 -0.2
KS-2 11A MOI:1 0.37
KS-4 O157H7 MOI:1 0.25
KS-5 O157H7 MOI:1 0.51
LC-0157H7 MOI:1 0,18
K-2 11A MOI:1 0,07
H-2 0157H7 MOI:1 0.44
H-3 0157H7 MOI:1 0.52
H-4 O157H7 MOI:1 0.51
T-3 0157H7 MOI:1 0,11
FAK-2 O157H7 MOI:1 0.45
FAK-2 E-15 MOI:1 0.38
KH 0157H7 MOI:1 0,19
Bi0157H7 MOI:1 0.45
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Calismada, farkli MOl seviyelerinde (0,1, 1 ve 10) fajlarin enfeksiyon etkinligi
CI degerleri ile yorumlandi. Tablo 15 ve Tablo 16’da gosterilen CI degerleri, fajlarin
bakteriyel biiyiimeyi inhibe etme etkinligini gostermektedir. K-1 fajimin, E.coli
O157:H7 susuna kars1 enfeksiyon etkinligine bakildiginda CI degeri MOI arttikga
diizenli bir sekilde artmig ve MOI: 10°da en yiiksek CI degeri (0.80) elde edildi. Bu
faj, tim MOI degerlerinde etkili olup, 6zellikle yiiksek MOI’de en etkili faj oldugu
tespit edildi.

K-3 faj1, E.coli O157H7 susuna kars1 MOI: 0,1 (0.41) ve MOI: 1’de (0.42) sabit
bir CI degeri gosterdi, ancak MOI: 10°da belirgin bir artisla yiiksek bir CI degeri (0.75)
elde edildi. Yiiksek MOI’de oldukga etkili bir fajdir. W-3 faj1 E.coli O157:H7 susuna
kars1 MOI: 0,1 (0.51), MOI: 1 (0.53) ve MOI: 10 (0.70) degerleri ile MOI arttik¢a
diizenli bir sekilde artis gosterdi ve MOI: 10°da yiiksek bir CI degeri elde edildi. Tiim
MOI degerlerinde etkili bir faj olarak degerlendirildi.

W-8 faj1, E.coli E-57 susuna kars1 MOI: 0,1 (0.56), MOI: 1 (0.59), MOLI: 10
(0.67) degerlerinde, MOI arttik¢a diizenli bir sekilde CI artis1 gdstermis ve MOI: 10°da
yiiksek bir CI degeri elde edildi. KS faji, E.coli E-57 susuna karst MOI: 0,1°de CI
degeri 0.59 olup, diisik MOI seviyesinde bile basarili bir enfeksiyonla yiiksek
inhibisyon etkisi gosterdi. MOI: 1°de CI degeri 0.59, MOI: 10°da ise 0.60 olarak tespit
edildi. KS faji, tiim MOI seviyelerinde basarili bir enfeksiyon gergeklestirmis olup,
MOI artisiyla CI degerinde anlamli bir degisiklik gézlenmedi.

W-1 faj1, E.coli E-15 susuna kars1 MOI: 0,1 (0.45), MOI: 1 (0.42), MOLI: 10
(0.54) degerleriyle artis egilimi gostermis ve MOI: 10°da en yiiksek CI degerine
ulasmistign goriildii. Ozellikle yiiksek MOI’de etkili bir fajdir. W1-9 faji, E.coli EC
susuna kars1t MOI: 0,1°de CI degeri 0.25, MOI: 1°de 0.39, MOI: 10°da 0.42 olarak
hesaplandi. W1-9 faji, tim MOI seviyelerinde bagarili bir enfeksiyon gerceklestirmis
olup ve MOI arttik¢a inhibisyon etkisinin yiikseldigi tespit edildi.

T1/2 faji, E.coli EC susuna kars1t MOI: 0,1°de CI 0,16, MOI: 1°de 0.27, MOL:
10’da 0.30 olarak tespit edildi. T1/2 faji, her MOI seviyesinde enfeksiyon
gerceklestirmis olmasina ragmen, CI degerlerinin diisiik olmasi nedeniyle inhibisyon

etkisi sinirh kaldig tespit edildi. T-2 faji, E.coli EC susuna kargt MOI: 0,1°de CI 0,16,
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MOI: 1’de 0,12, MOI: 10’da 0,17 olarak hesaplandi. CI degerlerinin diisiik olmasi

nedeniyle inhibisyon etkisinin sinirl oldugu goriildii.

W-2 faj1, E.coli EC susuna kars1 MOI: 0,1°de CI 0.24, MOI: 1’de 0.36, MOI:
10’da 0.59 olarak elde edildi. Tim MOI seviyelerinde basarili bir enfeksiyon
gerceklestiren W-2, yiiksek MOI diizeyinde belirgin bir inhibisyon artis1 gosterdi. H-
1 faj1, E.coli EC susuna karst MOLI: 0,1’de CI 0.04, MOI: 1’de C1 0,16, MOI: 10’da CI
0.06 olarak hesaplandi. Her ne kadar tiim MOI seviyelerinde enfeksiyon gerceklesmis
olsa da CI degerlerinin oldukca diisiik olmasi, sinirlt bir inhibisyonu isaret etmekte

oldugu goriildii.

Sonuglar incelendiginde, en etkili fajlar olarak E.coli O157:H7 susuna kars1 W-
3, K-3 ve K-1; E.coli E-57 susuna kars1 ise W-8 6n plana ¢iktig1 gozlendi. Bu fajlar
ozellikle yiiksek MOI seviyesinde (MOI 10) en yiiksek CI degerlerine ulasarak
bakteriyel biiyiimeyi etkili bir sekilde inhibe etmistir. Ayrica, KS fajinin diisiik MOI
seviyesinde dahi yiiksek performans gosterdigi tespit edildi.
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3.7. Fajlarin Farkh Sicakhk ve pH ortam Sartlarina Dayamkhhiklarinin
Belirlenmesi

Faj cogalma kinetik analizleri neticesinde, teropotik potansiyeli yliksek olarak
belirlenen bes fajin, farkli pH ortamlarinin (3,0 4,5, 6,3, 7,0, 8,5, 10) ¢ogalmalari

tizerindeki etkileri degerlendirildi.

— pH.7 K-1 O157H7 E09
1 = pH:3 K-1 O157H7 B09
e
_4_____,..—J"' pH:3 O157HT CONTROL A03
-
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— pH:4.5 K-1 O157H7 C09
pH:6.3 O157H7 CONTROL A10
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0D 600

04
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Sekil 36. Farkli pH kosullarinda (pH 3,0-10) K-1 fajlarinin E. coli O157H7 iizerine

inhibisyon etkisi. Yapilan deneyde; kontrol gruplari faj uygulanmayan E. coli kiiltiirlerini, faj
gruplar ise ilgili fajin MOI:1 oraninda uygulandigi E. coli kiiltiirlerini gostermektedir. Bakteriyel
iireme, spektrofotometrik olarak ODggo degerleri dlgiilerek 20 saat boyunca takip edilmistir.

Farkli pH degerlerinde bakteri kontrol gruplarinin biliylime egrileri
incelendiginde, diisiik pH'larda (pH 3,0 ve 4,5) bakterilerin ¢cok sinirli tireme gosterdigi
goriildii. Bu pH'larda gozlenen diisiik ODeoo degerleri, K-1 faj enfeksiyonundan degil,
asidik ortamin bakteriyel biiylimeyi engellemesinden kaynaklandigi diigiiniildii. Bu
nedenle diisik pH'lardaki faj enfeksiyon etkinligi degerlendirmesi yaniltici

olabilmektedir.

Faj enfeksiyonunun etkisine bakildiginda, 6zellikle pH 6,3 ve 8,5 gibi notre
yakin pH'larda faj uygulanmis E. coli O157:H7 E-15 gruplarinda belirgin bir lizis
gozlendi. Bu pH'larda ODeoo degerleri 0.2-0.4 aralifinda seyretmektedir. Bu durum,
K-1 fajinin bu pH araliginda etkili bir enfeksiyon gergeklestirdigini gosterdi. Buna
karsilik pH 6,3 ve 8,5'te bakteri kontrol gruplar1 normal iireme gozlendi. Bu pH'larda
K-1 faji uygulanmis gruplardaki ODsoo diistisleri gercek faj aktivitesini yansittigi tespit
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edildi. Dolayisiyla faj etkinligi degerlendirmesi i¢in bu pH araligi daha giivenilir

sonuglar sundugu belirlendi.

= pH:3 W-1 E-15 BO7

— pH:4.5 O157H7 CONTROL E12
pH:4.5 W-1 E-15 CO7

— pH:63 W-1 E-15 DOT

— pH:8.5 E-15 CONTROL FO1
Blank pH:3 HOT

— pH:10 W-1 E-15 GO7

— pH:4.5 E- 15 CONTROL F12
pH:6.3 E-15 CONTROL A12

— pH:6.3 O157H7 CONTROL A10

— pH:¥ E-15 CONTROL H11
pH:7 W-1 E-15 EO7

— pH:8.5 W-1 E-15 FO7

0.8

0,6

0D 600

04
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Zaman (Saat)

Sekil 37. Farkli pH kosullarinda (pH 3,0-10) W-1 fajinin E. coli E-15 {izerine
inhibisyon etkisi.

E. coli E-15, pH 6,3-7,0 araliginda en hizli ve yiiksek seviyede iireme gosterdi.
Asidik (pH < 6,0) ve bazik (pH > 8,0) ortamda bakteri iremesi genel olarak daha yavas
ve sinirli kalmaktadir. En belirgin faj inhibisyonu, E.coli’nin optimum iiredigi pH 6,3
-7,0 araliginda gozlendi. Bu pH degerlerinde faj, E. coli iiremesini 6nemli 6lgiide
baskilamis; ODeoo degerleri kontrol gruplarina kiyasla belirgin sekilde diisiik (6rnegin
0,2-0,4 civan) seyrettigi goriildii. pH degerleri asidik ya da bazik yonde uglara gittikce
(pH < 6,0 veya pH > 8,0), fajlarin inhibisyon kapasitesinde azalma goriildii.
Uygulamada, nétre yakin ortamlar bakteriyel enfeksiyon kontroliinde faj tedavisinin

daha verimli oldugu goriildii.
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— pH:6.2 11A CONTROL A0
— pH:85T-1 11AF11

pH:10 T-1 11AG11
— pH:3 11A CONTROL AQ4
= pH:3T-111AB11

pH:4.5 114 CONTROL D12
— pH45T-111ACT1

o8 — pH®3T-111AD11
pH:T 11A CONTROL HO8
— pH:8.5 11A CONTROL C01
Blank pH:3 HO7
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o
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Sekil 38. Farkli pH kosullarinda (pH 3,0-10) T1-2 fajinin E. coli 11A {izerine
inhibisyon etkisi.

Asidik ve bazik u¢ pH degerlerinde bakteriyel lireme daha yavas ve daha diistik
seviyelerde oldugu tespit edildi. Faj uygulanan gruplarda bakteriyel lireme onemli
olciide inhibe edildigi gozlendi. Inhibisyon etkisi pH kosullarina gore farklilik
gostermektedir. pH 6,5-7,0 araligi optimum inhibisyon i¢in en uygun aralik olarak

goriilmekte olup, 6zellikle pH 7,0 civarinda en etkili sonuclar elde edildi.

