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OZET

ANTIBIYOTIGE DIRENCLI Escherichia coli SUSLARINA SPESIFIK LIiTiK
BAKTERIYOFAJ iZOLASYONU VE LiTiK SPEKTRUMLARININ
BELIRLENMESI

Bahar GUNGOR
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Ocak/2023
Danigman: Prof. Dr. Oktay GENC

Escherichia coli, kanatli hayvanlarda kolibasillozise neden olan patojen bir
bakteridir. Kolibasillozis tedavisinde antibiyotikler yogun sekilde kullanilmaktadir.
Buna karsin, antibiyotiklerin fazla ve yanlis sekilde kullanilmasi neticesinde son
zamanlarda E. coli suslarinin antibiyotiklere direngli hale gelmesi kolibasillozisle
miicadeleyi zorlastirmakta ve Onemli bir problem olarak karsimiza cikmaktadir.
Bakteriyofajlar, bakterileri enfekte eden viriisler olarak tanimlanmakta ve
antibiyotiklere alternatif olarak diistintilmektedir. Bu ¢alisma kolibasillozis stipheli
etlik pili¢lerden izole edilen ¢oklu antibiyotik direngli E. coli suslarna karsi litik
etkili bakteriyofaj izolasyonu ve litik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
yapilmigtir. Calismada E. coli izolasyonu i¢in 14 kolibasillozis siipheli etlik pilig
sekumlar1  kullamilmistir.  Bakteriyofajlarin  tespiti, 14 sekum igeriginin
birlestirilmesiyle olusturulan karigimdan soft agar yontemiyle gergeklestirilmistir.
Calisma sonunda 14 adet E. coli izolasyonu gergeklestirilmis olup segilen 6 susun
antibiyotik diren¢ profilleri belirlenerek E. coli suslarmin en az 3 antibiyotige
direncli oldugu tespit edilmistir. Suslarin diren¢li olduklar1 antibiyotikler sirasiyla
linkomisin (%100), basitrasin (%100), amoksisilin (%83), siprofloksasin (%83),
stilfametoksazol (%67), kolistin (%17) ve ampisilin (%17) olarak belirlenmistir.
Buna karsin, E. coli suslarinin tetrasiklin ve gentamisine duyarli olduklar
belirlenmistir. Spot test yontemiyle, ¢oklu antibiyotik direngli 6 E. coli susuna kars1 4
bakteriyofaj tespit edilmis olup bunlarin 3 tanesi (BF1, BF2, BF4) saflastirilmistir.
Izole edilen bakteriyofajlarmn titreleri gogaltma oncesi 1.41 x 10% ile 2.04 x 10°
PFU/ml arasinda bulunurken, gogaltma sonras1 4.02 x 10° ile 4.36 x 10" PFU/mI
arasinda tespit edilmistir. Bakteriyofajlarin, ¢alismada kullanilan konak bakterilerin
haricinde, 9 klinik E. coli susuna kars1 litik spektrumlari belirlenmis olup BF1 fajinin
ve li¢ fajin karistirilmasiyla olusturulan faj kokteylinin litik spektrumu %22.2
bulunurken, BF2 ve BF4 fajlari klinik suslara litik etki gostermemistir.

Anahtar Sozciikler: Antibiyotik direng, Bakteriyofaj, Kolibasillozis, Escherichia
coli



ABSTRACT

ISOLATION OF LYTIC BACTERIOPHAGES AGAINST ANTIBIOTIC-
RESISTANT Escherichia coli AND DETERMINATION OF THE LYTIC
SPECTRUMS

Bahar GUNGOR
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Microbiology
Master, January/2023
Supervisor: Prof. Dr. Oktay GENC

Escherichia coli is a pathogenic bacterium that causes colibacillosis in poultry.
Antibiotics are used extensively in the treatment of colibacillosis. On the other hand,
as a result of excessive and incorrect use of antibiotics, E. coli strains have become
resistant to antibiotics recently. This complicates the fight against colibacillosis and
emerges as an important problem. Bacteriophages are defined as viruses that infect
bacteria and can be considered as an alternative to antibiotics. This study was carried
out to isolate lytic bacteriophages against E. coli strains obtained from colibacillosis-
suspected broilers and to determine the lytic activities of isolated bacteriophages
against various clinical E. coli strains. In the study, the cecums of 14 colibacillosis
suspected broilers were used for the isolation of E. coli. Detection of bacteriophages
was carried out by the soft agar method from the mixture formed by combining 14
caecum samples. As a result of the study, 14 E. coli were isolated and antibiotic
resistance profiles of 6 selected strains were determined. E. coli strains were found to
be resistant to at least 3 antibiotics. E. coli strains were found to be resistant to
lincomycin (100%), bacitracin (100%), amoxicillin (83%), ciprofloxacin (83%),
sulfamethoxazole (67%), colistin (17%) and ampicillin (17%). In contrast, E. coli
strains are sensitive to tetracycline and gentamicin antibiotics. Four bacteriophages
were detected by spot test method against 6 multi-antibiotic resistant E. coli strains
and 3 of them (BF1, BF2, BF4) were purified. The titers of isolated bacteriophages
were found between 1.41 x 10° and 2.04 x 10° PFU/mI before amplification, and
between 4.02 x 10® and 4.36 x 10** PFU/mI after amplification. The Iytic spectra of
bacteriophages were determined against 9 clinical E. coli strains in addition to the
host bacteria used in the study. While the lytic spectrum of the BF1 phage and the
phage cocktail prepared by mixing all three phages were found to be 22.2%, the BF2
and BF4 phages did not show lytic activity against the clinical strains.

Keywords: Antibiotic resistance, Bacteriophage, Colibacillosis, Escherichia coli



ON SOZ VE TESEKKUR

Bakteriyel enfeksiyonlarin Onlenmesinde antibiyotikler yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Buna karsin, son yillarda insan ve kanatli hayvanlarda patojen
bakteriler antibiyotiklere direngli hale gelmis ve vakalarda hizli bir artis
belirlenmistir. Bakteriyofajlar, antibiyotiklere kars1 sahip oldugu avantajlar nedeniyle
kanatli hayvanlarda antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilmektedir. Bu tez
caligmasinda, Kolibasillozis siipheli etlik pili¢clerden ¢oklu antibiyotik direngli
Escherichia coli izolasyonu ve E. coli suslarina litik etkili bakteriyofajlarin
izolasyonu ile litik spektrumlar1 aragtirilmustir.

Lisansiistii egitimim siiresince, akademik birikim ve tecriibeleriyle bana rehber
olan ve hosgoriisiinii esirgemeyen danigsman hocam Prof. Dr. Oktay GENC’e ve tez
calismamin laboratuvar ¢alismalarinda yardimlari i¢in Aras. Gor. Evrim GENC’e ve
destekleri icin Dog¢. Dr. Aydin ALTOP’a tesekkiir ederim. Ayrica
PYO.VET.1904.21.034 proje numarasi ile tez calismami destekleyen Ondokuz
Mayis Universitesi’ne tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Escherichia coli, insan ve hayvanlarda hem intestinal hem de ekstraintestinal
enfeksiyonlara neden olan Enterobacteriaceae familyasina ait Gram-negatif ¢omak
sekilli bir bakteridir (Cabal vd., 2016). Kanatli hayvanlarin dogal bagirsak
mikroflorasini olusturmakla birlikte fakiiltatif patojen (oportiinist) 6zelligi nedeniyle
yiiksek diizeyleri kolibasillozis’e neden olmaktadir (Glombowsky vd., 2020).
Kolibasillozis kanatli hayvanlarda verimi diisiirerek, Oliim oranimmi ve karkas
kusurlarini arttirarak, profilaksi ve tedavi masraflari ile ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Ibrahim vd., 2019).

Kanatlilarda kolibasillozisin onlenmesi ve bagirsaklarda E. coli diizeyinin
azaltilmast amaciyla siklikla antibiyotikler kullanilmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde 2012 yilinda iretilen toplam antibiyotiklerin %70’inin (8.9 ton)
hayvanlar tarafindan tiiketildigi, Cin’de ise 2030 yilina kadar iiretilen antibiyotiklerin
%30’unun hayvanlarda kullanilabilecegi bildirilmistir (Van Boeckel vd., 2015;
Piddock, 2016). Kanatli sektoriindeki yogun antibiyotik kullanimi dikkate
alindiginda, patojen Dbakterilerdeki antibiyotik direncinin kagmilmaz oldugu,
ilerleyen zamanlarda antibiyotik tedavilerinin yetersiz kalabilecegi ve patojenlerin
yayilmasi sonucu ciddi iiretim kayiplarinin olusabilecegi diisiiniilmektedir (Gigante
ve Atterbury, 2019). Antibiyotik direngleri hizla artan E. coli suslarinin gida yoluyla
insanlara gecerek capraz diren¢ olusturmasi mevcut durumu daha da ciddi bir hale
getirmektedir (Kutateladze ve Adamia, 2010). Nitekim antibiyotik direngli
bakterilerin insanlarda ve kanatli hayvanlarda olusturdugu enfeksiyon vakalarinin
son yillarda hizli bir artis gdsterdigi bildirilmistir (Zbikowska vd., 2020). Benzer
sekilde, Diinya Saglk Orgiitii, son yillarda E. coli’nin antibiyotiklere direngli hale
geldigini ve antibiyotige yeni alternatifler bulunmasi gerektigini bildirmistir (Diinya
Saghk Orgiitii, 2017). Bu durumlar dikkate alindiginda antibiyotiklerin yerine
kullanilabilecek  probiyotik, prebiyotik, bakteriyofaj, bitkisel ekstraktlar,
nanopartikiiller ve antimikrobiyal peptitler gibi alternatif tiriinlerin gelistirilmesinin
sektdr igin kaginilmaz bir hale geldigi diisiiniilmektedir (Zbikowska vd., 2020).
Bakteriyofajlar, yapilan bilimsel c¢aligmalardan elde edilen olumlu sonuglar ve
antibiyotiklere karsi sahip oldugu 6nemli avantajlar nedeniyle kanatli hayvanlarda

antibiyotige alternatif olarak disiiniilmektedir (Ushanov vd., 2020).



Bakteriyofajlar (fajlar), ilk kez 1896 yilinda bakteriyolog Ernest Hankin
tarafindan tespit edilen ve spesifik olarak bakterileri enfekte eden viriislerdir. Fajlar
su, bitkiler ve yiyecekler dahil olmak iizere bakterilerin kolonize oldugu tiim
habitatlarda bulunabilirler. Dolayisiyla fajlar, atik sular, insan ve hayvan atiklari,
dogal su kaynaklar, toprak, bitki Ortiisii, gida kaynaklarn ve diger
mikroorganizmalar1 igeren dogal g¢evreden izole edilebilmektedir (Wernicki vd.,
2017). Protein kilif (kapsid) ile sarilmig genetik materyal (dsDNA, ssDNA veya
RNA) igeren bakteriyofajlar bakterilerden 1000 kat daha kii¢iik boyutlara (20 nm ile
200 nm) sahiptir. Bakteriyofajlar, bakteri hiicresindeki aktivitelerine gore litik ve
lizojenik (1liml1) fajlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Lizojenik fajlar genetik
materyallerini bakteriye aktarmalarini takiben profaj (yavru hiicre) halinde kalarak,
bakteri cogaldikca ¢ogalan ve lizojenik dongii gosteren fajlardir. Litik fajlar ise
bakteriye tutunarak genetik materyalini aktaran, bakteri icerisinde ¢ogalan ve
bakteriyi ortalama 20-60 dakikada lize ederek terk edip, yeni bakterileri enfekte eden
fajlardir ki biyokontrol calismalarinda ozellikle bu tip fajlar tercih edilmektedir
(Cufaoglu ve Ayaz, 2018).

Patojen mikroorganizmalarla miicadelede bakteriyofajlarin en 6nemli avantaji
ve tercih edilme nedeni antibiyotiklerden daha spesifik etki gdstermeleridir. Bu
sayede, antibiyotikler patojenik bakteriler yaninda yararli bakterileri de oldiirerek
disbiyoz, immiinosupresyon ve dolayisiyla ikincil enfeksiyonlara yol agarken
bakteriyofajlar spesifik olarak patojen bakterileri etkilemekte ve ikincil
enfeksiyonlara neden olmamaktadirlar (Lin vd., 2017). Bunun yaninda,
antibiyotiklerin viicut sivilarindaki konsantrasyonlart doz alindiktan sonra gesitli
eliminasyon yollariyla zamanla azalmaktayken, bakteriyofajlar hizla ve siirekli
replike olduklar1 i¢in hedef bakteri etkisiz hale getirilene kadar ¢ogalmaya devam
etmektedir (Otlu vd., 2016). Fajlarin Okaryotik hiicrelere baglanmamasi ve bu
hiicrelerde cogalmamasi fajlarin diger bir avantajidir.

