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OZET

AYAS N. Karbapenem Direncli Klebsiella pneumoniae izolatlarinda Profaj Izolasyonu
ve Karakterizasyonu. Baskent Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi

Mikrobiyoloji Tezli Yiiksek Lisans Programi, Ankara, 2025.

Karbapenem direncli Klebsiella pneumoniae (KDKP), hem intrinsik mekanizmalar1
hem de kazanilmis direng gelistirme yetenekleri nedeniyle diinya genelinde ciddi bir halk
sagligr tehdidi olusturmaktadir. Bu tez calismasinda, Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda yer alan ve c¢esitli klinik
orneklerden izole edilen 20 KDKP susu, profaj varligi agisindan degerlendirilmistir. UV,
mitomisin C, levofloksasin ve siprofloksasin ile yapilan geleneksel indiiksiyon islemlerinde
cift katmanli teknikle plak olusumu goézlenmemis; MTT boyama yontemiyle plak benzeri
yapilar saptanmis ancak yeterli miktarda faj elde edilememistir. Bu nedenle farkli sekans
tiplerine sahip dort izolat secilerek tiim genom sekanslamaya alinmis ve toplam 19 profaj
dizisi tespit edilmistir. Profajlarin 14’1 “tam”, 2’si “siipheli”, 3’1 ise “kismi” olarak
siiflandirilmig; kismi profajlar degerlendirme dis1 birakilmistir. Secilen izolatlara daha 6nce
izole edilen litik fajlarla yeniden indiiksiyon yapilmis ve 13 profajin aktif hale gegtigi in
silico analizlerle dogrulanmistir. Boylece bazi profajlarin klasik yontemlerle tespit
edilemese de molekiiler diizeyde indiiklenebilir oldugu gosterilmistir. Tim genom
analizlerinde, profajlarda dogrudan antibiyotik diren¢ genlerine rastlanmamis; ancak
virlilans faktorleri, stres yanit1 proteinleri, regiilasyon ve savunma ile iligkili ¢esitli genlerin
bulundugu belirlenmistir. Ayrica bazi profajlarda anti-CRISPR proteinleri, tRNA genleri ve
yatay gen transferiyle iliskili mobil genetik elemanlar tespit edilmistir. Bu &gelerin,
dogrudan diren¢ geni tasimamasina ragmen, bakterinin c¢evresel streslere ve antibiyotik
baskisina karst adaptasyonunu kolaylagtirarak diren¢ gelisimine dolayli yoldan katki
saglayabilecegi diislinlilmiistiir. Pangenom analizleri ise bu profajlarin yiliksek genetik
cesitlilik gosterdigini ve cogunlukla esnek gen havuzunda yer alan kabuk genleri tagidigini
ortaya koymustur. Elde edilen bulgular, KDKP genomlarinda bulunan profajlarin molekiiler
diizeyde aktif, klasik yontemlerle her zaman tespit edilemeyen ancak konak bakterinin
evrimsel basarisina ¢ok yonlii katkilar sunabilen mobil genetik elemanlar oldugunu

gdstermistir.

i1



Anahtar Kelimeler: Klebsiella pneumoniae, Bakteriyofajlar, Profaj, Karbapenem Direnci,

Molekiiler Karakterizasyon

Bu c¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastrma Kurulu tarafindan
onaylanmis (Proje no: KA23/393 ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca

desteklenmistir.

11



ABSTRACT

AYAS N. Prophage Isolation and Characterization of Carbapenem Resistant
Klebsiella pneumoniae Isolates. Baskent University, Institute of Health Sciences,

Medical Microbiology Master's Program with Thesis, Ankara, 2025.

Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae (CRKP) poses a serious global public
health threat due to its intrinsic resistance mechanisms and ability to acquire additional
resistance traits. In this thesis study, 20 CRKP isolates obtained from various clinical
specimens and preserved in the culture collection of Bagkent University Faculty of Medicine,
Department of Medical Microbiology, were evaluated for the presence of prophages.
Classical induction methods including UV irradiation, mitomycin C, levofloxacin, and
ciprofloxacin were applied; however, no plaque formation was observed using the double-
layer technique. Although MTT staining revealed plaque-like structures, sufficient amounts
of phages could not be isolated. Therefore, four isolates with different sequence types were
selected for whole genome sequencing, leading to the identification of 19 prophage regions.
Among them, 14 were classified as “intact,” 2 as “questionable,” and 3 as “incomplete,” with
the latter excluded from further analysis. Re-induction of these isolates using previously
isolated lytic phages confirmed the activation of 13 prophages through in silico analyses,
indicating that some prophages, although undetectable by traditional methods, may still be
inducible at the molecular level. Whole genome analysis revealed no direct antibiotic
resistance genes in the prophages; however, genes associated with virulence, stress response,
regulation, and defense were identified. Additionally, some prophages harbored anti-
CRISPR proteins, tRNA genes, and mobile genetic elements related to horizontal gene
transfer. While these elements do not directly encode resistance, they may contribute to
bacterial adaptation under environmental stress and antibiotic pressure, thereby indirectly
supporting resistance development. Pangenome analyses showed that the prophages were
genetically diverse and primarily carried shell genes located in the accessory genome.
Overall, the findings suggest that prophages integrated into CRKP genomes are molecularly
active mobile genetic elements that may evade classical detection methods, yet significantly