W1-9

— pH:10 W/1-9 EC G02

— pH:3 W/1-9 EC BO2
pH:4.5 EC CONTROL C12

— pH:A4.5 W/1-9 EC C02

— pH:6,3 EC CONTROL AO8
pH:6.3 W/1-9 EC D02

— pH:B.5 Wy1-9 EC FO2

08
— pH:8.5 EC CONTROL B0
Blank pH:3 HO7
= pH:3 EC CONTROL AQ2
— pH:7 'Wy1-9 EC E02
o 06
f=1
=l
[=]
(=]
04
02

0 3 [ 9 12 15 18

Zaman (Saat)

Sekil 39. Farkli pH kosullarinda (pH 3,0-10) W1-9 fajinin E. coli EC {izerine
inhibisyon etkisi.
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Elde edilen biiyiime verilerine gore pH 6,3 ve pH 7,0 gibi E. coli EC’nin
optimuma yakin iiredigi degerlerde, W1-9 faj1 kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha diisiik
ODesoo degerlerinde (0,2-0,4/bazen 0,5 civarinda) kaldig: belirlendi.

pH 4,5 veya pH 8,5 gibi ortalama asidik/bazik kosullarda da kontrol grubuna
gore kayda deger bir azalma gozlendi; ancak inhibisyon, pH 6,3—7,0 araligindaki kadar
carpict degildi. Ug degerler olan pH 3,0 veya pH 10’da bakteri iiremesi zaten kisith
oldugu i¢in faj etkisinin farki grafikte daha az goriildii yine de W1-9 uygulanan gruplar
cogunlukla kontroliin altinda kalmay siirdiirdii ve W1-9 faji, 6zellikle pH 6,3—7,0 gibi
bakterinin de hizli cogaldig1 aralikta en etkili inhibisyonu sergiledigi tespit edildi

— pH:10 W/8 E-57 G04

— pH:3 E-57 CONTROL A0S
pH:3 W/8 T-57 BO4

— pH:4.5 E-57 CONTROL G12
pH-4.5 W/8 E-57 C04
pH:6.2 E-57 CONTROL A11

— Blank pH:2 H03

— pH:3 E-57 CONTROL A06
pH:7 E-57 CONTROL H10

— pH:7 W/8 E-57 E04
pH:8.5 E-57 CONTROL EO1
pH:8.5 W/8 E-57 FO4

08

0.6

0D 600

0 5 10 15 20

Zaman (Saat)

Sekil 40. Farkli pH kosullarinda (pH 3,0-10) W-8 fajinin E. coli E-57 iizerine
inhibisyon etkisi

Sekilde gosterilen egriler incelendiginde; pH 6,3-7,0 araliginda E. coli E-57
kontrol gruplar1 en yliksek ODsoo degerlerine (0,8-1,0) ulasti. pH 4,5 (asidik) ve pH
8,5 (bazik) kosullarda orta diizeyde tireme gergeklesirken pH 3'te bakteriyel lireme
oldukca sinirlt kaldigr goriildii. pH 4,5 ve pH 8,5'te fajin orta diizeyde inhibisyon etkisi
gozlendi. pH 3'te bakteriyel lireme zaten diisiikk oldugundan inhibisyon etkisi ¢ok

belirgin olmadig1 goriildii.

W-8 faj1 en etkili inhibisyonu pH 6,3-7,0 araliginda gosterdi. Notr pH'ya yakin

degerler hem faj aktivitesi hem de bakteri kontrolii i¢in optimum oldugu tespit edildi.
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Faj cogalma kinetik analizleri neticesinde, teropotik potansiyeli yiiksek olarak
belirlenen bes faj, 60 dakika boyunca 30°C, 40°C, 50°, 60°C, 70°C olmak {izere farkli
sicakliklara maruz birakildiktan sonra dayanikliliklarina iliskin olarak petri tizerindeki

litik alanlar Sekil 41” de gosterildi.

Sekil 41. Fajlarin farkli sicaklik sartlarinda spot test ile litik aktivitelerinin gosterimi

Fajlarin termal stabilitesine bakildiginda K-1 ve T1-2 fajlar1 en fazla 40° C de
aktifligini koruyabilirken,W1-9 faji 50° C de W8 ve W1 fajlarida 60°C de litik

aktivitesini devam ettirebildigi gozlendi.
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3.8. Fajlarin PZR ile Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda izole edilen toplam 27 adet faj, molekiiler karakterizasyon
amaciyla PZR metodu kullanilarak genomik diizeyde incelendi. DNA ekstraksiyon
isleminin ardindan, viral familyalara 6zgii spesifik genler hedeflenerek tiplendirme
gerceklestirildi. Faj JKO06 i¢in spesifik primerler ile herhangi bir pozitif sonug elde

edilemedi. Ayrica mevcut primerler kullanilarak 4 adet faj tiplendirilemedi.

Tablo 17° de, her bir fajin molekiiler karakterizasyonu ve tiplendirme sonuglari

listelendi.
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Tablo 17. izole edilen fajlara ait molekiiler karakterizasyon bulgular

Faj Numara Molekiiler Karakterizasyon (PZR)
1 W1-9 Tiplendirilemedi
2 T1/2 T-4 like
3 K-1 T-4 like + Mzia
4 K-2 T-4 like
5 K-3 T-4 like
T-4 like
6 KS-1 Mzia
KS-2 T-4 like
8 KS-3 T-4 like
9 KS-4 T-4 like
10 KS-T57 T-4 like
11 H-1 RAPD-PZR
12 H-2 T-4 like
13 H-3 T-4 like
14 H-4 T-4 like
15 Fak-2 RAPD-PZR
. T-4 like
16 BI Mzia
17 LC-1 Tiplendirilemedi
T-4 like
18 1 Mzia
19 T2 T-4 like
T-4 like
20 W= Mzia
T-4 like
21 W-2 T-7 like
T-4 like
22 w-3 T-7 like
T-7 like
23 w8 Mzia
24 KH RAPD-PZR
25 KS-5 Tiplendirilemedi
26 Fak-1 Tiplendirilemedi
27 T-3 T-4 like
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L1 2 34 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Sekil 42. Myoviridae (T4 benzeri fajlar) i¢in g23 primerleri ile yapilan PZR’ye ait jel
gorintiisii L:3 Kb Ladder Goriintiide pozitif 1, 3, 4, 5, 6, 8, 11, 12, 17, 20, 22, 24, 27,
29, 30, 31, 32, 33, 35, 37 numarali orneklerde 450 bp uzunlugunda bantlar
goriilmektedir.

100 bp

500 bp M

1000 bp

G/ARE SO S 101812 551381 4881 SENT 6151 7881 R 1980 22 23 L

Sekil 43. Myoviridae (T4 benzeri fajlar) i¢in g23 primerleri ile yapilan PZR ‘a ait jel
goriintiisii. L:3 Kb Ladder Goriintiide pozitif 1, 2, 3, 5, 13 numarali 6rneklerde 450
bp uzunlugunda bantlar goriilmektedir.

PZR analizlerinde dort farkli viral familya icin spesifik primerler kullanildi.
Siyanomiyoviriisler (T7 benzeri fajlar) icin g20 primerleri se¢ildi; bu primerler portal-
vertex-kapsid protein genini hedefleyerek yaklagik 600 bp uzunlugunda bir amplikon
elde edilmesini sagladi. Myoviridae (T4 benzeri fajlar) igin ise g23 primerleri

kullanildi; bu primerler ana kapsid protein genini ¢ogaltarak PZR iiriinleri elde edildi.
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500 bp

1000 bp

EERlEs 200 3 ASE 5 R 6 R eS 8 SR ORI O 15152 =1 38 A5 Rl 6 &1/ 1 8|

Sekil 44. Fajlarin (T-4 like ) g23 primerlerine ait familya spesifik PZR reaksiyonu jel
elektroforez goriintiisii L:3 Kb Ladder Jel goriintiisiinde 1, 2, 3,4, 5, 6,9, 10, 11, 12,
14, 15, 17 ve 18 numarali 6rnekler pozitif olup 450 bp uzunlugunda bantlar
gbzlemlendi.

500 bp
i- -

1000 bp

BN dE o 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20, 21 22 23 24. 25 26 27

Sekil 45. Mzia (T-4 like) primerlerine ait PZR reaksiyonu jel elektroforez goriintiisii
L:3 Kb Ladder Jel goriintiisiinde, pozitif sonug veren 4, 6, 9, 12, 14 ve 15 numarali
orneklerde 650 bp uzunlugunda belirgin bantlar gézlemlendi.

-—
500 bp

1000 bp

AR URSSE 6T 8 0 100 11 1R 1314015 16 1751809 20/ 21 22 23¢ 2442526227

Sekil 46. g20 (T-7 like) primerlerine ait familya spesifik PZR reaksiyonu jel
elektroforez goriintiisii L:3 Kb Ladder Jel goriintiisiinde, pozitif 3, 34 ve 35 numarali
orneklerde 450 bp uzunlugunda belirgin bantlar gézlemlendi.
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3.9. RAPD-PZR

RAPD-PZR reaksiyonu ile incelenen fajlar arasindaki genetik gesitlilik ve
varyasyonlar P1 primeri kullanilarak RAPD-PZR belirlendi. Jel iizerinde goriilen

bantlar, farkli DNA parcalarinin amplifikasyonunu temsil etmektedir. Jel goriintiisti

Sekil 47, Sekil 48 ve Sekil 49° da verildi.

3000 bpm—

EE S 2 S BN ASES S 6oty S BSOSO S T 1R 2 ¥4 370 451 5 F=S

Sekil 47. P1 primerine ait RAPD-PZR jel elektroforez goriintiisii L:3 Kb Ladder, 1:
BI, 4: C1, 6: FAK2, 7: H-1, 8: H-2, 9: H4, 12:KH, 14: KS fajlarina ait bant desenleri

7 8RO 1 01112 S 381 4881 SE 651 e [

3000 bp v -

Sekil 48. P1 primerine ait RAPD-PZR jel elektroforez goriintiisii M:3 Kb Ladder
1-17: W3, 2: B, 4: C1, 6-7: W8, 9: Fak 2, 11:H-2, 13:KH, 15: W-2 fajlarina ait bant
desenleri
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Sekil 49. P1 primerine ait RAPD-PZR jel elektroforez goriintiisii L:3 Kb Ladder,
5: H-1, 8: H-4, 10: K-1, 12:KS, 15:T1/2, 17: W1, 18:W8 fajlarna ait bant desenleri

Jel goriintiilerinde ¢ok sayida farkli bant desenleri gozlemlendi. Siitunlar
arasindaki bant desenlerinin farkliligi, fajlar arasindaki genetik varyasyon oldugunu
gosterdi. Bazi siitunlarda benzer bant desenleri goriildii, bu durumda bu fajlarin

genetik olarak daha yakin oldugu tespit edildi.
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3.10. Faj Genom Sekans Analizi

W-1, W-1/9, W8, K-1, T1/2 fajlarinin genomuna ait genel 6zellikler Tablo 18
'de sunuldu. Genom analizleri neticesinde tiim fajlarin ayn1 aileye ait oldugu tespit
edildi. Gen Bank niikleotit veri tabaninda yliksek benzerlik gosterdigi fajlar Tablo 19’
da sunuldu. En yakin benzerlik gésteren fajlarin, uzunluklart 44.890 ile 51,000 bp
arasinda degisen dogrusal bir ¢ift sarmalli DNA genomuna sahip oldugu tespit edildi.

Fajlarin GC orani ise sirastyla W1 icin %54,60; K-1 i¢in %54,63; T1/2 i¢in
54,67; W1/9 i¢in %54,55; W8 i¢in %54,67 olarak belirlendi (Tablo 18). Faj terminaz
kiigiik alt birimi, faj terminaz biiyiik alt birimi, faj portal proteini ve faj major kapsid
proteinleri ve kuyruk proteinlerini kodlayan CDS'ler, incelenen 5 kolifaj genom
dizisinin tamaminda tanimlandi. Bu genler, genel bir gen siralamasiyla ayni korunmus

genom yapisini sergiledigi gortildii.

Genom anotasyonlari sonucunda; K1 fajinda 62, W1 fajinda 58 ve W1/9
fajinda 60 CDS tahmin edildi. CDS lerin sirasiyla 13’1, 14’ ve 13’4 varsayimsal
proteinler olarak tahmin edildi Benzer sekilde, T1/2 ve W8 fajlarinin herbirinde 71
CDS tahmin edildi, bu genlerden sirasiyla 17 ‘si ve 13 “ii varsayimsal protein olarak

smiflandirildi ve Pharokka verileri (Bkz. EK-A) belirtildi.