Bakteriyofaj terapisi, ilk kez 1919 yilinda siddetli dizanterisi olan bir ¢ocugun
tedavisinde uygulanmistir (Haq vd., 2012). Giinimiizde ise enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde ve gidalarin paketlenmesinde koruyucu madde olarak
insan beslenmesinde kullanilmaktadir (Dalmasso vd., 2014). Yapilan ¢alismalarda
bakteriyofaj tedavisinin insanlar iizerinde herhangi bir patojenik etkisi
bildirilmemistir. Nitekim bakteriyofajlarin insan sagligi i¢in giivenligi oldugu Gida

ve llag Dairesi (FDA) tarafindan kabul edilmis ve 2006 yilinda bazi faj
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preparatlarinin gidalarda koruyucu olarak kullanilmasi onaylanmistir (Garcia vd.,
2008).

Kanatli hayvanlarda bagirsaktaki E. coli sayisinin azaltilmasi amaciyla
bakteriyofajlarin kullanildigi ¢alismalarda olumlu sonuglar alinmistir. Lau vd. (2010)
tavuk diskisindan izole edilen bakteriyofajlarin E. coli ile enfekte edilmis etlik
piliclere intratrakeal uygulamanin 14. ve 21. giin canli agirh@ini arttirdigini, 6lim
oranint %70’den %13.3’e diislirdiigiinii, akcigerlerde E. coli sayisin1 diistirdiigiinii
(7.20 cfu’dan 5.87 cfu’ya), perihepatitis goriilme oranini azalttigini (%66’dan %0’a)
bildirmistir. Benzer sekilde, tavuk diskisindan izole edilen bakteriyofaj karigiminin
(kokteyl) E. coli ile enfekte edilmis etlik piliclerin igme suyuna katilmasinin
digkidaki E. coli sayisint disiirdiigii bildirilmistir (Kittler vd., 2020). Sorour vd.
(2020) ise E. coli 0119 ile enfekte edilmis etlik piliglere oral gavaj ile bakteriyofaj
verilmesinin sekum E. coli O119 sayisini1 1.25 cfu diizeyinde azalttigini bildirmistir.
Benzer sekilde kanath isletmelerinin atik sularindan izole edilen E. coli APEC O78
spesifik bakteriyofajin E. coli APEC O78 bulastirilmis etlik piliglerin akciger E. coli
sayisini diislirdiigt bildirilmistir (Tawakol vd., 2019).

Kesimhane atik suyundan izole edilen bakteriyofajlarin (DAF6 ve SPRO02)
aerosol sprey ile etlik piliglere verilmesinin kolibasillozis kaynakli 6liim oranin
%353’den %17’ye diistirdiig (Huff vd., 2003), kas i¢i (sol but) verilmesinin %48’den
%7’ye distrdigi (Huff vd., 2006), igme suyuyla verilmesinin ise 6lim oranini
%85’den %0’a (Huff vd., 2002), baska bir ¢alismada %68’den %]15’e, airsakkulitis
(hava kesesi yangisi) lezyon goriilme sikligini1 %35’den 14.6’ya ve lezyon skorunu
1.3’den 0.4’e diistirdiigii bildirilmistir (Huff vd., 2004). Benzer sekilde, kanalizasyon
suyundan izole edilen bakteriyofajin igme suyu ile etlik piliclere verilmesinin
kolibasillozis morbiditesini %100’den %0’a ve Olim oranin1 %58’den %0’a
diistirdiigii bildirilmistir (Sajjad vd., 2004).

Bu tez calismasinda, kolibasillozis siipheli etlik piliclerden ¢oklu antibiyotik
direncli E. coli izolasyonu ve izole edilen E. coli suslarina karsi litik etkili

bakteriyofajlarin izole edilmesi ile litik spektrumlarinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Escherichia coli

Escherichia coli, insan ve hayvanlarda dogal olarak bulunan 2-6 pm
uzunlugunda, 1.0-1.5 um ¢apinda Gram-negatif ¢ubuk seklinde (basil) bir bakteridir.
E. coli, genellikle belirli yiizeylere tutunmasini saglayan fimbrial yapilara sahiptir.
Flagella yapisina sahip E. coli suslari hareketliyken, flagellalar1 olmayanlar
hareketsizdirler. E. coli, jeloz besiyerinde tipik yuvarlak, hafif kabarik, diizgiin 1-2
mm ¢apinda parlak S tipi koloniler olusturur. Bazi suslar1 kanli agarda B-hemoliz

olusturmaktadir (Ozkuyumcu, 2009).
2.1.1. Escherichia coli’nin Sebep Oldugu Enfeksiyonlar

Escherichia coli, kanatli hayvanlarin sindirim sisteminde dogal olarak bulunan
ve yaygin olarak digki ile atilan bir bakteridir. E. coli suslarinin birgogu patojenik
etki gdstermezken bazi patojenik serotipler kanatli hayvanlarda septisemi, artitis,
enterititis , granulom, yumurta sar1 kesesi yangisi, salpingitis gibi sendromlar1 iceren
kolibasillozis adi verilen enfeksiyona neden olabilmektedir (Yassin vd., 2017).
Kiimes hayvanlarinda kolibasillozise neden olan E. coli suslar1i APEC (avian
patojenik E. coli) olarak adlandirilmaktadir. Kanatl isletmelerinde patojenik E. coli
suslarinin bulagmasi daha ¢ok digki tozunun solunum yoluyla alinmasi ve sonrasinda
tim viicuda yayilmasi seklinde gergeklesir (Poirel vd., 2018). Kolibasillozis
enfeksiyonlarmin en belirgin bulgusu siddetli ishaldir (Elitok ve Bingiiler, 2018).

Escherichia coli, kanatli sindirim sisteminin dogal bir liyesi olmasina karsin
yiikksek miktarlar1 enfeksiyonun gelismesine neden olmaktadir. E. coli ile iliskili
enfeksiyonlar, her yastan kiimes hayvanlarini etkilemekle birlikte geng¢ yastaki
piliclerin bagirsak mikroflorasinin tam olarak gelismemesi nedeniyle daha hassas
oldugu bilinmektedir (Elitok ve Bingiiler, 2018). Enterohemorajik E. coli (EHEC) ve
onun Shiga toksini (Stx) lireten alt grubu (STEC), diinya capinda gida kaynakh
onemli bir patojendir (Nolan vd., 2013).

2.2. Bakteriyofajlar
2.2.1. Bakteriyofaj Arastirmalarimin Tarihgesi

Bakteriyofajlar ilk kez 1896 yilinda Ingiliz bakteriyolog Ernest Hankin

tarafindan Hindistan’in Jumna ve Ganges nehri sularinda Vibrio cholerae’ya karsi



antibakteriyel bir aktivitenin tespiti ile fark edilmistir. Nikolay Fyodorovich
Gamaleya, Bacillus subtilis tizerine ¢alisitken benzer bir olgunun varligini
gozlemlemistir. Frederick Twort ise 1915 yilinda bunun antibakteriyel bir viriis
etkinligi  olabilecegi diisiincesini  savunmustur. D’Herelle, Maisons-Laffitte
bolgesinde Fransiz askerleri arasindaki ciddi bir dizanteri salgininda hastalardan
alinan diski Orneklerinde tespit ettigi bakteri icermeyen filtratlart 1917 yilinda
“g0riinmez mikrop” olarak tanimlamis ve fajlar1 1919 yilinda dizanteri tedavisinde
kullanmistir (Haq vd., 2012). D’Herelle ayrica fajlar1 izole ve karakterize eden ilk
kisidir ve tavuklarda Salmonella Gallinarum'un neden oldugu tifoya karsi ilk faj
tedavisini gelistirmistir (Atterbury, 2006). D’Herelle, daha sonra Hindistan,
Giircistan, ABD ve Fransa’da faj terapi ve arastirma merkezlerinin kurulmasina
onciiliik etmistir. 1930 yilindan itibaren ise farkli patojenlere karsi {iiretilen fajlar
ticarilestirilmeye  baslanmistir. ~ Bakteriyofajlarin  elektron = mikroskobunda
goriintiilenmesi ise ilk kez Helmut Rushka tarafindan 1940 yilinda gergeklesmistir
(Aydogan ve Hadimli, 2016).

Ikinci Diinya Savasi sonrasi antibiyotiklerin kesfedilmesinin ardindan tedavi
amaclh faj kullanimi azalmasma ragmen Ozellikle eski SSCB (Sovyet Sosyalist
Cumhuriyetler Birligi)’de, Giircistan ve Polonya’daki arastirmalar ayni sekilde
devam etmistir (Sulakvelidze vd., 2001; Abedon vd., 2011). Faj tedavisi 1982 yilinda
Smith ve Bob Huggins tarafindan yeniden canlanmis, Bati’daki ¢aligmalar, Polonya
ve eski SSCB’de yapilan calismalarin tekrar ele alinmasiyla ivme kazanmistir
(Sulakvelidze vd., 2001; Summers, 2001; O'Flaherty vd., 2009; Aydogan ve Hadimli,
2016; Fernandez vd., 2019; Bas, 2020).

2.2.2. Bakteriyofajlarin Morfolojisi ve Siniflandirmasi

Okaryotlar1 enfekte eden viriisler gibi fajlarda da biiyiik bir yapisal ve islevsel
cesitlilik vardir. Viral bir yapiya sahip olan fajlar, protein bir kilif ile sarilmis genetik
materyalden olugmaktadir. Bakteriyofajlar DNA yapilarina gore cift zincirli DNA
(dsDNA), tek zincirli DNA (ssDNA) ve RNA igerenler olarak ii¢ gruba
ayrilmaktadir. Boyutlar1 yaklasik 20 nm ila 200 nm arasinda degisir ki bu da onlar
ortalama bir bakteriden (0.5-20 pm) 1000 kat daha kiigiik yapar (Gazeev, 2018;
Zbikowska vd., 2020).

Fajlar, hem fiziksel hem de kimyasal etkilere karsi bakterilerden daha

direnglidir; 6rnegin, 5 ila 8 arasinda degisen pH degerlerine dayanabilirler ve etanol,



fenol, siyaniir veya kloroform ile inaktive edilemezler. Ancak kaynatma, asitler,
formalin ve UV 15181 fajlari inaktive edebilmektedir (Bykov vd., 2003).

Tanimlanmig fajlar genel olarak; morfolojik 6zellikleri, niikleik asit tiiri, zarf
ya da lipidlerin mevcudiyetine gore 13 familyaya 140'dan fazla tiire ve 5300'den
fazla faj tipine ayrilmaktadir. Sekil, yapi, niikleik asit ve mikrobiyal konakgi
etkilesimi ile ayirt edilebilirler. Fajlar boyut olarak kiictik, orta, biiyiik; sekil olarak
ipliksi, kiiresel; ayrica bas ve kuyruk bolgelerinin olup olmamasina gore de ayirt
edilebilmektedir (Gazeev, 2018). Ayrica fajlar kapsid yapilarina gore izometrik (¢ok
yiizlii) ve sarmal (spiral) olarak siniflandirilmaktadir (Wernicki vd., 2017).

Bakteriyofajlar, morfolojik ozellikleri bakimindan farklilik gdstermesine
ragmen, %90’1 bag kisminda ¢ift zincirli DNA genomu bulunduran litik fajlardir ve
ikozahedral (kiibik) simetri gostermektedirler. Faj, bakteri hiicresinin yilizeyindeki
reseptorlere tutunmada kullanilan, iplik¢iklerden olusmus bir kuyrukla baglanir
(Sekil 2.1). Kuyruk, hedef bakteri reseptorlerine adsorbe olur ve faj DNA’s1 bakteri
hiicresine aktarilir (Haq vd., 2012).

a)
Nikleik _Kapsid
asit
Bo
Kuyruk /yun
" iplikcikleri

Sekil 2.1. Bakteriyofajlarin genel yapisi (a) ve elektron mikroskop goriintiisii (b) (Aydogan
ve Hadimli, 2016)

Fajlar; Myoviridae (uzun, kasilabilen kuyruk), Siphoviridae (uzun, esnek,
kasilamayan kuyruk), Podoviridae (kisa, kasilamayan kuyruk) olmak {tizere
morfolojik olarak ii¢ temel aileye ayrilmaktadirlar (Parisien vd., 2008).

Fajlarin bakteri hiicrelerinde litik ve lizogenik olarak ifade edilen 2 tiir
aktivitesi mevcuttur. Litik aktivite viriilant fajlarin bir 6zelligi iken lizogenik aktivite

genetik materyalin latent donemde hiicreye girisi ile ilgilidir. Ancak spontan olarak



giines 15181ina maruz kalma, UV radyasyonu, alkali ajanlar, mitomisin C gibi bazi
antibiyotikler ile lizojenite giderilebilir (Weinbauer, 2004; Briissow, 2005).

Cevre sartlar1 ve bakteri hiicre tipine bagli olarak kronik enfeksiyon,
psodolizogenik enfeksiyon ve abortif enfeksiyon gibi bir¢ok farkli enfeksiyon tipleri
mevcuttur. Ayrica sikluslarin hepsi bakteri hiicre oliimii ve faj partikiillerinin
replikasyonu ile sonuglanmaz. Bir¢ok durumda bakteri hiicrelerinde lizis
uyarilmaksizin virionlar olusur ve hiicre digina salinmazlar (Weinbauer, 2004;
Abedon, 2008; Hagens ve Loessner, 2010).

Fajlar su, bitkiler ve yiyecekler dahil olmak tizere bakteriler tarafindan
kolonize edilmis tiim habitatlarda bulunabilirler. Dolayisiyla fajlar, atik sular, insan
ve hayvan atiklari, dogal su kaynaklari, toprak, bitki ortiisii, gida kaynaklar1 ve diger
mikroorganizmalar1 igeren dogal g¢evreden izole edilebilmektedir (Wernicki vd.,
2017). Son arastirmalar da dahil olmak iizere ¢ok sayida calisma, fajlarin
muhtemelen bu gezegendeki en eski mikroorganizmalar oldugunu (Briissow, 2007)
ve Diinya tizerinde yasami destekleyen tiim ortamlarda en ¢cok bulunan organizmalar
oldugunu gostermektedir. Birka¢ ornek vermek gerekirse, topragin her graminda
tahmini olarak 1.5 x 10® faj pargacig1 bulunur (Ashelford vd., 2003; Williamson vd.,
2003). Tatli su gdllerinde (Mohiuddin ve Schellhorn, 2015) mI’sinde 7 ila 15 x 10°
ve deniz suyunun ml’sinde 10° ila 10° faj partikiilii vardir (Bergh vd., 1989). Ayrica
2017 yilina kadar 25.000° den fazla bakteriyofaj niikleotid sekansinin belirlendigi
bilinmektedir (Adriaenssens ve Brister, 2017).

Bakteriyofajlarin replikasyonu birgok yoniiyle Okaryotik viriislere benzerlik
gostermektedir. Her ikisi de adsorbsiyon, penetrasyon, niikleik asit replikasyonu,
virion olusumu ve konak¢t hiicreden salinim asamalarini  igermektedir.
Bakteriyofajlar sus spesifik olup hem Gram (+) hem de Gram (-) bakterilerde giiclii
bir bakterisidal aktivite gosterir. Bazi1 fajlar tek tip bakteri igin spesifik affinite
gosterirken bazilari ise genis bir etkinlik yelpazesine sahiptir. Fajlarin 6zgiillik ve
affinite aralig1 bakteri yiizeyinde bulunan reseptorlerin varligr ile belirlenmektedir
(Weinbauer, 2004; Skurnik ve Strauch, 2006; Domingo-Calap vd., 2016). Ayrica
fajlar, cesitli bakteriler i¢in ozgilliiklerine gére monovalent (bir tiir bakteriye) ve
polivalent fajlar (farkli, iki veya daha fazla bakteriye) olarak klasifiye edilmektedir.
Cogu calismada, Gram pozitif bakterileri hedef alan bakteriyofajlarin Gram
negatiflere kars1 etkili olmadig1 gdsterilmistir (Zbikowska vd., 2020).



2.2.3. Bakteriyofajlarin Uremeleri

Bakteriyofajlar duyarli bakteri konaklarinda dort evrede enfeksiyon
olustururlar (Arda, 2011).

2.2.3.1. Adsorbsiyon

Bakteriyofajlardan kuyruklu olanlar kuyruklarmmi kullanarak, kuyruklu
olmayanlar ise ylizeyleri araciligiyla bakteriye baglanirlar. Bakteri yilizeyindeki pilus,
teikoik asit, flagella, lipoprotein, protein ve lipopolisakkarid molekiilleri ve hiicre
duvarinin bazi diger bilesenleri bakteriyofaj adsorbsiyon bolgeleri olarak
bilinmektedir. (Arda, 2011).

2.2.3.2. Penetrasyon

Bakteri hiicre duvarindan adsorbe olan bakteriyofajlar, enzim ile bakteri hiicre
duvarin1 delerek genetik materyallerini bakteri sitoplazmasina aktarirlar. Bazi
bakteriyofajlar genom aktarimini i¢i bos tiip seklindeki bir organelden bakteri
igerisine aktararak gerceklestirirler. Genomun aktarilmasi i¢in agilan delik bakteri
tarafindan onarilir. Ancak, bakteriye ¢ok sayida fajin adsorbe oldugu durumda, hiicre

materyallerinin agilan deliklerden disar1 ¢ikmasi sonucu bakteriyofajlar ireyemeden

bakteri lize olur (Arda, 2011).
2.2.3.3. Latent Donem

Latent donem, bakteriyofajlarin  bakteri sitoplazmasma  genomunu
aktarmasindan olgun fajlarin gelismesine kadar gegen siireyi ifade etmektedir. Bu

donem genellikle ¢cogalma ve gelisim donemi olmak {izere ikiye ayrilir.
2.2.3.3.1. Cogalma

Bu asamada, bakteriyofajlarin genetik materyalleri ile kodlanan enzimler
bakterilerin protein, RNA ve DNA gibi makromolekiil yapilarinin sentezini durdurur.
Bakteriyofaj kendi genomunu kopyalar ve bakterinin metabolizmasini kullanarak
bakteriyofaj enzimlerini ve yapisal bilesenlerini sentezler. Bu donemde higbir olgun
faja rastlanmaz (Arda, 2011).

2.2.3.3.2. Olgunlasma

Bu asamada, bakterinin metabolizmasiyla sentezlenen bakteriyofaj bilesenleri

genetik materyal etrafinda birlestirilerek olgun fajlar olusturulur (Arda, 2011).



2.2.3.4. Lizis ve Disar1 Cikis

Bakteriyofajlarin  bakteri hiicresini yikimlayarak disart ¢iktiklari evredir.
Bakteriyofajlar, konakg1 bakteride hayat dongiisii sirasinda genellikle litik, non-litik
ve lizojenik (1liman) enfeksiyonlara neden olmaktadir (Sekil 2.2). Non-litik
enfeksiyonlarda, olgun fajlarin konak bakteride gelisimi ve hiicreyi terk etmesi
sonrasinda bakteri yagsamina devam eder (Arda, 2011). Litik enfeksiyonlar, konake1
bakteri hiicresinin hizli bir sekilde yikimina ve oliimiine neden olurken, lizojenik

fajlarda, yasam dongiisliniin bir boliimii profaj adi verilen sakin bir donemde gecer
(Hanlon, 2007).

%, LIZOGENIK

DONGU

™ @P)

Sekil 2.2. Bakteriyofajlarda litik ve lizogenik yasam dongiisti (Anonim, 2020)

2.2.3.4.1. Nonlitik Enfeksiyon

Bu tip enfeksiyonlarda bakteriyofajlar bakteri hiicresinde iiremesine ve disari
cikmasina karsin, konak bakterinin gelisme ve ¢ogalmasinda herhangi bir degisiklik
olmaz. Bakteriyofajlar, konak bakterinin her bdliinmesinde g¢ogalarak bir kopyasini

diger bir bakteri hiicresine aktarmaktadir (Arda, 2011).
2.2.3.4.2. Litik Enfeksiyon

Litik enfeksiyonda bakteriyofajlar konak bakteri ile karsilastiktan sonra
protein, oligosakkarit, teikoik asit, peptidoglikan ve lipopolisakkarit gibi spesifik
reseptOr bolgeleri araciligiyla konak bakteri hiicresine baglanir (Hanlon, 2007). Bazi
durumlarda fajin baglandigi nokta; hiicre kapsiilii, flagella veya konjugatif pilus
olabilir. Baglanmanin ilk asamasinda adsorpsiyon basarisiz olabilir. Buna karsin
daha sonra daha giiclii bir bag kurularak faj genetik materyalini konak hiicreye

aktarir. Faj genomunun bakteri hiicresine enjeksiyonu faj morfolojisine baglh olarak



cesitli mekanizmalarla gerceklesir. Faj DNA’sinda bulunan bazlarin birgogu,
hiicresel kisitlama ve niikleaz enzimlerinden etkilenmemek igin degistirilir. Konakg1
hiicre RNA polimerazi, bakterinin metabolizmasini kontrol altinda tutmak igin
mRNA iireterek, bakterinin metabolik siireglerini yeni viriis bilesenlerinin iiretimine
yonlendirir ve faj genomu kopyalanir. Faj bilesenleri daha sonra virion olarak
birlestirilir. Konak hiicre igerisindeki faj bilesenlerinin olusturulmasi ve
birlestirilmesi sonrasinda iiretilen fajlarin yeni hiicrelere erigimi i¢in hiicre disina
ctkmast gerekmektedir. Neredeyse tiim dsDNA fajlari, bakteriyel peptidoglikana
yikimlayan (seker baglarini hedef alan) lizozimler, (peptid baglarini etkileyen)
endopeptidaz ve (amid baglarin1 hedef alan) amidaz gibi enzimler gelistirmistir
(Fischetti, 2005). Muralitik enzimler veya endolizinler olarak adlandirilan bu litik
enzimler, sitoplazmada iiretilmektedir. Bu enzimlerin sitoplazmik membrani
gecmeleri ve substrata ulasabilmeleri gerekir. Bu amagla rol oynayan onemli
enzimlerden biri lizinin yikimlanmasini saglayan holin’dir (Young vd., 2000;
Fischetti, 2005). Holin, hiicre yikimlamasinin zamanlamasimi ve iretilen fajlarin
saliniminin kontroliinde rol oynamaktadir. Ipliksi morfolojiye sahip bazi fajlar ise
konakgiy1 tahrip etmeden hiicre duvarindan ekstriizyon yoluyla konakg¢i hiicreden
kagabilmektedir. Ancak bu fajlar, faj terapisinde dikkate alinmazlar (Hanlon, 2007).
Tek bir bakteri hiicresinden 100°den fazla yeni faj serbest kalabilmekte ve bunlarin
her biri yeni bir bakteri hiicresini enfekte edebilmektedir. Litik enfeksiyon
dongiilerinin tiim duyarli bakteri hiicreleri 6lene kadar devam etme potansiyeli vardir

(Hanlon, 2007).
2.2.3.4.3. Lizojenik (Ilimli) Enfeksiyon

Iliml1 fajlar, otomatik olarak bir litik dongiiye girmeyen, bunun yerine
DNA'’larin1 konak hiicre DNA’sina entegre eden viriislerdir. Ilimli faj enfeksiyonu
sonucu bakteri hiicreleri lizojenik olarak adlandirilir. Lizojenik enfeksiyonda faj
DNA’s1 genellikle konak bakteri DNA’simna entegre edilir ve ayn1 zamanda bir
plazmid olarak da bulunabilir. Konak hiicre DNA’s1 ¢ogaltilirken profaj DNA’s1 da
kopyalanir ve boylece yavru hiicreler viral DNA’ya sahip olur. Ilimli fajlarin konak
hiicreyi yikimlayarak disar1 ¢ikma yetenegi yoktur. Bakteri hiicresi birkag kez
boliinmeye maruz birakilir ve konak hiicre kendiliginden parcalanirsa profajlar
cevreye yayilabilir. Alternatif olarak, bir lizojenik hiicre popiilasyonu mutajenik

ajanlarla muamele edilerek veya ultraviyole 1s1§a maruz birakilarak yikimlama tegvik
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edilebilir. Bu sayede lizojenik bir faj ¢evre kosullariin degismesi veya
degistirilmesiyle litik faza girebilmektedir. Profaj, kendi genlerinin veya yakindan
iligkili bakteriyofajlarin genlerinin transkripsiyonunu bloke eden baskilayici protein
sentezini kontrol etmektedir. Bu nedenle bir profaj, konak bakteri hiicresinde diger
fajlarin neden oldugu enfeksiyonlara karsi bir tiir bagisiklik saglayabilir (Hanlon,
2007).

2.2.4. Bakteriyofajlarin Uygulama Alanlari

Bakteriyofajlar, baglangigta alinan tutarsiz sonuglar ve antibiyotiklerin ortaya
¢ikmasi nedeniyle goz ardi edilmistir. Ancak, faj biyolojisinin daha iyi anlasilmasi ve
coklu direncli bakteriyel patojen prevalansinin artmasi nedeniyle son yillarda bircok
alanda kullanilmaya baslanmistir (Nicastro, 2016). Bakteriyofajlar, genel olarak
biyokontrol, biyokoruyucu, probiyotik, kaplama materyali, biyodedektor olarak,
bagisikligi gelistirmek ve gen aktarimi amaciyla kullanilabilmektedir (Nicastro,
2016; Karaynir, 2021).