Tablo 18.Faj genomlarinin taksonomik tanimlamasi ve genomik 6zellikleri

St P o cos e il AR wa G e
W1 44204 150 54,60 58  Caudoviricetes Hayir Hayir  Hayir Hayir Virulent
K1 44492 150 54,63 62 Caudoviricetes Hayir Hayir  Hayir Hayir Virulent
T1/2 44888 150 54,67 71 Caudoviricetes Hayir Hayir  Hayir Hayir Virulent
W1/9 44402 150 54,55 60 Caudoviricetes Hayir Hayrr  Hayir Hayir Virulent
W8 44098 150 54,67 71 Caudoviricetes Hayir Hayir  Hayir Hayir Virulent
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Sekil 50. Faj W-1"in genomik haritasi. Harita Proksee ile olusturuldu.
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Sekil 51. Faj W 1/9” un genomik haritasi. Harita Proksee ile olusturuldu.
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Sekil 52. Faj K-1’in genomik haritasi. Harita Proksee ile olusturuldu
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Sekil 53. T 1/2’nin genomik haritas1. Harita Proksee ile olusturuldu
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W cbs

Sekil 54. W8’nin genomik haritasi. Harita Proksee ile olusturuldu.

Tahmin edilen CDS’ler yapisal proteinleri (ana kapsid, taban plakasi ve kuyruk
lifi), konak lizisini (endolizin, holin ve spanin) ve diger islevleri (DNA
replikasyonu/transkripsiyonu, onarim/paketleme proteinleri) kodladig tespit edildi ve
her bir faj igin ¢izilen sirkiiler genomik haritalarda tahmin edilen proteinler Sekil 50,
Sekil 51, Sekil 52, Sekil 53, Sekil 54’te gorsellestirildi. Ayrica bes fajinda genom
yapilarinda gp2.5 ss DNA baglanma proteinine sahip oldugu belirlendi. Tiim faj
genomlarinda istenmeyen (antimikrobiyal direng, viriilans, toksinler, mobil genetik

element) 6zellikleri kodlayan hicbir gen tespit edilmedi.

Lizis genleri olarak, tiim fajlar, konak¢inin enfeksiyonu sirasinda bakteri hiicre
duvarinin pargalanmasindan sorumlu proteinler olan endolizinlere ve holinlere sahip

oldugu goriildi. Ayrica W1, W8, W1/9 fajlarinda da RS-like spanin proteini belirlendi.

Ayrica, higbir genomda integraz, veya tRNA geni tanimlanmadi. Faj W1'de
anti-CRISPR savunma sistemi proteinine rastlandi. Ayrica, tiim faj genomlarinda faj
ekzoniikleazlar1 tanimland1 ve her bir faj i¢in bu ekzoniikleazlar1 kodlayan CDS’ler
belirlendi. Bununla birlikte, hi¢bir faj genomunda bir integrazi kodlayan gen tespit

edilmedi. Bu durum, fajlarin litik donglide aktif ve virulan oldugunu, dolayisiyla
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konak hiicre genomuna entegre olmadigini gostermektedir. Ayrica Phage Scope
tizerinde yer alan Graphage araciligi ile tarafindan bes faj i¢in de viriilan oldugu

dogrulandi.
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Sekil 55. Tahmin edilen protein siiflarinin dagilimi. Gorsel Phagescope ile
olusturuldu.

Faj genomlar1 boyunca tahmin edilen varsayimsal proteinlerin dagilimi
incelendiginde; virion morfogenezi (yesil), DNA paketlenmesi ve replikasyonu (mor
ve acik mavi), lizis (kirmiz1), enfeksiyon (mavi) ile varsayimsal proteinlere (turkuaz)

ait genlerin olusturdugu belirgin bir modiiler organizasyon gozlemlendi.

Genomik analizler sonucunda dagilim olarak; K-1 faji genomunun %4,35’inin
savunma, %?2,17’sinin diizenleyici, %10,7’sinin lizis, %38,7’sinin paketleme,
%10,8’inin replikasyon, %15,22’sinin morfogenez, %19,57’sinin enfeksiyon ve
%28,26’s1n1n varsayimsal proteinlerden olustugu belirlendi. Benzer sekilde, T1/2 faj
genomunun %4 savunma, %2 diizenleyici, %10 lizis, %8 paketleme, %12 replikasyon,
%14 morfogenez, %16 enfeksiyon ve %34 oraninda varsayimsal protein icerdigi

tahmin edildi.
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W8 fajinda bu oranlar sirasiyla %6,38 savunma, %2,13 diizenleyici, %10,64
lizis, %8,51 paketleme, %10,64 replikasyon, %14,89 morfogenez, %19,15 enfeksiyon
ve %27,66 varsayimsal protein olarak hesaplandi. W1 fajinin ise %2,63 savunma,
diizenleyici gen icermeyen (%0), %7,89 lizis, %10,53 paketleme, %7,89 replikasyon,
%15,97 morfogenez, %18,42 enfeksiyon ve %36,84 oraninda varsayimsal protein
tagidig1 tahmin edilmistir. Son olarak, W1/9 faj genomunun %4,17 savunma, %2,08
diizenleyici, %10,42 lizis, %10,42 paketleme, %38,33 replikasyon, %16,67
morfogenez, %20,03 enfeksiyon ve %27,08 varsayimsal protein oranina sahip oldugu

belirlendi.

Coklu NGS genom karsilastirmalart yoluyla 5 kolifajin taksonomik
simniflandirmast yapilmistir. ICTV yoOnergelerine gore, faj ailesi, alt ailesi ve cinsi

genom benzerligine dayali olarak tahmin edilmistir. Sonuglar Tablo 19’ da gosterildi.

Tablo 19.Fajlarin taksonomik 6zellikleri

Blast Sonucu En

Omekcady PSRNy orgaama 0 T

g Genbank ID g y

K_1 44k Escherichia phage KS_S9 PP920551 93% 93.56%

K_1 51k Shigella phage SH6 KX828710 93% 92.97%

T1/2_44k Escherichia phage KS_S9 PP920551 95% 93.70%
Escherichia phage 0 0

T1/2_51k VB_ EcoS._ Chapo MT682715 93% 92.43%

W8_44k Escherichia phage KS_S9 PP920551 97% 93.70%
Escherichia phage o o

W8_51k VB_ EcoS._ Chapo MT682715 92% 93.22%

W1_44k Escherichia phage slur05 LN881730 88% 92.13%
Escherichia phage o o

W1_51k VB_EcoS_Chapo MT682715 93% 93.22%

W1/9_44k Escherichia phage KS_S9 PP920551 %93 %93.70

W1/9_51k Escherichia phage MT682715 %92 93.22%

vB_EcoS_Chapo
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4. TARTISMA

Bakterilerde antimikrobiyal direncin ortaya ¢ikmasi ve kiiresel olarak
yayllmasi, insan ve hayvanlarda bulasici hastaliklarin tedavisinde mevcut
antibiyotiklerin etkinligini hizla sinirlamaktadir (Prestinaci ve ark 2015, WHO 2018).
Neonatal buzag: ishali, sigir endiistrisinde dnemli bir saglik sorunu olarak One
¢ikmakta ve genellikle E. coli ¢esitli patotiplerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, Shiga
toksini iireten E. coli (STEC) ve enterotoksijenik E. coli (ETEC) gibi hibrit suslarin
tespit edilmesi, bu suslarin potansiyel halk sagligi etkileri konusunda endiseleri

artirmaktadir (Aref ve ark 2018; Kolenda ve ark 2015).

Buzagilarda ¢oklu ilaca direngli E. coli suslarinin ortaya ¢ikmasi, veteriner
saha uygulamalarinda tedavi yaklagimlarinin dikkatli bir sekilde izlenmesini ve
antibiyotiklerin akilci kullanimini zorunlu kilmaktadir (Feuerstein ve ark 2021).
Antimikrobiyal direncteki hizli artis, klasik antibiyotik tedavilerinin etkinligini nemli
Olciide azaltmakta ve bu durum, faj terapisi gibi alternatif biyolojik yontemlere olan
ihtiyact giderek daha belirgin hale getirmektedir. Fajlarin konak¢iya ozgili etki
mekanizmalari, antibiyotiklere karsi gelisen direng sorunlarina karst daha hedefe
yonelik ve segici bir tedavi stratejisi sunmaktadir. Ancak, fajlarin bu 6zgiilliiglinden
tam anlamiyla yararlanilabilmesi icin, in vitro ortamda faj-konak¢i cogalma
dinamiklerinin ayrmtili olarak belirlenmesi gerekmektedir. Bu test siiregleri, hem
bireysel tedavi yaklagimlarinin basaris1 hem de yiiksek terapdtik etki gosteren fajlarin
genis koleksiyonlar arasindan secilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Kolenda ve

ark., 2024).

Bu caligmada, fajlarin bakterilerin bulundugu tiim ortamlarda yaygin olarak
bulunabildigi ve ekosistemlerin ¢cogunda bakteriyel ve arkeal konak hiicrelerinin
poplilasyon dinamikleri ile gelisimi tizerinde 6nemli rol oynadigi (Suttle 2005) bilgisi
temel alinarak, cesitli cevresel drneklerden faj izolasyonu gergeklestirilmistir. izole
edilen 27 fajin ¢ogalma kinetigi ve molekiiler karakterizasyonu detayli olarak
incelenmistir. Elde edilen bulgular, gevresel kaynaklardan izole edilen fajlarin,
enteropatojenik E.coli enfeksiyonlarina karsi potansiyel biyoterapdtik ajanlar olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Ayrica, bu fajlarin ¢ogalma kinetigi ve

molekiiler 6zelliklerinin ortaya konmasi, hem faj terapisi uygulamalarinin etkinliginin
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artirilmast hem de direngli bakteri suslarina karsi yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi acisindan katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alisma ile, neonatal buzagi ishallerinin etiyolojisinde rol oynayan farkli
virulens profillerine sahip 102 E. coli suslarmin dagilimi, patogenezisi ve bu suslara
kars1 litik aktivite gosteren fajlarin morfolojik, ¢ogalma, konakc¢i etkilesimi ve
genomik ozelliklerine dair bulgular ortaya konulmustur. Arastirmada, neonatal ishalli
buzagilardan izole edilen E. coli susunun viriilens gen profillerinin analizi
gerceklestirilmistir. Incelenen 102 E. coli izolatinin %43,1'inde (44 sus) en az bir
viriilens geni tespit edilmisdir. Elde edilen bulgular E. coli'nin viriilansinin toksin
tiretimi ve adezyon mekanizmalarinin kombinasyonuna dayandigini gosteren Awad ve

ark (2020) ve Belete ve ark (2022) yaptiklar1 ¢alismalar ile uyumludur.

Calisma kapsaminda izole edilen E. coli suslarinda, multipleks PZR metodu ile
(Stx1, Stx2, K99, F41, Intimin, STa) virulens genlerinin varligi arastirilmis olup Sta
geni %17,6, Stx1 geni %17,6 ve Stx2 geni %14,7 oraninda tespit edilmistir. K99 (F5)
fimbrial antijeni %10,8, intimin geni %4,9 ve F41 fimbrial antijeni %2 oraninda
belirlenmistir. Ok ve ark (2009) yaptiklari ¢alismada elde ettikleri STa (%18,9), Stx1

(%13,5) virulens gen oranlar ile benzerlik gostermektedir.

Patojenite agisindan degerlendirildiginde ise bu ¢alismada STEC suslar1 %29,4
orani ile predominant patotip olarak belirlenmistir. Fakih ve ark (2017) tarafindan
yapilan ¢alismada, ishalli buzagilarda, insanlarda ciddi hastaliklarla iligkili olan ¢esitli
STEC serotipleri tanimlanmistir. Bu ¢alismada izole edilen suslarin hem buzagilarda
hem de insanlarda enfeksiyona neden olma potansiyelini vurgulayan Stx1 ve eae gibi

viriilans genlerinin varlig1 gosterilmistir.

Calismada tespit edilen %10,8’lik ETEC ve %2’lik EPEC oranlari, Sobhy ve
ark (2020) ile Khawaskar ve ark (2022) tarafindan bildirilen ¢alismalarla uyumlu
olmakla birlikte, Giiler ve ark (2008) ve Oztriirk ve ark (2024) tarafindan yapilan farkli
cografi bolgelerde veya farkli metodolojiler ile yiiriitilen arastirmalarla
karsilagtirildiginda 6nemli diizeyde farkliliklar sergilemektedir. Konya ve gevresinde
yiiriitillen Giiler ve ark (2008) ¢alismasi ile bu tez ¢alismasi arasindaki farkliliklarin

ornekleme tarihleri ve mevsimsel degiskenlik gibi ¢cevresel faktorlere bagli olabilecegi
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diistiniilmiistiir. Yapilan bir caligmada E. coli patotiplerinin, diger hayvanlarla birlikte
ahirlarda ve toprak zeminde barindirilan buzagilarda daha yiliksek oranda tespit
edildigi, ayrica mevsimsel degisikliklerin E. coli patotiplerinin yaygmligin etkiledigi
ve yilin belirli donemlerinde daha yiiksek oranlarda gozlemlendigi bildirilmistir
(Chekole ve ark 2023). Bu calismada tespit edilen E. coli patotiplerinin dagilimindaki
farkliliklarin, c¢evresel kosullar ve oOrnekleme zamanlamasi gibi faktorlere bagh

degiskenlik gosterebilecegi diisliniilmektedir.