Biyokontrol amaciyla faj kullanim (Faj terapisi): Bakteriyofajlar bakteriler
tizerindeki litik etkileri nedeniyle patojen bakterilerle miicadele amaciyla
kullanilabilmektedir. ~ Ozellikle Escherichia coli, Staphylococcus —aureus,
Campylobacter jejuni, Chlamydia trachomatis, Pseudomonas aeruginosa ve
Helicobacter pylori gibi 6nemli patojenlere kars litik etkili fajlar arastiritlmaktadir.

Biyokoruyucu olarak kullamm: Bakteriyofajlar, gida {irtinlerindeki
mikroorganizma yiikiinin azaltilmasi ve/veya gelisiminin engellenmesi ile
uriinlerdeki bozulma ve yikimlama siireglerinin  geciktirilmesi amaciyla
kullanilabilmektedir.

Probiyotik olarak faj kullanim: Bakteriyofajlar, patojen
mikroorganizmalarin baskilanmasi bagirsak mikrobiyotasinin yararli bakterilerce
zengin olmasinin saglanmasi noktasinda probiyotik olarak kullanilabilmektedir.

Bagisikhig1 gelistirmek icin faj kullanim: Bakteriyofajlar, bagisiklik
sistemini etkileyerek bagisiklig1 artiric1 6zellikleri sayesinde bagisiklik uyarict olarak
kullanilabilmektedir.

Kaplama materyali olarak faj kullammm: Bakteriyofajlar 6zellikle tibbi cihaz
yiizeylerinde biyofilm olusumunu engellemek amaciyla kaplama materyali olarak
kullanilmaktadir.

Biyodedektor olarak kullammm: Bakteriyofajlar, bakteriyel enfeksiyonlarin
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tespitinde ve gidalardaki bakteriyel yiikiin belirlenmesinde hizli sonuglarin alinmasi
amactyla kullanilabilmektedir.

Gen aktarimi amaciyla faj kullamm: Bakteriyofajlar molekiiler biyolojide
bakterilere istenilen DNA’nin aktarilmasinda okaryotik viral vektorler yerine
protein/gen tastyici olarak kullanilmaktadir.

Faj gosteriminde kullamimi: Bakteriyofajlar, proteinleri kodlayan genetik
bilgiler ile proteinleri birbirine baglamak amaciyla faj gdsterimi teknolojisinde

kullanilmaktadir.
2.2.5. Kanath Hayvanlarda Faj Kullanim

Son yillarda, antibiyotiklerin insan ve hayvan sagligi ile endiistri ve tarim
alanlarinda yaygin ve sik kullanimi sonucu ¢oklu direncli (MDR) bakterilerin ortaya
ciktigr bildirilmistir. Ayrica MDR bakterileri hayvanlar ve insanlar arasinda
dogrudan temas yoluyla da bulasabilmektedir (Kirbis ve Krizman, 2015; Lin vd.,
2017).

Aragstiricilar antibiyotiklerin yerine asi, probiyotik, prebiyotik, bakteriyofaj,
nanopartikiil, antimikrobiyal peptid (AMP) gibi viriilens Onleyici bilesiklerle
bakterilere karsi savasmanin alternatif yollarin1 aramaya baslamislardir. Son yillarda
kiimes hayvanlar1 ve endiistrisinde bakteriyofajlarin kullanimina yonelik arastirma ve
ilgi artmistir. Boylece, kiiresel pazarda bakteriyofaj preparatlari gelistiren yeni
sirketler ortaya ¢ikmistir. Kiimes hayvanlar yetistiriciligi, tiretimi ve iglenmesinde

faj uygulamalarinin 6rnekleri Sekil 2.3 te gosterilmektedir.

[ Kanatlilarda Bakteriyofaj Kullanimi ]

— i T

[ Faj Tedavisi ] [Gldakontrolﬁ ] [ Dezenfeksiyon ]

# Antibakteriyel ajanlar # Gida biyokoruyucu olarak » Yizey dekontaminasyonu
» Bakterisidal ajan olarak » Gida giivenligi icin icin

# Yem katki maddesi olarak # Gida dekontaminasyonu » lIsleme siirecine yardima
» Kesimden once kiimes icin olarak

hayvanlarinda bakteriyel » Dogrudan gida uygulamasi » Gidayla temas eden yizey,

enfeksiyonlarin énlenmesi
tedavisi ve kontroli igin

N J \
Y Y

Uretim éncesi uygulama alani Uretim sonras! uygulama alani

ve gida ambalaji ekipman, kanath karkas

derisinin dezenfeksiyonu icin

e

Sekil 2.3. Kanatlilarda bakteriyofaj kullanim alanlar1 (Zbikowska vd., 2020)
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2.2.5.1. Escherichia coli Enfeksiyonlarinda Faj Tedavisi

Artan diinya niifusunun et ihtiyacinin karsilanabilmesi igin et iiretiminde
Oonemli bir artisa ihtiyag duyulmaktadir. Su ana kadar bu talebin ¢ogunlugu
iilkemizde ozellikle kanatli, diinya genelinde ise kanatli ve domuz yetistiriciligi ile
karsilanmistir.  Ancak yaygin yetistiricilik sistemleri hastaliklarin bulagmasini
kolaylagtirmaktadir (Jones vd., 2013).

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO), 1961-2016 yillar1 arasinda diinya kanatl eti
iiretiminin 9 milyon tondan 120 milyon tona, yumurta iiretiminin de 15 milyondan 81
milyon tona ulastigini bildirmistir. Giincel FAO verileri diinya kanatl eti iiretiminin
2018’de 123.9 milyon ton oldugunu gostermektedir (FAO, 2019, 2020). Ulkemizde
ise 2019 y1l1 itibariyle kanatli eti iiretimi 2.1 milyon tona ulasmstir (TUIK, 2019).

Diinyanin birgok bolgesinde antimikrobiyaller; bliylimeyi tesvik, hastaliklarin
Oonlenmesi ve hastaliklarin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir (Jones vd., 2013).
ABD’de 2012 yilinda tibbi olarak 6nemli antibiyotiklerin %70’inin (8.9 ton)
hayvanlar tarafindan tiiketildigi, Cin’de de 2030 yilina kadar hayvancilik
endiistrisinde antimikrobiyal iiretiminin %30 kadarmin kullanilacagi bildirilmektedir
(Van Boeckel vd., 2015; Piddock, 2016).

Son yillarda halk sagliginin korunmasina yonelik kanath sektoriinde problem
teskil eden en yaygin zoonozlar olan, Camylobacter spp., Salmonella spp.,
Eschericha coli, Listeria spp., direngli Staphylococcus aureus (MRSA), Clostridium
spp. gibi patojenlere karsi ilgi artmistir. Ayrica bu patojenlerin bir¢ok antibiyotige
karst direngli oldugu Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan
bildirilmektedir (EFSA, 2018, 2019). Antibiyotik direngliligi, yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesi ve litik bakteriyofaj kullanimi ile kontrol altina alinabilmektedir.
Bircok c¢alismada bakteriyofajlar, bakteri diizeyinin azaltilmast ve zoonotik
bakteriyel enfeksiyonlarin kontrolii i¢in degerlendirilmistir (Wernicki vd., 2017,
Moye vd., 2018).

Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (ECDC) ve EFSA’nin 2019 yili
raporuna gore, kampilobakteriyozun ardindan Salmonelloz, Shiga toksin iireten E.
coli (STEC) enfeksiyonu ve Yersinioz Avrupa Birligi'nde (AB) en sik bildirilen
zoonozlardir (EFSA ve ECDC, 2019). Patojenlerin ortadan kaldirilmasi amaciyla
bakteriyofaj kullanimi, 6zellikle her ekosistemde mevcut olmalar1 ve Kkarakterize

edilen bakteri sayisindan 10 kat daha fazla olmalar1 (10*") nedeniyle oldukea iimit
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verici goriinmektedir (Briissow, 2005; Urban-Chmiel vd., 2015). Bakteriyofajlar
arasinda litik bakteriyofajlar bakteri oldiirme yetenekleri sayesinde bakteriyel
enfeksiyonlarin 6nlenmesinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bakteriyofajlar,
antibiyotiklerden ¢ok daha spesifiktir. Antibiyotik tedavisinin sadece patojenik
bakterileri 6ldiirmekle kalmayip ayni1 zamanda normal bagirsak mikrobiyotasini da
etkiledigi ve potansiyel olarak disbiyoz, immiinosupresyon ve dolayisiyla ikincil
enfeksiyonlara yol agtig1r unutulmamalidir (Lin vd., 2017). Faj tedavisinin etkinligi,
fajlarin 0zel reseptorlere spesifitesi sebebiyle tek bir tiir, sus ya da serotipe 6zgiil
olmasiyla ilgilidir. Bu mekanizma sayesinde kommensal mikroorganizmalarda
yikimlama meydana gelmez. Ayrica fajlarin self-replikasyonu da tedavi esnasinda
uygulama tekrarin1 dnlemektedir. Fajlarin diger bir avantaji da okaryotik hiicrelere
baglanmamasi1 ve bu hiicrelerde ¢ogalmamasidir. Bakteriyofajlarin toksik 6zellik
gostermemeleri de son derece Onemlidir. Dolayisiyla, bakteriyofaj uygulamasi,
kiimes hayvanlarinda bakteriyel enfeksiyonlarin 6nlenmesi i¢in miikemmel bir arag
olarak goriilmektedir.

Escherichia coli'yi enfekte eden bakteriyofajlara kolifaj adi verilir. Kanatlilarda
kolibasillozis tedavisine yonelik faj bazli ticarilesmis bir {iriin heniiz
bulunmamaktadir. Buna karsin gergeklestirilen hayvan denemelerinden olumlu
sonuglar alinmistir. Barrow vd. (1998), ¢alismalarinda kanalizasyondan elde edilen
bakteriyofaj R’nin tavuklarda septisemi ve serebrit veya menenjitin dnlenmesinde ve
tedavisinde etkili oldugunu bildirmislerdir. Tavuklar intramiiskiiler veya intrakranial
sekilde E. coli ile asilanirken, faj preparatlar1 kas i¢i (gastroknemius kasi, sag but)
uygulanmistir. Her iki yontemle de enfekte edilmis ve tedavi edilmemis 3 haftalik
pilicler ile yeni yumurtadan ¢ikmis civcivlerde %100’e yakin 6lim orani
bildirilmistir. Oncesinde intrakraniyal olarak E. coli ile enfekte edilmis tavuklarda
fajlarin beyne ulastigi belirtilmistir. Fajlar hizla ¢ogalabilmis ve bakteri sayisini
azaltabilmistir. Ayrica, Onceki c¢alismalar, bakteriyofajin, E. coli ile enfekte
edilmeden 6nce veya klinik belirtilerin baslangic1 sirasinda preparat uygulandiginda
bile tavuklar1 koruma yetenegi (1-2 giin) oldugunu gostermislerdir. Bu durum fajlarin
dokularda uzun siire kalabilecegi ve bu sayede kolibasillozis’den korunma ve
tedavisinde kullanilabilecegini géstermistir.

Huff vd. (2009), 7 giinliik civcivlerde E. coli enfeksiyonu Oncesinde
bakteriyofajlarin aerosol uygulanmasinin E. coli'nin neden oldugu hava kesesi

iltihabin1 6nleyebildigini bildirmislerdir. Buna karsin E. coli bulastirildiktan sonra
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uygulanan bakteriyofajlarin aerosol spreyinin etkisiz oldugu gbzlenmistir.
Bakteriyofaj tedavisinin etkinliginin, dolasimdaki bakteriyofaj titrelerine bagh
oldugu diistiniilmektedir. Bakteriyofajlarin aerosol sprey uygulanmasi, kas i¢i
uygulama yolu ile karsilastirildiginda, aerosol uygulama ile kanda diisiik bakteriyofaj
diizeylerinin oldugu ve c¢ok az sayida tavukta tespit edildigi bildirilmektedir.
Bakteriyofaj uygulanmasinin, enrofloksasin tedavisine benzer sonuglar verdigi
gozlenmistir. Ayrica, bakteriyofaj ve enrofloksasin kombinasyon halinde
kullanildiginda, sinerjik etkilerinin kolibasillozis tedavilerinin etkinligini artirdigi
bildirilmistir. Bu dogrultuda antibiyotik tedavisinin bakteriyofaj tedavisi ile
birlestirilmesinin, bakteriyel hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotik
diizeylerini azaltmada 6nemli oldugu rapor edilmistir.