Cengiz ve Adigiizel (2020) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, E. coli
suslarinda Stx1 (%3,03), Stx2 (%9,09), STa (%21,21) ve eae (%15,15) genlerinin
varlig1 raporlanmigtir. Ayni arastirmada, F41 ve F5 genleri tespit edilmezken, ETEC
(F5 ve/veya F41 + STa) oraninin %51,5, EHEC (Stx + eae) oraninin %6,1, EPEC (eae)
oraninin %15,2 ve STEC (Stx + eae) oraninin %12,1 oldugu bildirilmistir. Sunulan bu
calisma ile Cengiz ve ark. (2020) verileri arasindaki farkliliklarin; 6rneklemenin
yapildig1 cografik bolge, c¢alisma gruplarinin klinik 6zellikleri, ¢evre kosullari ve
kullanilan metodolojik yaklasimlardan kaynaklanan bir c¢esitliligi yansittig
diisiniilmektedir. Bu durum, farkli cografyalarda ve farkli kosullar altinda E. coli
patotiplerinin  popiilasyon dinamiklerinin degisebilecegini, neonatal buzagi
ishallerinin kontrolii i¢in bdlgeye Ozgii siirveyans ve kontrol programlarinin

gelistirilmesi gerekliligini gostermektedir.

Ciftlik yonetimi uygulamalarinin E. coli suslarmin dagilimi {izerindeki
etkisinin incelendigi Engelen ve ark (2021) ¢alismasinda, E. coli 0157 ve O26
prevalansinin ¢iftliklerdeki yetistirme ve besleme uygulamalarindan etkilendigi rapor
etmislerdir. Arastirmacilar, daha yiiksek hijyen standartlarina ve daha iyi yonetim
uygulamalarina sahip ¢iftliklerde bu patojenik suslarin daha diisiik oranlarda
bulundugu, hayvan yetistirme ve besleme kosullarinin E. coli patotiplerinin
dagiliminda kritik bir rol oynadigini bildirmislerdir. Benzer sekilde, yapilan bir
derlemede, diyet ve barinma kosullar1 gibi ¢evresel faktorlerin ¢iftlik hayvanlarindaki
mikrobiyal popiilasyonlart 6nemli dlciide etkiledigi, dolayisiyla patojenik E. coli
suslarinin yayginligini da dogrudan sekillendirdigi bildirilmistir (Pakbin ve ark 2021).
Bu durum, hijyen ve yoOnetim uygulamalarinin iyilestirilmesinin, neonatal buzagi

ishallerinin kontroliinde 6nemli bir strateji olabilecegini gostermektedir.
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Belete ve ark (2022), buzagilardan izole edilen E. coli suslarinin %13’ {iniin
STEC olarak tanimlandigin1 ve Stx1 ile Stx2 viriilans genlerinin biiyiik oranda tespit
edildigini bildirmis olup, Browne ve ark (2018) geng buzagilarda STEC prevalansini
%20,3 olarak rapor etmistir. Bu bulgular sunulan ¢alismada elde edilen bulgulari
desteklemektedir. Bu yiiksek prevalans, buzagilarin STEC i¢in 6nemli bir rezervuar

olduguna isaret ettigi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada dikkat ¢eken diger bir bulgu ise, farkli patotiplere ait viriilens
genlerini eszamanli olarak tastyan hibrit/heteropatojen suslarin varligidir. Toplam 10
hibrit sus tespit edilmis olup, bunlarin 7°si STEC/ETEC, 1’1 ETEC/EPEC ve 2’si
STEC/ETEC/EPEC kombinasyonuna sahip oldugu bulunmustur. Patojenik E. coli
suglar1 lizerinde kapsamli ¢alismalar basladigindan beri, insan ve hayvan
enfeksiyonlarindan bazi hibrit ve hetero-patojenik suslar izole edilmistir (Santos ve
ark 2020). Bu konu ile ilgili yiiriitiilen arastirmalarda, hem STEC hem de ETEC igin
viriilans geni tasiyan hibrit E. coli suslarinin varlig1 gosterilmistir (Awad ve ark 2020,
Salama ve ark 2023). Yapilan baska bir calisma da Aref ve ark (2018) yenidogan
buzagilardan izole edilen E. coli suslar1 arasinda hibrit STEC-ETEC suslarini tespit
etmis, izolatlarin %15’inin Stx2 geni i¢in pozitif oldugunu ve bu hibrit suslarin

buzagilarda ishale katki saglayabilecegini bildirmistir.

Bu calisma kapsaminda bolgede Shiga toksin iireten STEC suslari ile birlikte
1stya dayanikli enterotoksin A (Sta) genini barindiran ETEC suslarinin 6nemli oranda
saptanmasi,  potansiyel olarak ciddi  klinik  sonug¢lar  dogurabilecegini
diisindiirmektedir. Algammal ve ark (2020) tarafindan gergeklestirilen calismada,
buzagilarda STEC/ETEC ve EPEC dahil olmak iizere hibrit E. coli suslarinin
saptandig belirtilmistir. Hibrit suslarin varliginin ve yayginlhiginin farkli patotiplerden
viriilans genlerinin horizontal gen transferi yoluyla edinilmesi ile agiklanabilecegi

distiniilmektedir.

E. coli genomunun dinamik bir yapiya sahip oldugu iyi bilinmektedir; bu
nedenle, hibrit ve hetero-patojenler muhtemelen ortaya ¢ikmaya devam edecektir ve
mevcut taninmis E. coli patotipleri kiimesini genisletecektir. Hibrit/hetero-patojenlerin
her zaman ebeveyn patotiplerinden daha viriilan olup olmadigini dogrulamak ig¢in

yeterli sayida yaymnlanmis veri bulunmamaktadir. Ancak bazi caligmalar hastalik
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prognozlarinin daha kotii olduguna isaret etmektedir (Bratoeva ve ark 1994, Kessler
ve ark 2015, Navarro-Garcia 2015, Ang ve ark 2016, Soysal ve ark 2016, Wijnsma ve
ark 2017). Ancak bu soru tiim hibrit/hetero-patojenik suslarda yeterince ele alinmamis
olup, bunlarin 6nemini daha iyi anlamak igin konak semptomatolojisi hakkinda

(Santos ve ark 2020) daha fazla bilgi gerekli oldugu diigiiniilmektedir.

Hem beseri hem de veteriner tibb1 i¢in en biiyiik zorluk, s6zkonusu patojenleri
hizli bir sekilde tespit etmek, ve yayilmalarini ve biiyilik salginlara (2011 Almanya
salginl) neden olmalarini engellemek olacaktir. Bu hibrit/hetero-patojenlerin
viriilansla iligkili faktorlerin yani sira ¢oklu ilag direnci genleri de tasiyabilecegi goz
ontinde bulunduruldugunda, bunlarin tanimlanmasi ve uygun kontrol altina alma
Onlemlerinin ele alinmasi aciliyet arz etmektedir. Hibrit suslarin varligi, hem viriilans
faktorlerinin birlesimi hem de antimikrobiyal direng profilleri agisindan endise verici
bir duruma yol agmaktadir. STEC suslari arasinda antimikrobiyal direng giderek artan
bir endise kaynagi haline gelmistir. Belete ve ark (2022) tarafindan yapilan ¢alismada
buzagilardan izole edilen E. coli suslarinda yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere

karsi ¢esitli derecelerde direng oldugu bildirilmistir.

Calisma kapsaminda elde edilen veriler; STEC/ETEC ve ETEC/EPEC dahil
olmak tizere E. coli’nin hibrit suslarmin yenidogan buzagilarda varoldugunu
gostermektedir. Sonuglar neonatal buzagi ishallerinin etiyolojisinde E. coli nin farkli
patotiplerinin ve hibrit suslarinin onemli rol oynayabilecegini diislindiirmekte,
hastaligin kontroliine yonelik siirveyans ve yonetim stratejilerinin gerekliligini

vurgulamaktadir.

Bu calismada, farkli ¢evresel Orneklerden izole edilen 27 bakteriyofajin,
neonatal ishalli buzagilardan elde edilen bes farkli E. coli susuna (O157:H7, EC, 11A,
E-15, E-57) karst enfeksiyon oranlar1 ve faj-konak¢i etkilesim dinamikleri
degerlendirilmistir. Onceki arastirmalarla tutarl olarak, cesitli kanalizasyon ve kentsel
nehir kaynaklarindan fajlarin basarili bir sekilde izole edilebildigi bildirilmektedir
(Elbahnasawy ve ark 2021, Fathy ve ark 2024). Ozellikle Shiga toksin iireten E. coli
(STEC) odakli caligmalarda, diski veya diski ile kirlenmis ortamlardan faj
izolasyonunun yaygin oldugu goézlenmistir (Amarillas ve ark 2017, Liao ve ark 2018).
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Bu bulgular, g¢evre kaynaklarmin faj izolasyonu acgisindan STEC gibi 6nemli

patojenlere karsi etkili fajlarin kesfinde potansiyel olusturdugunu gostermektedir.

Bu ¢alismada, izole edilen kolifajlarin konakg1 bakteriler tarafindan olusturulan
diren¢ mekanizmalarini agarak adsorbsiyon, enfeksiyon, ¢ogalma, konaker hiicre lizisi,
virion salinimi ve yeni konakg1 hiicrelerin yeniden enfeksiyonu gibi agamalarda etkin

oldugu gozlenmistir.

Bulgular, izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunun yalnizca tek bir E. coli susunu
enfekte edebildigini, ancak on tanesinin iki farkli E. coli susunu enfekte etme
yetenegine sahip oldugunu gdstermektedir. Farkli patotiplere karsi gergeklestirilen
litik aktivite incelemeleri sonucunda, ETEC-1 (EC) igin %29,6, ETEC-2 (11A) igin
%22,2, E-15 (EPEC+ETEC) i¢cin %14,8 ve E-57 (ETEC-3) i¢in %7,4’likk enfeksiyon
oranlar1 tespit edilmistir. Bu oranlar, izole edilen fajlarin ¢cogunlukla dar bir konak
araligina sahip oldugunu disiindiirmektedir; zira hiicre duvari yapisi ve restriksiyon
enzimlerinin varhigi gibi c¢esitli bakteriyel faktorler faj-konake¢i etkilesimini
belirlemede kritik rol oynamaktadir (Roucourt ve Lavigne 2009). Ayrica, ¢alismada
izole edilen fajlarin, konake yiizey reseptorleri ve faj baglanma mekanizmalarindaki
farkliliklar nedeni ile dar konakc¢i aralifina sahip oldugu diisiintilmektedir. Ayni
zamanda, bakteriyel faj direncinin bir¢ok farklt mekanizmaya dayanmasi nedeniyle,
pek cok fajin yalnizca belirli suslarin bir alt kiimesine ozgii etki gosterdigi
bilinmektedir (Hyman ve Abedon, 2010). Bu durumun, sunulan ¢alismada bazi

patotipler lizerinde daha siirh etki gézlenmesini aciklayabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada tespit edilen, birden fazla patotipi enfekte edebilen 10 fajin varligi,
farkli E. coli patotiplerine yonelik kombine tedavi stratejilerinin gelistirilmesi
agisindan 6nemli bir avantaj sunabilmektedir. Bu fajlarin iki farkli susu enfekte etme
kapasitesi, genis spektrumlu faj terapisi uygulamalarinda kullanilabilecek potansiyel

adaylar olduklarin1 géstermektedir.

Ayrica, izole edilen bakteriyofajlarin konak araliginin incelenmesi sonucunda,
toplam 27 izolat arasinda Shiga toksin tireten E. coli (O157:H7) susunda %69’luk
enfeksiyon oraninin gézlemlenmesi, bu serotipe kars1 6zellikle yiiksek bir litik aktivite

yetenegine sahip oldugunu gostermektedir.
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Fajlarin plak morfolojisi, faj izolasyon prosediirlerinin vazgeg¢ilmez bir pargasi
olmasinin yani sira, patlama boyutu, adsorpsiyon orani ve lizis siiresi gibi uygunluk
ozellikler (Chanishvili 2012, Abedon ve Katsaounis 2021, van Charante ve ark 2021)
ve belirli bir ortamdaki faj difiizyon hiz1 (Hyman ve Abedon 2009) dahil olmak tizere
faj fenotipik olgiimleri ile baglantilidir, hedeflenen bakterilere kars1 faj varligini ve
litik aktivitelerini gorsel olarak kanitlamaktadir. Bu yontem, tek bir 6rnekten izole
edilen bakteriyofajlarin biyogesitliligini géstermek agisindan hizli (de Jonge ve ark
2019) ve maliyet olarak uygun bir yol sunarak, faj izolasyonu ve karakterizasyonunu
iceren ileri analizler i¢in 6nemli bir temel olusturmaktadir (Jurczak-Kurek ve ark
2016).

Sunulan ¢alismada izole edilen W-1, W-2, W-8, KS E-57 ve T-2 fajlarinin
olusturdugu plaklarin (Sekil 8, Sekil 10, Sekil 11) gercek plak bolgesinden daha silik
bir dis bolgeye sahip oldugu gézlemlenmistir. izolasyon alanlarinda gozlenen bu yar
saydam (haleli) plaklar, ilgili fajlarin depolimeraz enzimi iirettigine isaret etmektedir
(Pires ve ark, 2016). Nitekim, depolimerazlarin varligi, polisakkarit matrisinin
bozulmasini ifade eden ve bakteri kiiltiirlerinde haleli berrak plaklarin olusumu ile

karakterize edilmektedir (Guo ve ark, 2017).

Bu calismada elde edilen bulgular, izole edilen fajlarin depolimeraz iiretme
yetenegine sahip oldugunu ve bu Ozelliklerinin, hem fajin bakteriyel konak¢iya
baglanmasini kolaylastirarak enfektivitesini artirabilecegini hem de antibiyotiklerin
etkinligini destekleyebilecegini gostermektedir. Dolayisiyla, calismada elde edilen
fajlarin depolimeraz aktivitesine sahip olmasi, bu fajlarin biyofilm olusturan veya
kapsiillii bakterilere karsi potansiyel biyoterapotik ajanlar olarak kullanilabilme

olasiligimi giiclendirmektedir.

Bu calismada izole edilen Miyoviridae fajlarinda ise daha kiiglik zon g¢apina
sahip plaklar goriilmiistiir. E. coli bakteriyofajlari i¢in plak 6zelliklerinde gézlemlenen
farkliliklar, 6nceki ¢aligmalarla uyumludur (Jamal ve ark 2015, Sjahriani ve ark 2021).
Bakteriyofajlar plak morfolojisi ve karakterizasyonu agisindan analiz edildiginde
boyut, morfoloji ve genomik organizasyon agisindan biiylik cesitlilik

gosterebilmektedirler (Hatfull ve Hendrix 2011, Doore ve Fane 2016).
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Bu calismada, bakteriyofajlarin viriilans karakterinin degerlendirilmesinde
optik yogunluk (OD) 6l¢iim yonteminin kullanilmasi, geleneksel yontemlere kiyasla
onemli avantajlar saglamistir. Kutter (2009) ve Adams (1959) tarafindan da belirtildigi
gibi, faj viriilansi; adsorpsiyon, enfeksiyon etkinligi, latent periyot siiresi, patlama
biiyiikliigii ve konak hiicre biiylime kinetigi gibi ¢ok sayida faktoriin etkilesimine bagl
olarak sekillenmektedir. Geleneksel olarak yaygin sekilde kullanilan spotting ve ¢ift
tabakali agar yontemleri, Ozellikle farkli faj ve bakteri kombinasyonlarmin
dinamiklerinin incelenmesinde simirli kalmaktadir (Kutter, 2009; Kropinski ve ark.,
2013). OD olgiim yontemi ise, sivi kiiltiirlerde faj-bakteri etkilesimini zamana bagl
olarak izleme imkani sunarak, hem daha hassas hem de kantitatif veri elde edilmesini
saglamistir. Bu yaklasim sayesinde, bu c¢alismada fajlarin bakteriyel biiyiime
tizerindeki etkileri daha ayrintili sekilde gozlemlenerek, farkli fajlarin viriilans

potansiyelleri karsilastirilabilmis ve teropotik olarak uygun fajlar se¢ilmistir.

OD olciimiine dayali mikroplaka deneyleri, faj tedavisinde MOI'nin
(multiplicity of infection) etkisini degerlendirmek ve optimal MOI'yi belirlemek
amactyla onceki caligmalarda basariyla kullanilmistir (Benala ve ark., 2021). Faj
enfeksiyonu sirasinda es zamanli olarak izlenen OD degisimleri, bakteriyel
cogalmanin kontrol altina alinmasinda etkili olan optimal faj dozunun belirlenmesine
olanak saglamaktadir. Ayrica, enfekte ve enfekte olmayan bakteri kiiltiirlerinin
karsilastirilmasi, tekil faj veya faj kokteyllerinin virlilansinin niceliksel olarak

degerlendirilmesinde Oonemli bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir (Storms ve ark.,
2020).

Bu calismada, faj kinetik Ol¢limlerinde deney sonunda elde edilen biiyiime
egrileri, optimum ve daha yiikksek MOI seviyelerine sahip kuyucuklarda ODeoo
degerinde ¢ok az artis oldugunu gostermistir. Bu bulgu, E. coli ¢ogalmasinin yeterli
litik aktiviteyle baskilandigini ve fajlarin etkili oldugunu ortaya koymaktadir. E. coli
kontrol gruplarinda ise ODsoo degerinin zamanla diizenli olarak arttig1 gézlenmis, bu
da bakterilerin uygun ortamda logaritmik faza gegerek ¢cogaldigini gostermistir. Ortam
kontrol ve faj kontrol kuyularinda ise OD degerlerinde herhangi bir degisiklik
olmamistir. Elde edilen sonuglar, litik fajlarin davranisinin kolifajlarin beklenen

kinetigi ile uyumlu oldugunu ve gostermektedir.
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Yapilan calismada, izole edilen litik fajlarin varliginda bakteriyel ¢ogalma
dinamiklerini ortaya koyan genis 6l¢ekli veri setinde, Cl metrigi kullanilarak fajlarin
litik aktivitesi nicel olarak degerlendirilmistir (Tablo 15, Tablo 16). Bu yontem
sayesinde bireysel fajlarin etkinlikleri dogrudan karsilastirilabilir hale gelmistir.
Blazanin (2023), bu tiir matematiksel yoOntemlerin kullanilmasinin bakteriyel
biiylimedeki varyasyonlarin etkilerini ortadan kaldirmaya yardimci olabilecegini ve faj
enfektivitesinin daha dogru bir sekilde degerlendirilmesine olanak saglayabilecegini

One stirmiisttir (Blazanin 2023).

Cl, bakteri kiiltiirlerinin faj tedavisine verdigi yanit1 biiylime egrileri tizerinden
analiz ederek bakteriyofaj etkinligini 6lgmek i¢in gelistirilmis yenilik¢i bir metrik
sistemdir. Temelini istatistikteki centroid (kiitle merkezi) kavramindan alan bu indeks,
bakteri kiiltlirlerinin optik yogunluk (OD) degerlerinin zaman i¢indeki dagiliminin
merkezini hesaplayarak c¢alismaktadir. Ozellikle geleneksel yontemlerle tespit
edilemeyen yeniden ¢ogalma evrelerini bile hassasiyetle yakalayabilmesi, bu teknigi
bakteriyel biiylime dinamiklerindeki degisimleri analiz etmede etkin kilmaktadir

(Hosseini ve ark 2024).

Bu arastirmada, CI verilerindeki degerlendirmeler, K-1, K-3, W-3, W-8 ve KS
fajlarinin yiiksek ve tutarh litik etkinlik gosterdigini, dolayisiyla E. coli kaynakli
enfeksiyonlarin tedavisinde oncelikli adaylar arasinda yer aldigini ortaya koymaktadir.
Bu fajlar 6zellikle yiiksek MOI seviyelerinde (MOI: 10) en yiiksek CI degerlerine
ulasarak bakteriyel biiyiimeyi etkili bir sekilde inhibe etmistir. Ayrica, KS fajinin
diisiik MOI seviyesinde dahi yiiksek performans gdsterebilmektedir. S6z konusu
fajlarin tek bagina veya kombinasyonlar halinde kullanimi, E. coli enfeksiyonlarinin

tedavisi ve profilaksisinde umut vadeden bir yaklagim sunabilecegi diistintilmektedir.

Bakteriyofajlarin degisen sicaklik ve pH kosullarna direnci, faj terapisi ve
biyokontrol stratejilerindeki uygulamalari igin kritik 6neme sahiptir. Wang ve ark
(2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Myoviridae ailesinden fajlarin, bakteriyel
konakgilart tarafindan olusturulan biyofilmlerde ikamet ederek kendilerini asiri
sicaklik dalgalanmalarindan koruyabildiklerini belirtmistir. Yapilan bir ¢aligmada
Krasowska ve ark (2015) bakteriyofajlarin, birgok ¢evresel faj icin tipik olan 4,0 ila

8,0 pH araliginda aktivitelerini koruyabildiklerini vurgulamistir. Esmacilzadeh ve ark
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(2022) ayrica bakteriyofajlarin genellikle 4,0 ila 9,0 pH araliinda stabil oldugunu, bu
araligin disinda 6nemli aktivite kayb1 gozlemlendigini vurgulamigtir. Sicaklik ve pH
arasindaki etkilesim de faj canlihigimi etkileyebilmektedir. Ali¢ ve ark (2017)
calismalarinda sicaklik ve pH'!n bakteriyofaj stabilitesini etkileyen kritik faktorler
oldugunu, sicakligin tiim replikasyon siirecini etkiledigini ve faj canliligim
diizenledigini belirtmistir. Kumar ve ark (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada
bakteriyofajlarin 5,0 ila 8,0 pH seviyelerinde stabilite sergiledigi ve 60°C'nin

tizerindeki sicakliklarda 6nemli aktivite kayb1 oldugu belirtilmistir.

Bu calisma kapsaminda farkli pH kosullarinda yapilan faj-bakteri kiiltiir
deneylerinde, bakteriyel iiremenin asidik (pH < 6,0) ve bazik (pH > 8,0) ortamlarda
genel olarak sinirlt oldugu goriilmektedir. Sanchez-Clemente ve ark (2018) yaptiklari
calismada da benzer bulgular1 vurgulamaktadir. Ozellikle pH 3,0 ve 4.5 gibi asidik
kosullarda bakteriyel tireme olduk¢a sinirli kalmaktadir ve ODegoo degerleri diisiik
seyretmektedir. Bu durum, bu pH araliklarinda gozlenen diisiik ODsoo degerlerinin faj
enfeksiyonundan ziyade asidik ortamin bakteriyel biiyiimeyi engellemesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, pH 10 gibi bazik u¢ degerlerde de
bakteriyel iireme kisitlanmis ve faj etkisinin degerlendirilmesinde yaniltic

degerlendirmelere yol acabilmektedir.