Huff vd. (2002), patojenik E. coli suslarina karsi yaptiklar1 ¢alismalar ile
mortalitede dnemli 6l¢iide azalmalar elde etmislerdir. Ayrica, DAF6 ve SPROZ
fajlar1 ile aerosol ve intramuskular uygulamalar yapilmis ve enjeksiyon tarzinda
uygulama ile daha basarili sonuglar elde edildigi bildirilmistir (Huff vd., 2003).
Ayrica antibiyotik ile birlikte faj sinerjisinin tek basma faj ve antibiyotik
uygulamasindan daha basarili oldugu da bildirilmistir (Huff vd., 2004).

Enteropatojenik E. coli'ye karsi antibiyotik (kloramfenikol) ve oral faj
uygulamasinin 20 giinliik tavuklarda etkinliginin karsilastirildigr bir ¢alismada (Xie
vd., 2005), ikinci haftada, faj uygulanan kanatlilarda ishal goriilmezken, antibiyotik
uygulananlarda ishal oran1 %12,4, (su ile tedavi edilen) kontrol grubunda %?25,2
olmustur. Kontrol grubunun 6liim oran1 antibiyotik grubundan 2 kat, faj grubundan 5
kat fazla olarak belirlenmistir. Yazarlar, faj tedavisinin giivenli oldugunu ve
antibiyotik tedavisiyle karsilastirildiginda hastalifa neden olmadigi sonucuna
varmiglardir. Ayrica, faj uygulanan tavuklarda agirhik artisi gozlenmistir. Faj
uygulamasinin bagirsak mikroekolojik homeostazinin siirdiiriilmesi i¢in yararh
bakterileri etkilemeyen yiiksek bir 6zgiilliige sahip oldugu belirtilmistir.

Tawakol vd. (2019), bakteriyofaj uygulamasinin (intratrakeal asilama) sadece
E. coli enfeksiyonunun degil ayn1 zamanda E. coli ve enfeksiyoz bronsit viriisii
(IBV) kombinasyonunun neden oldugu hastaligin siddetini azalttigini bildirmistir.

2.2.5.2. Gida Kontaminasyonlarimin Azaltilmasi (Biyokontrol)

Dekontaminasyon, gida iiriinlerindeki mikroorganizmalarin uzaklagtirilmasini

ve noétralizasyonunu (inaktivasyon) igeren {irlinlerin bozulma ve yikimlama
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siireglerini geciktiren bir islemdir. Insan enfeksiyonlariyla miicadele, esas olarak
bakterilerin gidalardan uzaklastirilmasiyla miimkiindiir. Is1 pastorizasyonu, yliksek
basing, radyasyon gibi birgok yontem gidalarin giivenligini artirmak igin
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler taze et ve triinlerinin dekontaminasyonu igin
uygun olmadigindan kullanimlari sinirlidir. Bu nedenle organik asitlerin kullanilmasi
gibi diger yontemler (diisiik pH'lar1 nedeniyle) daha etkilidir. Ancak bakterisidal
aktivitenin goriilmesi uygun konsantrasyonlarda asitligin saglanmasina baglidir.
Buna karsin asitin yiiksek konsantrasyonlar1 da et kalitesini ve gorsel ozellikleri
(doku, renk, oksidatif stabilite, pH, vb.) olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Moye
vd., 2018).

Patojenlerin azaltilmasinda faj uygulamasi temel olarak ¢ig etler, tiiketime
hazir iriinler ve karkaslarin dekontaminasyonunda uygulanmaktadir (Garcia vd.,
2008). Giiniimiizde gidalarm Listeria monocytogenes, Salmonella, Shigella ve E.
coli'ye kars1 korunmasi amaciyla ticarilestirilmis bazi faj triinleri bulunmaktadir.
Buna karsin gida dekontaminasyonu igin en yeni yontemler bile standart hijyen

ilkelerinin yerini alamamaktadir (Zbikowska vd., 2020).
2.2.5.3. Bakteriyofajlarin Dezenfektan Olarak Kullanim

Kanatli isletmelerindeki bakteri sayisimin azaltilmasiyla ilgili  ¢esitli
yaklasimlar Onerilmistir (yasal diizenlemeler, kat1 biyogiivenlik stratejileri ve ozel
kosullar gibi). Kanatli eti kontaminasyonunun ana kaynaginin yetistirme kosullari
oldugu diislintildiigiinde kanathi etindeki bakteri diizeyinin azaltilmasinin ¢iftlik
diizeyindeki uygulamalarla basarilabilecegi dngoriilmektedir. Buna ek olarak, kanath
isletmelerinde uygulanan aerosol sprey ve kullanilan altlik materyali de patojenin
yatay gecisinin  Onlenmesinde katkist olabilecegi disilinlilen unsurlardir.
Bakteriyofajlar kulugkahanelerde, ciftliklerde, tasima bolmelerinde, kanatli isleme
tinitelerinde ve gida ambalajlarinda biyosanitizor olarak kullanilabilir. Buna ek
olarak, bakteriyofajlarin biyofilm olusumunu ve dispersiyonu inhibe etmede etkili
oldugu diisiiniilmektedir (Zbikowska vd., 2020).

Bu tez c¢aligmasi, kolibasillozis siipheli etlik pili¢lerden coklu antibiyotik
direncli E. coli izolasyonu ve izole edilen E. coli suslarina karsi litik etkili
bakteriyofajlarin izole edilmesi ile litik spektrumlarinin belirlenmesi amaciyla

gergeklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Cevresel Ornekler

Mevcut calismada kolibasilloz siipheli 42 giinliik etlik piliclerden 14 adet
sekum 6rnegi E. coli izolasyonu i¢in kullanildi. Bakteriyofaj izolasyonunda ise etlik

pili¢ sekum igeriklerinin birlestirilmesiyle hazirlanan karisim “pooling” kullanildi.
3.1.2. Besiyerleri

Calismada E. coli izolasyonu i¢in MacConkey Agar (100205, Merck), Eosin
Methylene Blue (EMB) Agar (103858, Merck), Triple Sugar Iron (TSI) Agar
(103915, Merck), Brain Heart Infusion (BHI) Broth (110493, Merck), BHI agar
(103870, Merck), Simmons Sitrat Agar (103855, Merck), Ure Agar (108492, Merck)
kullanildi. Bakterilerin antibiyogram testleri igin Mueller-Hinton (MH) agar
(103872, Merck) ve Brain Heart Infusion (BHI) Broth’dan yaralanildi.

Bakteriyofaj izolasyonu i¢in Brain Heart Infusion (BHI) Broth, BHI yumusak
agar (%0.7 agar), BHI agar (%1.5 agar), CaCl, ile zenginlestirilmis BHI agar (10
mM CaCl,), CaCl, ile zenginlestirilmis BHI yumusak agar (10 mM CaCl,), CaCl,
ile zenginlestirilmis 2 X BHI broth (10 mM CacCl,) kullanildi.

3.2. Yontem
3.2.1. Escherichia coli izolasyonu

Etlik pili¢ sekum igerikleri 1 gram 9 ml steril fizyolojik tuzlu su (PBS) olacak
sekilde seyreltildikten sonra Eosin-Methylene Blue (EMB) agara ekimi yapilarak 37
°C’de aerobik kosullarda 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda laktoz
pozitif, metalik parlak yesil refle veren, 2-3 mm ¢apli koloniler E. coli siipheli olarak
degerlendirildi ve klasik testler sonucunda Gram negatif, hidrojen siilfit, simmon
sitrat, oksidaz ve flireaz testlerinde negatif, li¢li seker (TSI agar; laktoz-glikoz-
stikroz) ve indol testinde pozitif olan koloniler E. coli olarak tanimlanarak stok
kiiltiire alind1 (Sekil 3.1). Gelisen koloniler steril 6ze yardimiyla alinarak EMB agar
besiyerine tek koloni elde edilecek sekilde ekimi yapildi. Saflastirilan bakterilerden
bir koloni 5 ml siv1 besiyerine (Brain Heart Infusion (BHI) broth) alinarak bir gece
calkalamal1 inkiibatorde birakildi. Sivi besiyerinde iireyen bakteriler ikiser adet

olacak sekilde steril ependorf tiiplere alinarak %15 gliserol ilave edildikten sonra bir
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ornek -20 °C’de digeri ise -80 °C’de saklandi.

3.2.2. Escherichia coli  Izolatlarmin  Antibiyotik Duyarhhiklarinin

Belirlenmesi

Escherichia coli suslarinin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) kriterlerine uygun olarak Kirby-Bauer
disk difiizyon yontemine gore gerceklestirildi (Cariolato vd., 2008). Brain Heart
Infusion (BHI) broth besiyerinde 37 °C’de 24 saat iiretilen E. coli kiiltiirlerinden
2’ser ml alinarak ependorf tliplere aktarilarak tiipler 1000 g’de 15 dakika santrifiij
edildikten sonra iist faz dokiilerek kalan ¢ozelti 1 ml PBS ile yikandi. PBS ile yikama
islemi iki kez tekrar edildikten sonra ependorf tiipler 1000 g’de 15 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen E. coli hiicre siispansiyonlarinin yogunlugu 0.5 McFarland olarak
standardize edildikten sonra steril ekiivyon ¢ubugu ile Mueller Hinton (MH) agar
besiyerine yayma ekim yontemiyle inokule edildi. Agar iizerine linkomisin (2 pg),
basitrasin (10 pg), amoksisilin (30 pg), siprofloksasin (5 pg), siilfametoksazol (25
pg), kolistin (10 pg), ampisilin (10 pg), tetrasiklin (30 pg), gentamisin (10 pg) iceren
antibiyotik diskleri (Bioanalyse, Ankara) yerlestirilerek petriler 37 °C’de 24 saat
siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda antibiyotik diskleri etrafinda olusan
zon ¢aplart Olgiilerek. E. coli antibiyotik duyarlilik diizeyleri CLSI kilavuzuna gore
degerlendirildi.
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Sekil 3.1. Sekum 6rneklerinden Escherichia coli izolasyonunda MacConkey agar (a),
Simmons Sitrat agar (b), indol testi (c), TSI agar testi (d), Gram boyama (e) gortntiileri
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3.2.3. Litik Bakteriyofaj izolasyonu

3.2.3.1. Litik Bakteriyofaj Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Bakteriyofaj izolasyonu etlik pili¢ sekumlarindan Yazdi vd. (2020) tarafindan

bildirilen yonteme gore gerceklestirildi.

1.

Sekum igerikleri 1:10 (1 gram 6rnek, 10 ml besiyeri) oraninda 2 X BHI
broth ve 10 mM CaCl, ile sulandirilarak 250 ml’lik erlenmayerlere
konuldu.

BHI broth’ta iiretilen konak E. coli (10® cfu/ml; 0.5 McFarland)
kiiltiiriinden 1 ml erlenmayer igerisine aktarildi.

Bakteriyofaj zenginlestirilmesi i¢in Ornekler calkalamali inkiibatorde 37
°C’de 120 rpm’de 24 saat inkiibe edild.i.

Bakterilerin lize olmasin1 saglamak amaciyla her 1 ml igerige 100 pl
kloform eklendi.

Omnekler 30 saniye vorteksle karistirildiktan sonra 30 dakika bekletildi.
Karigim 10 dakika boyunca +4 °C’de 1000 g’de santrifiij edildi ardindan
iist faz alinarak steril tliplere aktarildi.

Ornekler 6nce 0.45 pl’lik, sonrasinda 0.22 ul’lik membran filtreden
(Millipore Sigma, ABD) gegirilerek filtre edildi.

Filtre edilen siv1 faj kaynagi olarak kullanildi (Siiziintiiniin bir kismu steril

ependorf tiiplere aktarilarak +4 °C’de saklandi).

3.2.3.2. Litik Bakteriyofaj Tespiti (Spot Test Yontemi)

Bakteriyofaj icermesi muhtemel filtratlarda bakteriyofaj varliginin tespiti igin

spot test yontemi kullanildi (Karaynir, 2021). Spot test uygulanirken soft agar

metodu kullanildi (Fortier ve Moineau, 2009). Bu yontem kisaca;

1.

Spot test i¢in alt katman ve iist katman olarak kullanilmak tizere iki farkli
besiyeri hazirlandi. Oncelikle alt katman olarak, icerisine 15 g/L agar ve 10
mM CacCl, yer alacak sekilde BHI besiyerinden alt katman hazirlanarak +4
C'de bekletildi. Sonrasinda, kiigiik plak olusturan fajlarin diisik agar
konsantrasyonlarinda daha kolay goriinmesini saglamak amaciyla {ist
katman hazirlandi. Bu amagla 7 g/L agar icerecek sekilde yumusak agar
hazirlanarak 5 ml’lik deney tiiplerinde 46-48 °C’de bekletildi.