Buna karsilik, yaptigimiz deneylerde pH 6,3—7,0 araliginda bakteriyel
iiremenin en yiiksek seviyede oldugu goriilmektedir ve faj etkinligi dogru sekilde
degerlendirilebilmektedir. Bu pH araliginda, faj uygulanan gruplarda ODeoo
degerlerinde belirgin diisiisler gozlenmis olup, bu disiisler fajlarin litik aktivitesini
gostermektedir. Notre yakin pH kosullarinda hem bakteriyel bliylime hem de faj
enfeksiyonu igin optimal bir ortam sartlarin1 saglamaktadir. Bu ¢alismada edilen
bulgular, faj tedavisi ¢alismalarinda pH optimizasyonunun énemini vurgulamaktadir.
Fajlarin sicaklik ve pH toleranslari, hem laboratuvar ¢alismalarinda hem de terapotik
ve biyokontrol uygulamalarinda dikkate alinmas1 gereken temel parametreler oldugu
ve fajlarin optimal sicaklik ve pH araliklarinda yiiksek aktivite gostermesi nedeni ile
uygulama basarist i¢in ¢evresel kosullarin dikkatle optimize edilmesi gerektigi

distiniilmektedir.
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Bu ¢alismada izole edilen fajlarin, 30°C ile 60°C arasindaki farkli sicakliklarda
litik aktivite gosterebildigi belirlenmistir. Fajlarin sicaklik toleransinin, uygulama
alanlar1 agisindan 6nemli bir parametre oldugu bilinmektedir. Esmaeilzadeh ve ark
(2022), fajlarin optimal sicaklik araliklarinin iizerinde enfektivite kayb1 yasadigini ve
yiiksek sicakliklarda bakteriyel konak hiicrelere genetik materyal aktariminin
azaldigini rapor etmistir. Mahmoud ve ark. (2021) ise, izole edilen bakteriyofajlarin
45°C’de stabil kaldigini, ancak 65°C’de aktivitelerini kaybettiklerini ve bu durumun
termal stabilite agisindan bir esik olusturdugunu gostermistir. Bu bulgular, sunulan
calismada elde edilen sonuglarla uyumludur. Fajlarin 30°C ile 60°C arasinda litik
aktivite gosterebilmesi, ¢evresel kosullara uyum yeteneklerinin yiiksek oldugunu ve
potansiyel olarak farkli uygulama alanlarinda kullanilma imkani1 oldugunu

gostermektedir.

Calismada fajlarin molekiiler karakterizasyonu ii¢ farkli viral familyay:
hedefleyen primerler kullanilarak yapilan PZR analizleri ve P1 primeri kullanilarak
uygulanan RAPD-PZR analizi ile genetik farkliliklarin ortaya konmasi amaci ile iki
yaklagim tizerinden yapilmistir. Elde edilen sonugclar, koleksiyonda baskin olarak T-4
benzeri fajlarin bulundugunu, ancak bazi fajlarin T-7 benzeri veya her iki tipe de ait

gen bolgelerine sahip olabilecegini gostermistir (6rnegin W-2 ve W-3 gibi).

Gutierrez ve ark (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, RAPD- PZR ile fajlarin
tiplendirilmistir. Faj izolatlar1 arasindaki genetik ¢esitliligi degerlendirmek igin P1 ve
P2 dahil olmak iizere birden fazla primeri test etmislerdir. Bu ¢alismada, bu primerler
kullanilarak fajlarin genetik farkliliklari gosterilmistir. Bunun yani sira, bu ¢alismada
JKO6 fajlarina spesifik primerlerden ise pozitif sonug¢ alinamamis olmasi, bu fajlarin
incelenen koleksiyon iginde yer almadigint ya da kullanilan primer dizilerinin hedef
bolgelerle uyusmadigini diisiindiirmektedir. Calisma kapsaminda tiplendirilemeyen
fajlar, mevcut primer setlerinin kapsamini genisletme ihtiyacin1 gosterdigi

distiniilmektedir.

Calismada 27 adet faj izole edilmis ancak aralarinda litik aktivitesi ve teropotik
potansiyeli yiiksek 2 fajin geleneksel morfolojik incelemesi TEM kullanilarak
yapilmistir. TEM, faj morfolojisini gorsellestirmek i¢in yaygin olarak kullanilir ve

tipik olarak kontrasti artirmak i¢in negatif bir boyama teknigi icermektedir. Wintachai
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ve ark (2020) faj orneklerini bakir 1zgaralar {izerinde boyamak icin uranil asetat
kullanimin1 tanimlayarak faj yapisinin net bir sekilde gorsellestirilmesini saglamistir.
Bu yontem, kapsid sekli ve kuyruk yapisi gibi morfolojik 6zelliklerine dayanarak farkli
faj aileleri arasinda ayrim yapmak i¢in gereklidir. Calismamizda da uranil asetat ile
negatif boyama teknigi kullanilarak, secilen fajlarin morfolojik ozellikleri ortaya

konmus ve bu yontemin etkinligi dogrulanmstir.

Calismada tiim genom dizileme ve anotasyon sonugclariyla ilgili olarak, tiim
fajlarin Caudovirales takimina ait oldugunu tespit edildi. Cesitli ¢alismalar, dsDNA
kuyruklu fajlarin yeryiiziinde en bol bulunan varlik oldugunu gostermistir (Ackermann
2007, Zinke ve ark 2022). Elde edilen sonuglar faj biyolojisi ve potansiyel terapotik

uygulamalar agisindan 6nemli bulgular ortaya koymustur.

Lizis genleri géz Oniine alindiginda, tiim fajlar, konak¢inin enfeksiyonu
sirasinda  bakteri hiicre duvarinin parcalanmasindan sorumlu proteinler olan
endolizinlere ve holinlere sahiptir. Endolizinler hiicre duvarindaki peptidoglikanin
par¢alanmasindan sorumluyken, holinler hiicre zarin1 gecirgen hale getirerek
endolizinlerin peptidoglikan tabakasina ulasmasini saglar (Cahill ve Young 2019).
Bununla birlikte, Gram-negatif konaklarda lizis siirecinde yer alan bir protein olan RS-
like spanin proteini igermesi ile W1,W8 W1/9 fajlar1 farklilik gostermistir. Faj WS,
K1, T1/2 olmak iizere ii¢ fajin genomlarinda HNH homing endoniikleazlarin varligi

gozlemlenmistir.

Bu ¢alismada faj genomlarina ait anotasyon verileri daha 6nce tiim fajlarin litik
oldugunu ve integraz, rekombinaz ve gibi lizojenik genlerden yoksun oldugunu
gostermistir. Bu nokta, bu fajlarin faj terapisinde kullanimi ic¢in hayati dnem

tasimaktadir (Merabishvili ve ark 2017, Pirnay ve ark 2018) .

Faj enfeksiyonunda fajin genetik materyali, bakteri hiicre i¢ine girdikten sonra,
bir dizi farkl bakteriyel ve viral savunma sistemine maruz kalir (Egido ve ark 2022).
Bu konu ile ilgili yapilan son calismalar, anti-CRISPR'ler ve digerleri gibi bu
bakteriyel savunmalara karst koyan faj kodlu mekanizmalar1 ortaya koymustur
((Pawluk ve ark 2018, Srikant ve ark 2022). Acr ve Aca proteinlerinden olusan anti-

CRISPR sistemi, ilk olarak 2013 yilinda Pseudomonas aeruginosa'nin faj ve
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profajlarinda tanimlanmistir (Bondy-Denomy ve ark 2013). Bu ¢aligmada incelenen
W1 faj genomunda, konak bakterinin CRISPR-Cas savunma sistemini inhibe ederek
faj enfeksiyonunu kolaylastirabilecek potansiyel bir anti-CRISPR sistemi tespit

edilmistir.

Faj genomlari, varsayimsal ve varsayilan islevsel proteinleri kodlayan ¢ok
sayida benzersiz gen barindirmaktadir. Faj genomlarinda bulunan CDS'lerin ve
ORF'lerin 6nemli bir kismi, bilinmeyen islevlere sahip varsayimsal proteinler olarak
tahmin edilmistir. Benzer gozlemler patojenik bakteri tiirlerini enfekte eden diger
fajlarda da rapor edilmistir (Chinnadurai ve ark 2018, Imam ve ark 2019, Kim ve ark
2020, Korn ve ark 2021). Bu durum, faj genomlarmin islevleri heniiz anlasilmamig
bircok gen tasidigini gostermektedir. Bu nedenle, gelecekteki arastirmalar bu

varsayimsal proteinlerin gercek islevlerini aydinlatmaya yonelik olmalidir.

Fajlarinin tiimiiniin faj DNA replikasyonu, DNA sentezi ve paketlenmesi, yapisal
proteinler (kapsid ve kuyruk) ve konak lizisi (lizozim ve endolizin) i¢in kodlama yapan
genleri igermesi onemli bir bulgudur. Ayrica faj genomlar1 taban plakasi kuyruk lifi
ve kuyruk sivri proteinlerini kodlayan genler icermektedir. Kuyruk lifi proteinleri faj
reseptorliniin taninmast i¢in ¢ok onemli oldugundan, bir faj genomunda yiiksek
miktarda taban plakasi, kuyruk lifi ve kuyruk dikeni proteinleri enfeksiyon

yeteneklerini ve konake1 araligini artirabilecegi bildirilmistir (Nobrega ve ark 2018).

Calismada incelenen fajlarda integraz geninin bulunmamas1 dikkat ¢ekicidir;
ayrica, litik yasam dongiisiine isaret eden ekzoniikleaz varlig1 da tespit edilmistir. Bu
ozellik, fajlarin terapotik kullanim potansiyelini artiran 6nemli bir bulgudur, ¢linki
litik fajlar bakteriyel enfeksiyonlarin kontroliinde daha etkili olabilmektedir (Grami ve
ark 2023).

Sunulan ¢alismada izole edilen fajlar, genom yapilarinda gp2.5 tek sarmalli
DNA (ssDNA) baglanma proteinine sahip oldugu belirlendi. Bir¢ok genom koruyucu
mekanizmanin merkezinde, ssDNA i¢in olaganiistii yiiksek afiniteye sahip her yerde
bulunan molekiiller olan tek sarmalli DNA baglayict proteinler (SSB'ler)
bulunmaktadir (Reuben ve Gefter 1974, Kim ve Richardson 1993). Genis bir SSB

sinifinin DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve onarimi i¢in ¢ok 6nemli olan gesitli
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proteinlerle etkilesime girdigi ve koordine oldugu bilinmektedir (Chase ve Williams
1986, Xu ve ark 2023). Bu proteinler baglanma dinamiklerini lokal ssDNA ortaminin
Ozelliklerine uyarlayarak, DNA replikasyonu siiresince tek sarmallt DNA’y1 (ssDNA)
etkili bir sekilde koruma, stabilize etme ve diizenleme yetenegi kazandirir (Xu ve ark

2023).

Fajlarin tedavi ic¢in artan ilgisi ve kullanimiyla birlikte, bilinen viriilans
faktorlerini veya ARG'leri icermeyen fajlarin izolasyonu zorunludur. ARG'lerin ve
virlilans faktorlerinin varligi faj tedavisi i¢in biiyiik bir endise kaynagidir, ¢iinkii bu
tir genleri tasiyan fajlarin kullanimi, ¢ogalmalari engellenmeye calisilan bakteri
popiilasyonlarini daha viriilan veya antibiyotiklere direngli hale getirebilir (Cook ve
ark 2021).

Fajlarin antibiyotik diren¢ genlerini ne siklikla kodladigi ¢ok tartisilan bir
konudur (Enault ve ark 2017, Debroas ve Siguret 2019). Bu calismada fajlara ait
herhangi bir antimikrobiyal direng geni ve viriilans faktdrlerinin bulunmamasi, bu
fajlarin giivenli kullanim potansiyelini desteklemektedir. Bu durum, faj terapisi
uygulamalarinda 6nemli bir gilivenlik kriteri olarak degerlendirilmektedir, ¢iinkii
fajlarin horizontal gen transferi yoluyla patojenik Ozellikleri aktarma riski
bulunmamaktadir. Bu genomik 6zellikler bir arada degerlendirildiginde, ¢alismada

incelenen fajlarin terap6tik uygulamalar igin uygun adaylar oldugu diistiniilmektedir.