Izole edilen E. coli suslarmin BHI broth’da bir gece boyunca 37 °C’de
kiiltiirii (10® cfu/ml; 0.5 McFarland) hazirland:.
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Bakteri kiiltiirlerinden 100 pl alinarak hazirlanan 5 ml yumusak agara
aktarilarak 30 saniye vorteksle karistirildi.

Karigim oncesinde alt katmanlart hazirlanan petrilere dokiilerek yayildi ve
katilagsmasi i¢in oda sicakliginda 10-15 dakika bekletildi.

Yumusak agar katilastiktan sonra faj siispansiyonu damlatilacak bolgeler
petri lizerine kalemle isaretlendi.

Oncesinde filtrasyon ile hazir hale getirilmis faj siispansiyonlarindan 15 ul
miktarinda petri iizerinde isaretlenen bolgelere damlatildi.

Petriler oda sicakliginda 1 saat kurutularak gece boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi petri iizerinde olusan plaklar
gozlemlendi. Sonrasinda plak olusumu tespit edilen faj slispansiyonlarinin
saflastirilmasi, ¢ogaltilmasi, litik spektrumunun belirlenmesi islemleri

gerceklestirildi.

3.2.3.3. Bakteriyofajlarin Saflastirilmasi (Tek Plak izolasyonu)

Bakteriyofaj varligi tespit edilen orneklerde fajlarin saflastirilmasi soft agar

yontemine gore gergeklestirildi (Fortier ve Moineau, 2009);

1.

Bunun ig¢in alt katman ve {ist katman olarak kullanilacak besiyerleri “Faj
Varligimin Tespiti (Spot Test Yontemi)” basligi altinda agiklandigi gibi
hazirlandi. Alt katmani dokiilip sogutulan petriler +4 °C’de hazir
bekletildi. Ust katman ise 5 ml deney tiiplerine aktarildiktan sonra 46-48
°C’de bekletildi.

Izole edilen E. coli suslarm BHI broth’da bir gece boyunca 37 °C’de
kiiltiirii (10° cfu/ml; 0.5 McFarland) hazirlandu.

Ertesi gilin, tek plak elde edebilmek icin faj stoklarmin 10 kat seri
diliisyonlar1 hazirlandi. Seyreltmede CaCl; ile zenginlestirilmis BHI broth
kullanildi. Seri seyreltme 100 ul’lik faj ornegi 900 ul’lik BHI broth
cozeltisine aktarilarak seyreltmeler 10°a kadar gerceklestirildi.

Gece boyunca kiiltiirii yapilan bakteri kiiltiirlerinden (10® cfu/ml; 0.5
McFarland) 100 pl ve faj seyreltmelerinden de 100 pl alinarak yumusak
agara aktarilarak 30 saniye vorteksle karigtirildi.

Karisim onceden alt katmanlar1 hazirlanmis petrilere dokiilerek yayildi ve
ardindan katilagsmasi i¢in oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

Petriler ters ¢evrilerek 37 °C’de 24 saat plaklar goriiniir hale gelene kadar

21



10.

11.

12.

13.

inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin petrilerde olusan plaklar kontrol edilerek tek plak izolasyonu
icin uygun, belirgin plakli petriler secilerek faj plaklarmin tek diistigi
bolgeden steril pastor pipeti ile kesilip alinarak steril falkon tiipii igerisine
aktarildi.

Faj plaklariin aktarildig: tiiplere 10 ml CaCl2 ile zenginlestirilmis BHI
buyyon ile test edilecek bakteri kiiltiirlerinden 100 pl eklenerek 30 saniye
vorteksle karistirildi.

Karisim, ¢alkalamali inkiibatérde 37 °C’de 120 rpm’de 24 saat inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonras1 6rnekler 1000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi
ve silipernatantlara seri seyreltme yapilarak tekrar ikili agar kaplama
yontemine tabi tutuldu.

Bu saflagtirma islemleri her petride aym1 morfolojiye sahip plak
formasyonu goriilene kadar (en az 3 kez) siirdiiriildii.

Saflastirma islemi tamamlanan siipernatant 0.45 pl’lik membran filtreden
gecirilerek faj filtrat1 olarak kullanildi.

Saflastirilan bakteriyofajlar steril bir tiip icerisine aktarilarak +4 °C ve -20
°C’de muhafaza edildi.

3.2.4. Bakteriyofajlarin Cogaltilmasi

Saflagtirilan bakteriyofajlarin ¢ogaltilmasi Van Twest ve Kropinski (2009)’nin

bildirdigi yonteme gore gergeklestirildi.

1.

Saflagtirma sonrasi elde edilen 10 mI’lik faj filtrati, 100 pl konakg¢i bakteri
ve 10 ml 10 mM CacCl, ile zenginlestirilmis 2 X BHI buyyon igeren 250
ml’lik erlenmayere aktarildi.

Faj slispansiyonu igeren erlenmayer ¢alkalamali inkiibatérde 50 rpm ve 37
°C’de 24 saat inkiibasyona birakildu.

Bakterilerin lize olmasim1 saglamak amaciyla her 1 ml igerige 100 ul
kloform eklendi.

Inkiibasyon sonrasi1 drnekler 1000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant once 0.45 pl’lik, sonrasinda 0.22
ul’lik membran filtreden (Millipore Sigma, ABD) gecirildi ardindan %20
kloroform eklenerek -20 °C’de muhafaza edildi.
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3.2.5. Bakteriyofaj Sayim

Faj siispansiyonlarindaki faj konsantrasyonlari soft agar yontemine gore
belirlendi (Kropinski vd., 2009);

1.

10.

Bunun i¢in alt katman ve iist katman olarak kullanilan besiyerleri “Faj
Varligimin Tespiti (Spot Test Yontemi)” bashgi altinda agiklandigr gibi
hazirlandi.

Izole edilen bakteri suslarinin BHI buyyonda gece boyunca 37 °C’de
kiiltiirii hazirland: (10® cfu/ml; 0.5 McFarland).

Her bir faj icin 10 diliisyona kadar hazirhik yapildi. Diliisyon icin 9 tiip,
900 ul BHI buyyon ile dolduruldu.

Her bir faj ve bakteri i¢in 7 petri (6 adet faj seyreltigi ve 1 adet kontrol,
fajsiz bakteri kiiltiirli) hesaplandi.

Faj soliisyonlar1 10 kat seri seyretlemeye tabi tutularak fajlarin 10 a kadar
diliisyonlar1 hazirlandi.

Gece boyunca kiltiirii yapilan bakteri kiiltiirlerinden 100 pl ve faj
seyreltmelerinden 100 pl alinarak yumusak agarda 30 saniye vorteksle

karistirildi.

. Karigim oOnceden alt katmanlar1 hazirlanmis petrilere dokiilerek yayildi

ardindan katilagmasi i¢in oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

Petriler ters cevrilerek 37 °C’de plaklar goriiniir hale gelene inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonras1 30-300 arasinda plak olusturmus petrilerdeki plaklar
sayilarak kaydedildi.

Stok soliisyondaki faj konsantrasyonu (pfu/ml); “plak sayist x 10 x

seyreltme orani’’formiiliine gore hesaplamasi yapildi.

3.2.6. Bakteriyofajlarin Litik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Saflagtirllmis ve konsantre edilmis bakteriyofaj orneklerinin antibiyotik

direngli konak E. coli suslar1 ve diger klinik E. coli suslar lizerine litik aktiviteleri

belirlendi. Litik spektrumun belirlenmesinde kullanilmak {izere kolibasillozis siipheli

tavuklardan izole edilmis 9 klinik E. coli susu temin edildi ve antibiyotik duyarlilik

profilleri belirlendi.
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Litik aktivitelerin belirlenmesinde spot test yontemi kullanildi. Spot test igin
soft agar yontemi kullanildi (Fortier ve Moineau, 2009);

1. Bunun icin bakteri kiiltiirlerinden (10° cfu/ml; 0.5 McFarland) 100 pl
alinarak 5 ml CaCl, ile zenginlestirilmis yumusak agara ilave edildi ve
vorteksle karistirildi.

2. Karnisim, oncesinde petrilere dokiilerek hazirlanan agara yayildi ve
katilagmasi i¢in oda sicakliginda 10-15 dakika bekletildi.

3. Yumusak agar katilastiktan sonra faj siispansiyonu damlatilacak bolgeler
petri lizerine kalemle isaretlendi.

4. Sonrasinda konsantre faj siispansiyonlarindan 15 pl alinarak petri tizerinde
isaretlenen bolgelere damlatildi.

5. Petriler oda sicakliginda 1 saat kurutuldu ve gece boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakildi (Bu islemler her bir bakteriyofaj ve E. coli susu
kombinasyonuna uygulandi).

6. Inkiibasyon sonrasi petri iizerinde olusan plaklar, s6z konusu faja duyarli

(++), az duyarl (+) ve direngli (-) seklinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. E. coli izolasyonu

Arastirmada Kolibasillozis siipheli 42 giinliik etlik pili¢clerden 14 sekum 6rnegi
toplandi. Sekum oOrneklerinden 14 E. coli susu izole edilerek 6 tanesi segilerek

bakteriyofaj izolasyonunda konak bakteri olarak kullanildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Etlik pili¢ sekumlarindan Escherichia coli izolasyonu
4.2. E. coli Suslarmin Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Izole edilen suslar arasindan segilen 6 E. coli susunun; linkomisin (2 ug),
basitrasin (10 ug), amoksisillin (30 ng), siprofloksasin (5 pg), sulfamethoksazol (25
ng), kolistin (10 pg), ampisillin (10 pg), tetrasiklin (30 pg) ve gentamisin (10 ug)
antibiyotik duyarlilik test sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. izole edilen E. coli suslarinin antibiyotik duyarhlik profilleri

sEus(ig:: Lz Bw AMCyx CIPs SXTxs CTi AMyp TExp CNy
ECL R R R R R R S S S
EC2 R R R ' S S
EC3 R R R S S S S S S
EC4 R R R R R I S S S
EC5 R R R R R S R S S
ccs R R S R s S S S S

R: direngli, I: orta duyarli, S: duyarli, L,: linkomisin (2 ug), Bjo: basitrasin (10 pg), AMCs:
amoksisilin (30 pg), CIPs: siprofloksasin (5 pug), SXTos: siilfametoksazol (25 pg), CTio: kolistin (10
ng), AMjo: ampisilin (10 pg), TEsq: tetrasiklin (30 pg), CNyo: gentamisin (10 pg)
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Test edilen E. coli suslarinin tamaminin en az 3 antibiyotige direngli oldugu
belirlendi (Sekil 4.2). Antibiyotik direng¢ profillerine bakilarak en direngli bakteri
ECI1 ve EC5 nolu bakteriler olurken (6 antibiyotige direncli), bunlari sirasiyla EC2,
EC4 (5 antibiyotige direncli, 1 antibiyotige orta duyarli) ve EC3 ve EC6 (3
antibiyotige direngli) takip etmistir. Calismada E. coli suslarinin antibiyotik direng
oranlar1 (ug/disk) sirasiyla linkomisin (2) %100 (6/6), basitrasin (10) %100 (6/6),
amoksisilin (30) %83 (5/6), siprofloksasin (5) %83 (5/6), sulfametoksazol (25) %67
(4/6), kolistin (10) %17 (1/6), ampisilin (10) %17 (1/6) olarak belirlendi. Buna karsin

E. coli suslarmin tetrasiklin (30) ve gentamisine (10) duyarli oldugu belirlendi.

Sekil 4.2. Escherichia coli suslariin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi

4.3. Bakteriyofaj izolasyonu

Izole edilen E. coli suslarindan secilen 6 susa (EC1, EC2, ECS3, EC4, EC5 ve
EC6) karsi bakteriyofaj izolasyonu c¢aligmalari yapilarak 6 bakteriyofaj
siispansiyonundan 4 tanesi (BF1, BF2, BF3 ve BF4, %66.6’s1) spot test yonteminde
tespit edildi. Spot test yonteminde tespit edilen 4 faj 6rneginin 3 tanesi (BF1, BF2 ve

BF4, %75°1) saflastirildi. Saflastirma ile tek tip plak morfolojisi tespit edilmistir
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Bakteriyofaj izolasyonu

4.4. Bakteriyofaj Titrelerinin Belirlenmesi

Izole edilen ve saflastirilan bakteriyofaj orneklerinin titreleri soft agar
yontemine gore belirlendi. Bakteriyofaj titreleri ile faj titre artis oranlar1 Tablo 4.2°de
gosterilmektedir. Izole edilen bakteriyofajlarin gogaltma oncesi titreleri BF1 igin
2.04 x 10° BF2 icin 1.53 x 10° ve BF4 icin 1.41 x 10° olarak hesaplandi. Cogaltma
sonrasi BF1 fajinin titresi ¢ogaltma 6ncesine gore 213 bin kat artarak 4.36 x 10
PFU/ml, BF4 fajimin titresi 2283 kat artarak 3.22 x 10° PFU/ml ve BF2 fajimn titresi
262 kat artarak 4.02 x 10° olarak belirlendi.

Tablo 4.2. Bakteriyofaj titreleri

Cogaltma Oncesi Cogaltma Sonrast

Bakteriyofajlar Artis (Kat)

Titre (PFU/mI) Titre (PFU/mI)
BF1 2.04 x 10° 4.36 x 10 213725
BF2 1.53 x 10° 4.02 x 10° 262
BF4 1.41 x 10° 3.22 x 10° 2283
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4.5. Klinik E. coli suslarimin Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Klinik E. coli suslarinin antibiyotik direng profilleri belirlenerek sonuglar
Tablo 4.3’te verilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yaygin antibiyotik direngliligi
belirlenen sus C20 iken, en az direngli bulunan sus, test edilen 6 antibiyotigin 1
tanesine direng gosteren, 1 tanesine ise orta derecede duyarli olan PVKE7 ve
PVKEI16 suslaridir.

Tablo 4.3. Klinik E. coli suslarinin antibiyotik duyarlilik profilleri

SEL'l;erli L, Bu AMCx CIPs SXTs CTsy AMy TEy CNy FFCyp Eis Tw DOy Cao
C3 R R R - - S R R S - - R | S
C18 R R R - - S R S S - - | S S
C19 R R R - - R | S | - R |1 | S
C20 R R R - - R R R R - R R R R
c21 R R R - = R R S R - R S S R
PVKES R R R S S S R S S S R S S S
PVKES R R R S S R R S S | | | S R
PVKE7 = - = S S S | S S S R - - -
PVKE16 - - - = - S | S S S R - - -

R: direngli, I: orta duyarli, S: duyarli, -: test edilmedi, L,: linkomisin (2 pg), Bio: basitrasin (10 pg),
AMCg3: amoksisilin (30 pg), CIPs: siprofloksasin (5 pg), SXTps: siilfametoksazol (25 pg), CTso:
kolistin (50 pg), AMjo: ampisilin (10 pg), TE3q: tetrasiklin (30 pg), CNyo: gentamisin (10 pg), FFCsq:
florfenikol (30 pg), Eis: eritromisin (15 pg), Tso: tetrasiklin (30 pg), DOsg: doksisiklin (30 pg), Cso:
kloramfenikol (30 pg)

4.6. Bakteriyofajlarin Antibiyotik Direncli E. coli Suslar1 Uzerine Etkileri

Bakteriyofajlarin konak E. coli suslar1 ve antibiyotik direngli klinik E. coli
suslar1 tizerine etkileri Tablo 4.4’te verilmistir.

Mevcut calismada izole edilen fajlarin tamami mevcut ¢alismada izole edilen
konak disindaki diger E. coli suslariin ikisine etkili oldugu belirlendi (Sekil 4.4).
Bakteriyofajlardan BF1 konak sus harici test edilen 9 klinik E. coli susundan 2
tanesine (E. coli C19 ve PVKE7, %22.2) litik etkili olurken diger fajlar (BF2 ve
BF4)’a litik aktivite belirlenmedi.
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Tablo 4.4. Bakteriyofajlarm klinik E. coli suslar izerine etkileri

E. coli suslar Kaynak BF1 BF2 BF4 BFK
E. coli (EC1) Etlik pilig + + + +
E. coli (EC2) Etlik pilig + + + +
E. coli (EC4) Etlik pilig + + + +
E. coli C3 Etlik pili¢ - - - -
E. coli C18 Etlik pili¢ - - - -
E. coli C19 Etlik pilic + - - +
E. coli C20 Etlik pili¢ - - - -
E. coli C21 Etlik pili¢ - - - -
E. coli PVKE3 Etlik pilig - ’ ; ]
E. coli PVKES5 Etlik pili¢ - - - -
E. coli PVKE7 Etlik pili¢ + - - +

E. coli PVKE16 Etlik pili¢ - - - -

BF1: EC1 nolu E. coli susuna kars1 litik etkili bakteriyofaj, BF2: EC2 nolu E. coli susuna kars1 litik
etkili bakteriyofaj, BF4: EC4 nolu E. coli susuna kars litik etkili bakteriyofaj, BFK:BF1, BF2 ve BF4
fajlarinin birlestirilmesiyle olusturulan faj kokteyli

e .

Sekil 4.4. Bakteriyofajlarin litik spektrumlarinin belirlenmesi
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5. TARTISMA

Escherichia coli, sebep oldugu bagirsak enfeksiyonlar1 (kolibasillozis)
nedeniyle kanatli hayvanlarda verim kayiplari, karkas kusurlar1 ve oliimlere neden
olarak ciddi ekonomik zararlara yol agabilmektedir (Ibrahim vd., 2019). Son yillarda
antibiyotiklerin kanatli hayvanlarin enfeksiyonlarmin sagaltiminda yogun sekilde
kullanilmas1 ve bazi iilkelerde koruyucu olarak yemlerin bilesiminde yer almasi E.
coli suslarmin antibiyotik direnci gelistirmesine neden olmustur (Diinya Saglik
Orgiitii, 2017). Bu nedenle tedavilerin yetersiz kaldigi durumlarda antibiyotiklere
alternatif olarak kullanilabilecek antimikrobiyal ajanlara ihtiyac ortaya ¢ikmaktadir
(Zbikowska vd., 2020). Bu sebeple bakteriyofajlarin kanatli hayvan enfeksiyonlariyla
miicadelede antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilme potansiyeli 6n plana
cikmistir  (Vaiyapuri vd., 2021). Bu dogrultuda yapilan ¢alismalarda ¢oklu
antibiyotik direngli E. coli suslarina (Khorshibtalab, 2016; Coskun, 2021; Karaynir,
2021) ve viriilent 6zellikli suslara (Lukman vd., 2020) kars litik etkili bakteriyofajlar
izole edilmistir.

Giiniimiize kadar antibiyotiklere direngli E. coli suslarina yonelik bakteriyofaj
tespiti amacli ¢ok sayida caligma yapilmistir. Bu ¢alismalarda farkli hayvan tiirleri ve
dokulari ile gesitli cevresel ornekler faj izolasyonu amaciyla degerlendirilmistir.
Yapilan ¢aligmalarda bakteriyofaj kaynagi olarak hayvan diskisi, bagirsak igerigi,
organlar, kesimhane atik suyu, kanalizasyon suyu, akarsu ve toprak incelenmistir. Bu
caligmalarda Kazibwe vd. (2020), tavuk diski ve atik su 6rneklerinden, Jamalludeen
vd. (2009), kanatli disk1 ve kesimhane atik su d6rneklerinden, benzer sekilde Karaynir
(2021), 6 hayvan diskis1 (tavuk, giivercin, inek, ke¢i, kopek ve kedi) ve 7 atik su
orneginden, Coskun (2021) ise altlik, su, kanalizasyon suyu ve buzagi diski
orneklerinden bakteriyofaj izole ettiklerini bildirmislerdir. Benzer sekilde, giibre ve
su orneklerinden (Korf vd., 2020), tavuk taslik, deri ve karacigerinden (Duc vd.,
2020) litik bakteriyofaj izole edildigi bildirilmistir. Benzer arastirmalarda (Oliveira
vd., 2009), kanatl isletmesi atik su orneklerinden, Kitti vd. (2022) ise tavuk eti
orneklerinden ve atik su o6rneklerinden bakteriyofaj izole edildigini bildirmistir.

Benzer sekilde farkli canli tiirleri olarak tavuk, koyun, sigir, domuz, insan ve
ordek c¢iftligi kanalizasyon sularindan E. coli suslarina kars1 litik bakteriyofaj tespiti
bildirilmistir (Chen vd., 2016; Khorshibtalab, 2016; Xu vd., 2016; Wilczynski vd.,
2022). Abdelrahman vd. (2022), kanalizasyon suyu 6rneklerinden goklu antibiyotik
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direngli E. coli suslarmna litik etkili bakteriyofaj izole edildigini bildirmislerdir. Maal
vd. (2015) akarsu orneklerinden, Ngu vd. (2020) ise tavuk ve etlik pili¢ ciftligi
toprak Orneklerinden bakteriyofaj izole edildigini bildirmistir. Coskun (2021),
buzagilarda ishale sebep olan E. coli suslarina kars: litik bakteriyofaj izolasyonu
hedefli tez ¢alismasinda, 13 akarsu ve 2 altlik 6rnegi olmak tizere toplam 15 6rnegin
7 akarsu oOrneginden faj tespit edildigini (%46.7), altlik 6rneklerinde ise faj tespit
edilemedigini bildirmistir.

E. coli faj ¢alismalari, antibiyotiklere alternatif yaratma diisiincesi ile direncli,
virtilent E. coli suslarina etkili fajlarin belirlenmesi iizerine odaklanmistir (Fakhouri
vd., 2019). Bu ¢alismalarda E. coli patotipleri (ETEC, EPEC, EIEC, EAEC, EHEC,
DAEC) veya ¢oklu antibiyotik direngli E. coli suslar1 konak hiicre olarak segilerek
faj izolasyonlar1 yapilmistir. Viriilent suslara yonelik faj ¢aligmalarinda daha ¢ok E.
coli’nin enteropatojenik (EPEC) ve enterohemorajik (EHEC) patotipleri konak sus
olarak secilmistir. Konak sus olarak EPEC ve EHEC kullanilan bir calismada, EPEC
icin tavuk bagirsagi, derisi ile sigir akcigeri ve bagirsagindan 4 adet, EHEC igin ise
sigir akcigeri ve bagirsagindan 2 adet olmak iizere toplamda 6 adet bakteriyofaj izole
edildigi bildirilmistir (Lukman vd., 2020). Benzer sekilde, 4 adet kanatli EPEC
susuna yonelik litik etkili bakteriyofaj tespitine yonelik bir caligmada 1
bakteriyofajin izole edildigi bildirilmistir (Fakhouri vd., 2019).

Mevcut tez caligmasinda antibiyotik direngli E. coli konak sus se¢imi ve
bakteriyofaj izolasyonu i¢in etlik pili¢ sekum 6rnekleri kullanilmigtir. Toplam 14 E.
coli susundan 6 ¢oklu direngli sus segilerek konak sus olarak kullanilmis ve faj
izolasyonu gercgeklestirilmistir.  Tez c¢alismasinda hazirlanan  bakteriyofaj
slispansiyonlarindan 4 tanesinde spot test yontemiyle faj tespit edilmistir. Buna
karsin tespit edilen 4 bakteriyofajin 3 tanesi (%75°1) saflastirilabilmistir. Benzer
sekilde, Kazibwe vd. (2020) kolibasillozisli tavuklardan bakteriyofaj arastirdiklari
calismalarinda 10 litik bakteriyofaj izole edildigini bildirmis ancak izole edilen 10
litik bakteriyofajin 7 tanesinin (%70’1) saflastirilabildigini belirtmistir.

Faj izolasyon c¢alismalarinda faj konsantrasyonlart 10°-10" pfu/ml
konsantrasyonunda tespit edilmektedir. Yapilan c¢alismalarda Karaynir (2021),
diyabetik ayak enfeksiyon (DAE) kokenli E. coli izolatlarina ve E. coli DH10B
susuna kars1 atik su ve diski 6rneklerinden 15 bakteriyofaj izole ederek titrelerinin 3
x 10° ile 6 x 10° PFU/ml arasinda oldugunu bildirmistir. Maal vd. (2015) ise

kanalizasyon suyundan izole edilen bir E. coli susuna (SBSWF27) ve E. coli
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PTCC1399 susuna karsi akarsu Orneklerinden izole edilen bakteriyofaj titrelerinin
2.15 x 10° PFU/ml olarak belirlendigini bildirmislerdir. Mevcut c¢alismada izole
edilen bakteriyofajlarin titrelerinin 1.41 x 10%ile 2.04 x 10° PFU/ml arasinda oldugu
tespit edildi. Benzer sekilde Lukman vd. (2020), konak sus olarak enteropatojenik ve
enterohemorajik E. coli (sirasiyla EPEC ve EHEC) kullandiklar1 galismalarinda
tavuk bagirsagi, derisi ile sigir akcigeri ve bagirsagindan 6 adet bakteriyofaj izole
etmislerdir. Aragtirmacilar izole ettikleri bakteriyofajlarin titrelerinin 2.30 x 10° ile
2.62 x 10" PFU/ml arasinda oldugunu bildirmislerdir. ilk izolasyon icin yiiksek
oranlarda fajlarin belirlenmesi faj ve konak suslarin ayni ortamdan bulunmasi ile
aciklanabilir. Konak suslar ile faj 6rneklerinin farkli ¢evrelerden olmasi durumunda
inokulumdaki faj sayilar1 az olabileceginden yiiksek titrede faj izolasyonu giig
olabilecektir. Tez caligmasinda 14 sekum 6rneginin hepsinden E. coli izolasyonu
yapilarak 6’s1 coklu direngli olmasi sebebiyle faj calismalarinda kullanildi. Alti
konak susun 4’ine karsi faj tespit edilmesine ragmen fajlardan biri BF3
saflastirilamadi. Calisma sonucu 14 olgudan 3 faj tespiti ortamda test edilen suglara
yonelik fajlarin bulundugunu gostermistir.