Bu calismada izole edilen fajlarin E. coli suslar1 (O157:H7, EC, 11A, E-57, E-
15) tizerindeki inhibisyon kapasiteleri ve terapotik potansiyelleri degerlendirilmistir.
Yiiksek etkinlik gosteren fajlar, gelecekteki biyokontrol uygulamalari i¢in umut verici
adaylar olarak one cikarken, orta ve diisiik etkinlik gdsteren fajlarin optimizasyon

calismalariyla gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, buzagi ishallerinin tedavisinde faj terapisi, geleneksel antibiyotik
tedavilerine alternatif olarak giivenli, etkili ve siirdiiriilebilir bir yaklasim sunmaktadir.
Ozellikle antibiyotik direncli suslarin neden oldugu enfeksiyonlarda, faj terapisinin
spesifik etki mekanizmasi ve diislik yan etki profili, bu yaklagimi degerli bir tedavi

secenegi haline getirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligsmasi, neonatal buzagi ishallerinin etiyolojisinde 6nemli rol oynayan
E. coli suslarinin karakterizasyonu ve bu patojenlere karsi litik aktivite gosteren
bakteriyofajlarin izolasyonu, molekiiler siniflandirmasi, konakg1 spesifitesi ve biiylime

kinetiklerinin analizini kapsamaktadir.

Calismada elde edilen baslica sonuglar; Calismada izole edilen 102 E. coli
izolatinin %43,1'inde (44 sus) en az bir viriilens geni tespit edilmistir. Bu durum,
neonatal ishallerin kompleks ve c¢oklu viriilens faktorleriyle iliskili patojenez
mekanizmalarina isaret etmektedir. STEC suslarinin %29,4 oranla 6ne ¢ikan patotip
olarak tespit edilmesi, bolgedeki STEC kaynakl1 ishallerin 6nemini vurgulamaktadir.
Farkli patotiplere ait viriilens genlerini birlikte tasiyan hibrit suslarin varlhig
(STEC/ETEC, ETEC/EPEC, vb.), E. coli’nin dinamik gen transferi ile patojenite

potansiyelini artirabilecegini gostermektedir.

Farkli ¢evresel oOrneklerden izole edilen 27 bakteriyofajin, basta E. coli
O157:H7 olmak tiizere bes farkli E. coli susuna karsi litik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Calismada kullanilan farkli in vitro yontemler ile bazi fajlarin genis

konak araligina ve yiiksek litik potansiyele sahip oldugu saptanmistir.

Genomik analiz sonucunda incelenen fajlarda litik dongiliyli destekleyen
ekzoniikleaz geninin varlig1 ve integraz geni ve antimikrobiyal diren¢ geni yoklugu bu
fajlarin bakteriyel enfeksiyonlarin kontroliinde kullanilabilirligini artiran énemli bir

bulgu olarak one ¢ikmaktadir

Fajlarin konakg¢iya 6zgii etki mekanizmalar1 ve antibiyotik direncinin artig
gosterdigi bir donemde, 6zellikle E. coli kaynakli ishallerin tedavisi i¢in alternatif bir
tedavi olarak 6ne ¢cikmaktadir. Literatiirde yapilan ¢aligmalar, fajlarin hem mikrobiyal
populasyon kontroliinde hem de probiyotik etkiyi destekleyici yonde olumlu sonuglar

sagladigin1 gostermektedir.

Bu ¢aligma bulgularinda saptanan ytiksek litik aktiviteye sahip fajlarin in vivo
kosullarda (deney hayvanlari modelinde ve saha kosullarinda) etkinligi ve gilivenligi
arastirilmali; doz, uygulama siiresi ve formiilasyon optimizasyonu yapilmasi gerektigi

diistiniilmektedir.
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Fajlarin tekli veya g¢oklu kokteyller halinde kullaniminin, 6zellikle hibrit-
heteropatojen E. coli suslar1 ve yiiksek antibiyotik diren¢ profiline sahip izolatlar
tizerindeki etki seviyeleri karsilastirmali olarak belirlenmelidir. Ciftlik bazinda hayvan
yonetimi, beslenme kosullar1 ve hijyen uygulamalarinin iyilestirilmesi, patojenik E.

coli yayilimini kontrol altina almada kritik bir adimdir.

Faj terapisinin veteriner hekimlikte uygulanabilmesi i¢in yasal diizenlemelerin
yapilmasi, iiretim standardizasyonu ve kalite kontrol yontemlerinin belirlenmesi 6nem

arz etmektedir.

Bu cergevede, neonatal buzagi ishalleriyle miicadelede faj terapisi, klasik
antibiyotik tedavilerini destekleyici ve/veya alternatif bir strateji olarak dikkate
alinmalidir. Yiriitilecek kapsamli in vivo caligmalar, genis capli siirveyans
programlar1 ve gilivenlik degerlendirmeleri, fajlarin veteriner hekimlikte yaygin ve

etkin bir kullanim alan1 bulabilmesi i¢in gerekli oldugu diisiiniillmektedir.
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7. EKLER
EK-A Analiz Sonuglari

K1

Protein Uzunluk Fonksiyon

DNA helicase CDS 1389 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA ligase CDS 465 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA methyltransferase CDS 696 other

DNA methyltransferase CDS 486 other

DNA polymerase CDS 1734 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA polymerase CDS 804 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA repair exonuclease CDS 1002 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA repair exonuclease CDS 153 DNA; RNA and nucleotide metabolism
endolysin CDS 315 lysis

exonuclease CDS 1398 DNA; RNA and nucleotide metabolism
Ssr[’)zNi"z(r‘fn:mfp?é?g;:%ggte'” and 474 DNA; RNA and nucleotide metabolism
head closure Hcl CDS 354 connector

head morphogenesis CDS 1104 head and packaging

head scaffolding protein CDS 702 head and packaging

head-tail adaptor Ad1 CDS 531 connector

HNH endonuclease CDS 324 DNA; RNA and nucleotide metabolism
holin CDS 246 lysis

hypothetical protein CDS 1386 unknown function

hypothetical protein CDS 765 unknown function

hypothetical protein CDS 627 unknown function

hypothetical protein CDS 576 unknown function

hypothetical protein CDS 450 unknown function

hypothetical protein CDS 426 unknown function

hypothetical protein CDS 423 unknown function

hypothetical protein CDS 405 unknown function

hypothetical protein CDS 336 unknown function

hypothetical protein CDS 312 unknown function

hypothetical protein CDS 312 unknown function

hypothetical protein CDS 294 unknown function

hypothetical protein CDS 288 unknown function

hypothetical protein CDS 273 unknown function

hypothetical protein CDS 264 unknown function

hypothetical protein CDS 252 unknown function

hypothetical protein CDS 243 unknown function

hypothetical protein CDS 234 unknown function

hypothetical protein CDS 225 unknown function

hypothetical protein CDS 213 unknown function

hypothetical protein CDS 213 unknown function

hypothetical protein CDS 204 unknown function

hypothetical protein CDS 201 unknown function

hypothetical protein CDS 183 unknown function

153



K1

Protein

Uzunluk Fonksiyon

hypothetical protein CDS 171 unknown function
hypothetical protein CDS 171 unknown function
hypothetical protein CDS 171 unknown function
hypothetical protein CDS 162 unknown function
hypothetical protein CDS 153 unknown function
hypothetical protein CDS 150 unknown function
hypothetical protein CDS 147 unknown function
hypothetical protein CDS 141 unknown function
hypothetical protein CDS 132 unknown function
hypothetical protein CDS 132 unknown function
hypothetical protein CDS 123 unknown function
hypothetical protein CDS 117 unknown function
hypothetical protein CDS 117 unknown function
hypothetical protein CDS 114 unknown function
hypothetical protein CDS 111 unknown function
hypothetical protein CDS 108 unknown function
hypothetical protein CDS 102 unknown function
hypothetical protein CDS 102 unknown function
hypothetical protein CDS 99 unknown function
hypothetical protein CDS 99 unknown function
hypothetical protein CDS 96 unknown function
hypothetical protein CDS 90 unknown function
Lar-like restriction alleviation protein moron; auxiliary metabolic gene and host
CDS S takeover

major head protein CDS 1101 head and packaging
major tail protein CDS 726 tail

membrane associated protein CDS 447 gﬁggcgfuxmary metabolic gene and host
minor tail protein CDS 630 tail

minor tail protein CDS 546 tail

outer membrane protein CDS 303 other

portal protein CDS 1242 head and packaging
portal protein CDS 96 head and packaging
replicative helicase-primase CDS 2130 DNA; RNA and nucleotide metabolism
restriction endonuclease CDS 348 DNA; RNA and nucleotide metabolism
Rz-like spanin CDS 231 lysis

tail completion or Neckl protein CDS 153 connector

tail fiber protein CDS 1605 tail

tail length tape measure protein CDS 2643 tail

tail length tape measure protein CDS 363 tail

tail protein CDS 3189 tail

tail protein CDS 612 tail

tail protein CDS 267 tail

tail terminator CDS 423 connector

terminase CDS 573 head and packaging
transposase CDS 330 integration and excision
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T1/2

Protein

Uzunluk Fonksiyon

DNA helicase CDS 1218 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA helicase CDS 252 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA ligase CDS 459 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA methyltransferase CDS 696 other

DNA methyltransferase CDS 399 other

DNA polymerase CDS 1551 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA polymerase CDS 570 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA repair exonuclease CDS 1143 DNA; RNA and nucleotide metabolism
endolysin CDS 315 lysis

endolysin CDS 195 lysis

endonuclease VII CDS 573 DNA; RNA and nucleotide metabolism
exonuclease CDS 1398 DNA; RNA and nucleotide metabolism
Sn%ii[)“ﬁf;r?n':gi2;”3:2?8'?;0&%2 m DNA; RNA and nucleotide metabolism
head morphogenesis CDS 939 head and packaging

head morphogenesis CDS 168 head and packaging

head scaffolding protein CDS 675 head and packaging

head-tail adaptor Ad1l CDS 531 connector

HNH endonuclease CDS 324 DNA; RNA and nucleotide metabolism
holin CDS 261 lysis

holin CDS 246 lysis

hypothetical protein CDS 1386 unknown function

hypothetical protein CDS 765 unknown function

hypothetical protein CDS 627 unknown function

hypothetical protein CDS 576 unknown function

hypothetical protein CDS 522 unknown function

hypothetical protein CDS 405 unknown function

hypothetical protein CDS 357 unknown function

hypothetical protein CDS 318 unknown function

hypothetical protein CDS 288 unknown function

hypothetical protein CDS 252 unknown function

hypothetical protein CDS 243 unknown function

hypothetical protein CDS 237 unknown function

hypothetical protein CDS 237 unknown function

hypothetical protein CDS 234 unknown function

hypothetical protein CDS 225 unknown function

hypothetical protein CDS 216 unknown function

hypothetical protein CDS 216 unknown function

hypothetical protein CDS 213 unknown function

hypothetical protein CDS 201 unknown function

hypothetical protein CDS 192 unknown function

hypothetical protein CDS 189 unknown function

hypothetical protein CDS 171 unknown function

hypothetical protein CDS 171 unknown function

hypothetical protein CDS 153 unknown function

hypothetical protein CDS 150 unknown function

hypothetical protein CDS 147 unknown function
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hypothetical protein CDS 144 unknown function

hypothetical protein CDS 144 unknown function

hypothetical protein CDS 135 unknown function

hypothetical protein CDS 132 unknown function

hypothetical protein CDS 132 unknown function

hypothetical protein CDS 126 unknown function

hypothetical protein CDS 123 unknown function

hypothetical protein CDS 120 unknown function

hypothetical protein CDS 117 unknown function

hypothetical protein CDS 117 unknown function

hypothetical protein CDS 111 unknown function

hypothetical protein CDS 108 unknown function

hypothetical protein CDS 108 unknown function

hypothetical protein CDS 102 unknown function

hypothetical protein CDS 102 unknown function

hypothetical protein CDS 102 unknown function

hypothetical protein CDS 99 unknown function

hypothetical protein CDS 96 unknown function

hypothetical protein CDS 90 unknown function

Lar-like restriction alleviation moron; auxiliary metabolic gene and host

protein CDS 303 takeover

major head protein CDS 1101 head and packaging

major tail protein CDS 408 tail

major tail protein CDS 363 tail

membrane associated protein CDS 675 moron; auxiliary metabolic gene and host
takeover

minor tail protein CDS 789 tail

minor tail protein CDS 741 tail

minor tail protein CDS 600 tail

outer membrane protein CDS 303 other

polynucleotide kinase CDS 486 other

portal protein CDS 837 head and packaging

portal protein CDS 543 head and packaging

portal protein CDS 96 head and packaging

replicative helicase-primase CDS 2130 DNA; RNA and nucleotide metabolism

Rz-like spanin CDS 231 lysis

tcall:l)gompletlon or Neckl protein 195 connector

tcall:l)gompletlon or Neckl protein 153 connector

tail fiber protein CDS 1605 tail

tail length tape measure protein CDS 2469 tail

tail length tape measure protein CDS 273 tail

tail protein CDS 3420 tail

tail protein CDS 618 tail

tail terminator CDS 423 connector

terminase CDS 513 head and packaging

transposase CDS 330 integration and excision
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DNA helicase CDS 1038 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA ligase CDS 459 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA methyltransferase CDS 486 other