Mevcut ¢alismada izole edilen bakteriyofajlarin 9 Kklinik E. coli susu iizerine
BF1 ve {i¢ bakteriyofajin karistirilmasiyla olusturulan faj kokteylinin litik spektrumu
%22.2 (2 sus) olarak belirlenmis olup BF2 ve BF4 fajlar1 klinik E. coli suslar
izerine litik aktivite gostermemistir. Calismanin sonuclarina benzer sekilde, 6rdek
ciftligi kanalizasyon suyundan izole edilen bakteriyofajlarin kanatli patojen E. coli
suslarina kars litik spektrumlar1 %26.3 (5/19) olarak, test edilen tiim E. coli suslarina
kars1 ise %36 (27/75) olarak tespit edilmistir (Wilczynski vd., 2022). Abdelrahman
vd. (2022) ise kanalizasyon suyu orneklerinden izole edilen 3 bakteriyofajin 23
patojen E. coli suslarindan ayni 5 tanesine (%21.7) litik etkili oldugunu bildirmistir.
Benzer sekilde, tavuk isletmesi ve kesimhanelerinden alinan tavuk diskisi ve atik
suyu Orneklerinden izole edilerek saflagtirilan 7 bakteriyofajlarin 56 E. coli suslari
tizerine konak spektrumlarinin %1.8 ile %17.9 arasinda oldugu bildirilmistir
(Kazibwe vd., 2020). Bakteriyofajlarin konak bakterilerine karsi oldukga spesifik
oldugu bildirilmistir (Naghizadeh vd., 2019). Bakteriyofajlarin bu sus spesifik
Ozellikleri, konak araliklarinin diisiik olmasini agiklayabilmektedir.

Mevcut ¢alismada E. coli suslar1 farkli etlik pili¢ sekum 6rneklerinden izole
edilirken, bakteriyofaj tespitinde sekum 6rneklerinin birlestirilmesiyle olusturulan bir

karisimdan yararlanilmistir. Calismadaki bakteriyofajlarin litik spektrum sonuglarina
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bakildiginda, 3 bakteriyofajin her biri konak bakterisiyle birlikte diger iki
bakteriyofajin konak bakterilerine de litik etkili bulunmustur. Bu durum E. coli
suslarinin ayni siiriiniin hayvanlarindan izole edilmesinden kaynaklanmis olabilir.
Benzer sekilde, kanatli digkis1 ve kesimhane atik suyu 6rneklerinden izole edilen 2
bakteriyofajin test edilen 12 E. coli susunun tamamina litik etkili oldugu
bildirilmigtir (Jamalludeen vd., 2009). Aym sekilde, tavuk diskist ile atik suyu
orneklerinden izole edilen bakteriyofajin test edilen 4 E. coli susunun tamamina karsi
litik etkili oldugu bildirilmistir (Fakhouri vd., 2019).

Antibakteriyel diren¢ gelisiminin polifaktoriyel temelli olmasi ve daha ¢ok
gelisiglizel antibiyotik uygulamalarina bagli olusumu hangi bakterilere ve hangi
antibiyotiklere kars1 gelistiginin izlenmesi gerekliligini gostermektedir. Bu amacla
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in kullanilan antibiyotiklere duyarliliklarinin
belirlenmesi ve direngli antibiyotikler yerine duyarli olanlarin tercih edilmesi
gerekmektedir. Antibiyotiklere alternatif sunuldugunda, direngli suslara duyarl
olabilen veya bu duyarlilig1 saglamaya yonelik alternatiflerin olmasi istenir. Fajlar bu
amagla en ¢ok istenen biyolojik ajanlar olmakta ancak spesifitesinin sus odakl
olmast hatta suslar arasinda farklilk gostermesi kullanim spektrumunu
daraltmaktadir (Naghizadeh vd., 2019). Bu amagla tez galismasinda da direncgli
bakterilerle miicadele hedefi diisiiniilerek konak suslar direngli bakteri suslarindan
olusturulmustur. Hem ayni ¢evreden faj izolasyonunda hem de klinik direngli
suslarin test edilmesinde antibiyotik duyarlilik test sonucuna gore direngli suslar
konak sus ve/veya test susu olarak kullanilmistir.

Konak suslarin Kirby-Bauer disk difiizyon ile yapilan antibiyotik duyarlilik test
sonucunda, direng oranlari sirastyla linkomisin (2 pg) i¢in %100 (6/6), basitrasin (10
pg) icin %100 (6/6), amoksisilin (30 pg) i¢in %83 (5/6), siprofloksasin (5 pg) icin
%83 (5/6), siilfametoksazol (25 pg) icin %67 (4/6), kolistin (10 pg) icin %17 (1/6),
ampisilin (10 pg) i¢in %17 (1/6) olarak belirlendi. Buna karsin E. coli suslarinin
tetrasiklin (30 pg) ve gentamisin (10 pg) antibiyotiklerine duyarli olduklar
belirlendi.

Benzer ¢aligmalarda ayni veya farkli antibiyotik siiflarina ¢oklu direng tespit
edilmistir. Kanatlilarda E. coli‘nin ¢oklu antibiyotik direncini ortaya koyan c¢ok
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismanin sonuglarina benzer sekilde Kazibwe
vd. (2020), kanatli orijinli patojenik 56 E. coli susunun siilfametoksazol (%87.5),

ampisilin  (%80.4), amoksisilin’e (%69.6), c¢alismanin sonucglara zit sekilde,
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tetrasiklin’e (%83.9) direngli oldugunu bildirmislerdir. Korf vd. (2020) ise kanatli
etinden izole edilen 10 E. coli susunun linkomisin, basitrasin ve ampisilin’e %100
direncli oldugu, buna karsin gentamisin’e %100, tetrasiklin’e %60 oraninda duyarl
oldugunu belirlemislerdir. Buna ek olarak, tavuk ve hindilerde kolibasillozisli
organlardan (karaciger, dalak ve akciger) izole edilen 148 E. coli susunun %66.5
oraninda amoksisilin, %61.6 oraninda siilfametoksazol’a ve ayrica %80-90 oraninda
tetrasiklin’e direngli oldugu bildirilmistir (Oliveira vd., 2009). Calismalarda
kullanilan E. coli suslarimin antibiyotik diren¢ profillerindeki farkliliklar, klon
farkliligina ve isletmelerde uygulanan koruma-kontrol yontemlerindeki farkliliklara
atfedilebilir.

Kanatli isletmesi atik suyu Orneklerinden izole edilen 5 bakteriyofajin
antibiyotik direngli 148 E. coli susuna konak araliginin %23.7 ile %48.0 arasinda
degistigi bildirilmistir (Oliveira vd., 2009). Bununla birlikte, izole edilen 5 fajdan
hazirlanan faj kokteylinin litik aktivitesi %72.5 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde,
atik su ve digki orneklerinden izole edilen 7 bakteriyofaj icerisinde en etkili fajin
(KK4), test edilen klinik izolatlarin %73’{line litik etkili oldugu, buna karsin fajlarin
karistirilmasiyla olusturulan faj kokteylinin ise %90 oraninda litik etki gosterdigi
bildirilmistir (Karaynir, 2021). Mevcut ¢alismada ise BF2 ve BF4 fajlar1 klinik E.
coli suslar1 tizerine litik aktivite gostermezken, ¢alismada izole edilen fajlarin
birlestirilmesiyle olusturulan faj kokteylinin litik spektrumu %22.2 oldugu
belirlenmistir.

Mevcut tez caligmasinda konak bakteri suglar1 farkli etlik pili¢ sekum
orneklerinden izole edilirken, bakteriyofaj tespiti ayni sekum Orneklerinin
birlestirilmesiyle  olusturulan  bir  karisimdan  yapilmistir.  Calismadaki
bakteriyofajlarin litik aktivitelerine bakildiginda, izole edilen 3 bakteriyofajin her biri
konak bakterisiyle birlikte diger iki konak bakteri susuna da litik etkili bulunmustur.
Bu durum E. coli suslarinin diger etlik piliglerde de benzer olmasindan, ortak sus

yapilarina karsi reseptor igermesinden kaynaklanmis olabilir.
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6. SONUC

Bu tez calismasinda kolibasillozis siipheli etlik piliglerden antibiyotik direngli
Escherichia coli izolasyonu, elde edilen E. coli suslarma kars1 litik bakteriyofaj
izolasyonu gergeklestirilmis ve tespit edilen bakteriyofajlarin gesitli klinik E. coli
suslarina kars1 litik aktiviteleri belirlenmistir.

Calisma sonunda:

1. 14 etlik pili¢ sekumundan 14 adet E. coli izolasyonu gergeklestirilmistir.

2. 1izole edilen 14 E. coli susundan segilen 6 susun antibiyotik direng profilleri
belirlenerek E. coli suslarmin en az 3 antibiyotige direngli oldugu tespit
edilmistir. Suslarin direngli olduklar1 antibiyotikler sirasiyla linkomisin
(%100), basitrasin (%100), amoksisilin (%83), siprofloksasin (%83),
stilfametoksazol (%67), kolistin (%17) ve ampisilin (%17) olarak
belirlenmistir. Buna karsin E. coli suslarinin tetrasiklin ve gentamisin
antibiyotiklerine duyarli olduklari tespit edilmistir.

3. Coklu antibiyotik direngli 6 E. coli susuna kars:1 litik etkili bakteriyofaj
izolasyonuna yonelik calismalar yapilmis olup spot test yontemiyle 4
bakteriyofaj tespit edilmistir.

4. Spot test yontemiyle belirlenen 4 bakteriyofajin 3 tanesi saflastirilmistir.

5. Saflastirilan bakteriyofajlarin titreleri ¢ogaltma Oncesinde 1.41 X 10° ile
2.04 x 10° PFU/ml arasinda bulunurken, ¢ogaltma sonrasinda 4.02 x 108 ile
4.36 x 10" PFU/ml arasinda titrelere sahip oldugu belirlenmistir.

6. Bakteriyofajlarin konak bakteri haricinde 9 klinik E. coli susuna kars1 litik
aktivitesi belirlenmis olup BF1 fajinm litik spektrumu %22.2 bulunurken,
BF2 ve BF4 fajlar1 klinik E. coli suslari tizerine litik etki gdstermemistir.

Calismanin sonuclari, BF1, BF2 ve BF4 fajlarinin ¢oklu antibiyotik direncli
konak bakteri suslarina, BF1 fajinin ise konak bakteri ve klinik C19 ve PVKE7 E.
coli suslarina spesifik oldugunu gosterdi. Bu calisma, tavukguluk sektoriinde
prevalanst yiiksek olan E. coli suslarmin belirlenerek veya referans sus
koleksiyonlarindan bu suslarin temin edilerek faj izolasyon c¢aligmalarinin
sirdiiriilmesi gerektigi sonucunu gostermistir. Tiim bu c¢aligmalar sonucunda
bakteriyofaj koleksiyonlar1 olusturulabilecektir. Daha sonrasinda izole edilen
bakteriyofajlarin tanimlanmasi i¢in elektron mikroskobunda goriintiisiiniin alinarak

familyasinin belirlenmesi, genom diziliminin ¢ikarilarak siniflandirilmasi ve olasi
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toksik genlerin varlig1 agisindan degerlendirilmesi, konak duyarlilik spektrumlarinin
daha fazla sayida klinik E. coli susu ile belirlenmesi, biyolojik aktivite testlerinin
(latent periyod, burst size vb.) yapilmasi, bagirsaklarda bulunan yararli bakteriler
tizerindeki etkileri ile sicaklik ve pH faktorlerinden etkilenme durumlarinin
arastirilmas1 gerekmektedir. En nihayetinde, tespit edilen fajlar iizerine yapilacak
ayrintilt analizlerinden olumlu sonuglar alinmasi neticesinde coklu antibiyotik
direngli E. coli suslarina karsi kullanilabilecek bir iiriin ¢ikarilabilmesi miimkiin

olabilecektir.
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