DNA methyltransferase CDS 369 other

DNA methyltransferase CDS 330 other

DNA polymerase CDS 1554 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA polymerase CDS 792 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA repair exonuclease CDS 906 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA repair exonuclease CDS 267 DNA; RNA and nucleotide metabolism
endolysin CDS 315 lysis

exonuclease CDS 924 DNA; RNA and nucleotide metabolism
aGnrzjzéiD“lil(;S;r?nI:Qi?gnglrg?e?rroégg 771 DNA; RNA and nucleotide metabolism
head closure Hcl CDS 354 connector

head morphogenesis CDS 939 head and packaging

head morphogenesis CDS 168 head and packaging

head scaffolding protein CDS 798 head and packaging

head-tail adaptor Ad1 CDS 531 connector

HNH endonuclease CDS 324 DNA; RNA and nucleotide metabolism
holin CDS 339 lysis

holin CDS 246 lysis

hypothetical protein CDS 1386 unknown function

hypothetical protein CDS 1005 unknown function

hypothetical protein CDS 588 unknown function

hypothetical protein CDS 576 unknown function

hypothetical protein CDS 522 unknown function

hypothetical protein CDS 402 unknown function

hypothetical protein CDS 402 unknown function

hypothetical protein CDS 348 unknown function

hypothetical protein CDS 336 unknown function

hypothetical protein CDS 318 unknown function

hypothetical protein CDS 288 unknown function

hypothetical protein CDS 264 unknown function

hypothetical protein CDS 246 unknown function

hypothetical protein CDS 243 unknown function

hypothetical protein CDS 243 unknown function

hypothetical protein CDS 237 unknown function

hypothetical protein CDS 225 unknown function

hypothetical protein CDS 225 unknown function

hypothetical protein CDS 225 unknown function

hypothetical protein CDS 213 unknown function

hypothetical protein CDS 204 unknown function

hypothetical protein CDS 198 unknown function

hypothetical protein CDS 183 unknown function

hypothetical protein CDS 174 unknown function

hypothetical protein CDS 171 unknown function

157



W8

Protein

Uzunluk Fonksiyon

hypothetical protein CDS 156 unknown function
hypothetical protein CDS 156 unknown function
hypothetical protein CDS 153 unknown function
hypothetical protein CDS 153 unknown function
hypothetical protein CDS 150 unknown function
hypothetical protein CDS 150 unknown function
hypothetical protein CDS 147 unknown function
hypothetical protein CDS 147 unknown function
hypothetical protein CDS 144 unknown function
hypothetical protein CDS 135 unknown function
hypothetical protein CDS 123 unknown function
hypothetical protein CDS 120 unknown function
hypothetical protein CDS 108 unknown function
hypothetical protein CDS 108 unknown function
hypothetical protein CDS 108 unknown function
hypothetical protein CDS 102 unknown function
hypothetical protein CDS 102 unknown function
hypothetical protein CDS 96 unknown function
hypothetical protein CDS 90 unknown function
hypothetical protein CDS 90 unknown function
Lar-like restriction alleviation moron; auxiliary metabolic gene and host
protein CDS e takeover

major head protein CDS 1101 head and packaging
major tail protein CDS 408 tail

major tail protein CDS 363 tail

membrane associated protein CDS 447 gﬁ;g(\/;?uxmary metabolic gene and host
minor tail protein CDS 600 tail

minor tail protein CDS 546 tail

minor tail protein CDS 336 tail

outer membrane protein CDS 303 other
polynucleotide kinase CDS 471 other

portal protein CDS 978 head and packaging
portal protein CDS 717 head and packaging
replicative helicase-primase CDS 2265 DNA; RNA and nucleotide metabolism
Rz-like spanin CDS 231 lysis
'glzl)é:ompletlon or Neckl protein 468 connector

tail fiber protein CDS 1605 tail

tail length tape measure protein CDS 1593 tail

tail length tape measure protein CDS 945 tail

tail length tape measure protein CDS 363 tail

tail protein CDS 3420 tail

tail protein CDS 618 tail

tail terminator CDS 423 connector
terminase CDS 573 head and packaging
transposase CDS 330 integration and excision
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DNA helicase CDS 1389 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA ligase CDS 291 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA methyltransferase CDS 696 other

DNA methyltransferase CDS 384 other

DNA polymerase CDS 2160 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA polymerase CDS 135 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA repair exonuclease CDS 666 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA repair exonuclease CDS 267 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA repair exonuclease CDS 165 DNA; RNA and nucleotide metabolism
endolysin CDS 393 lysis

endonuclease CDS 147 DNA; RNA and nucleotide metabolism
exonuclease CDS 1398 DNA; RNA and nucleotide metabolism
Sn%zigﬁiszr?n':gi2;”3;’;%?;0&%2 aé DNA; RNA and nucleotide metabolism
head morphogenesis CDS 1104 head and packaging

head scaffolding protein CDS 702 head and packaging

head-tail adaptor Ad1l CDS 501 connector

holin CDS 531 lysis

hypothetical protein CDS 1386 unknown function

hypothetical protein CDS 765 unknown function

hypothetical protein CDS 588 unknown function

hypothetical protein CDS 576 unknown function

hypothetical protein CDS 423 unknown function

hypothetical protein CDS 399 unknown function

hypothetical protein CDS 375 unknown function

hypothetical protein CDS 354 unknown function

hypothetical protein CDS 291 unknown function

hypothetical protein CDS 288 unknown function

hypothetical protein CDS 285 unknown function

hypothetical protein CDS 273 unknown function

hypothetical protein CDS 264 unknown function

hypothetical protein CDS 255 unknown function

hypothetical protein CDS 252 unknown function

hypothetical protein CDS 243 unknown function

hypothetical protein CDS 243 unknown function

hypothetical protein CDS 225 unknown function

hypothetical protein CDS 219 unknown function

hypothetical protein CDS 213 unknown function

hypothetical protein CDS 183 unknown function

hypothetical protein CDS 171 unknown function

hypothetical protein CDS 171 unknown function

hypothetical protein CDS 171 unknown function

hypothetical protein CDS 168 unknown function

hypothetical protein CDS 168 unknown function
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hypothetical protein CDS 165 unknown function
hypothetical protein CDS 156 unknown function
hypothetical protein CDS 153 unknown function
hypothetical protein CDS 153 unknown function
hypothetical protein CDS 150 unknown function
hypothetical protein CDS 147 unknown function
hypothetical protein CDS 144 unknown function
hypothetical protein CDS 144 unknown function
hypothetical protein CDS 135 unknown function
hypothetical protein CDS 135 unknown function
hypothetical protein CDS 135 unknown function
hypothetical protein CDS 117 unknown function
hypothetical protein CDS 117 unknown function
hypothetical protein CDS 111 unknown function
hypothetical protein CDS 108 unknown function
hypothetical protein CDS 102 unknown function
hypothetical protein CDS 102 unknown function
hypothetical protein CDS 99 unknown function
hypothetical protein CDS 96 unknown function
hypothetical protein CDS 90 unknown function
Lar-like restriction alleviation moron; auxiliary metabolic gene and host
protein CDS il takeover

major head protein CDS 1101 head and packaging
major tail protein CDS 726 tail

membrane associated protein CDS 447 tmaﬁgz%?uxmary metabolic gene and host
minor tail protein CDS 789 tail

minor tail protein CDS 600 tail

outer membrane protein CDS 303 other
polynucleotide kinase CDS 354 other

portal protein CDS 837 head and packaging
portal protein CDS 543 head and packaging
portal protein CDS 96 head and packaging
replicative helicase-primase CDS 2130 DNA; RNA and nucleotide metabolism
Rz-like spanin CDS 231 lysis
?Ilzl);ompletlon or Neckl protein 504 connector

tail fiber protein CDS 1605 tail

tail length tape measure protein CDS 2469 tail

tail length tape measure protein CDS 363 tail

tail protein CDS 3420 tail

tail protein CDS 618 tail

tail terminator CDS 387 connector
terminase CDS 573 head and packaging
transposase CDS 330 integration and excision
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DNA helicase CDS 1218 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA helicase CDS 252 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA ligase CDS 465 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA methyltransferase CDS 696 other

DNA methyltransferase CDS 486 other

DNA polymerase CDS 3189 DNA; RNA and nucleotide metabolism
DNA repair exonuclease CDS 1143 DNA; RNA and nucleotide metabolism
endolysin CDS 315 lysis

endonuclease CDS 279 DNA; RNA and nucleotide metabolism
endonuclease VII CDS 663 DNA; RNA and nucleotide metabolism
exonuclease CDS 1398 DNA; RNA and nucleotide metabolism
Gp2.5-like ssDNA binding protein 771 DNA; RNA and nucleotide metabolism
and ssDNA annealing protein CDS

head closure Hcl CDS 360 connector

head morphogenesis CDS 1104 head and packaging

head scaffolding protein CDS 798 head and packaging

head-tail adaptor Ad1 CDS 531 connector

HNH endonuclease CDS 324 DNA; RNA and nucleotide metabolism
holin CDS 339 lysis

holin CDS 246 lysis

hypothetical protein CDS 1386 unknown function

hypothetical protein CDS 1005 unknown function

hypothetical protein CDS 627 unknown function

hypothetical protein CDS 576 unknown function

hypothetical protein CDS 336 unknown function

hypothetical protein CDS 318 unknown function

hypothetical protein CDS 288 unknown function

hypothetical protein CDS 264 unknown function

hypothetical protein CDS 243 unknown function

hypothetical protein CDS 237 unknown function

hypothetical protein CDS 231 unknown function

hypothetical protein CDS 222 unknown function

hypothetical protein CDS 219 unknown function

hypothetical protein CDS 213 unknown function

hypothetical protein CDS 204 unknown function

hypothetical protein CDS 198 unknown function

hypothetical protein CDS 195 unknown function

hypothetical protein CDS 183 unknown function

hypothetical protein CDS 171 unknown function

hypothetical protein CDS 162 unknown function

hypothetical protein CDS 156 unknown function

hypothetical protein CDS 153 unknown function

hypothetical protein CDS 144 unknown function

hypothetical protein CDS 141 unknown function
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hypothetical protein CDS 132 unknown function

hypothetical protein CDS 117 unknown function

hypothetical protein CDS 117 unknown function

hypothetical protein CDS 108 unknown function

hypothetical protein CDS 108 unknown function

hypothetical protein CDS 108 unknown function

hypothetical protein CDS 105 unknown function

hypothetical protein CDS 102 unknown function

hypothetical protein CDS 96 unknown function

hypothetical protein CDS 90 unknown function

hypothetical protein CDS 90 unknown function

Lar-like restriction alleviation protein 174 moron; auxiliary metabolic gene and host

CDS takeover

major head protein CDS 1101 head and packaging

major tail protein CDS 726 tail

membrane associated protein CDS 447 moron; auxiliary metabolic gene and host
takeover

minor tail protein CDS 777 tail

minor tail protein CDS 741 tail

minor tail protein CDS 600 tail

outer membrane protein CDS 303 other

portal protein CDS 1521 head and packaging

replicative helicase-primase CDS 2130 DNA; RNA and nucleotide metabolism

Rz-like spanin CDS 231 lysis

tail completion or Neckl protein CDS 504 connector

tail fiber protein CDS 1605 tail

tail length tape measure protein CDS 1566 tail

tail length tape measure protein CDS 888 tail

tail length tape measure protein CDS 363 tail

tail length tape measure protein CDS 228 tail

tail protein CDS 2499 tail

tail protein CDS 483 tail

tail protein CDS 267 tail

tail protein CDS 135 tail

tail protein and host specificity CDS 570 tail

tail terminator CDS 423 connector

terminase CDS 573 head and packaging

transposase CDS 330 integration and excision
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