contribute to the evolutionary success and adaptability of their bacterial hosts.
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ONSOZ

Klebsiella pneumoniae, hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan gram-negatif bir
bakteridir. Hem intrinsik hem de kazanilmis diren¢ mekanizmalari sayesinde
antibiyotiklere kars1 kolaylikla diren¢ gelistirebilen K. pneumoniae'nin karbapenem
direngli suglar1 diinya genelinde bildirilmektedir. Karbapenem direncli K. pneumoniae
insidansindaki artis, alternatif tedavi yontemlerine olan ihtiyaci artirmistir. Bu ¢alismada,
karbapenem direngli K. pneumoniae izolatlarin1 enfekte eden ve bakteriyel genoma
entegre olan lizojenik fajlarin indiiklenmesi sonrasi fajlarin  izolasyonu ve
karakterizasyonu amaglanmistir. Calismada, dort karbapenem direngli klinik K.
pneumoniae 1izolatinin genomuna entegre olmus toplam 16 profajin molekiiler

karakterizasyonlar1 belirlenmistir.r.
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1. GIRIS

Antimikrobiyallere direncli bakterilerin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, oOzellikle
antibiyotiklerin biyosidal etkisinden ka¢gmakla {inli ESKAPE patojenleri olarak bilinen -
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa ve Enterobacter spp.- lizerinde durulmasi gereken acil
bir kiiresel saglik sorunu haline gelmistir. Bunlar arasinda Klebsiella pneumoniae, ¢oklu ilag
ve karbapenem direnci kazanma konusundaki ytiksek kabiliyeti nedeniyle 6nemli bir firsatci
patojen olarak &ne c¢ikmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan kritik 6ncelikli
patojen olarak tanimlanan karbapeneme direngli K. pneumoniae (KDKP), 6zellikle yiiksek
morbidite ve mortalite oranlarina katkida bulundugu yogun bakim iinitelerinde saglik hizmeti
ile iliskili enfeksiyonlarin 6nde gelen nedeni haline gelmistir. KDKP suslar1 genellikle -
laktamlar, aminoglikozidler ve florokinolonlar dahil olmak {izere bir¢ok antibiyotik sinifina
kars1 direng gostermekte ve tedavi seceneklerini ciddi sekilde sinirlamaktadir. K. pneumoniae,
diren¢ profiline ek olarak, kapsiiler polisakkaritler, sideroforlar, adhezinler ve biyofilm
olusturma yetenegi gibi hayatta kalma ve patojenik potansiyelini arttiran bir¢ok viriilans
faktorlerine de sahiptir [1]. Antibiyotiklere bakteriyel diren¢ gelisiminde bircok mekanizma
rol almakta ve ozellikle plazmitler direng genlerinin yatay aktarimi igin 1yi bilinen vektor
olarak bildirilmektedir. Plazmitler, bakterilerin genetik materyallerini aktarmasina,
adaptasyonlarina, hizlica evrimlesebilmelerine ve cesitli metabolik avantaj saglamalarina
hizmet eden 6nemli genetik araglardir [2, 3]. Bununla birlikte, bakteri kromozomuna entegre
olabilme kabiliyeti olan ve profaj olarak adlandirilan lizojenik bakteriyofajlar da bir diger
onemli genetik araglardir ve profajlarin genetik transfer araglari olarak direncli patojenlere
olan genetik katkilartyla ilgili roliinii net olarak ortaya koyacak c¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Bakteriyel evrimde onemli itici gligler ve mobil genetik unsurlar olarak bakteriyofajlar,
arastirma alani olarak giderek daha fazla ilgi gérmektedir. Profajlar antibiyotik direnci,
virlilans veya bagisikliktan kaginma ile iliskili genler tasiyabilir ve yatay gen transferi ve
bakteri genom plastisitesinde dnemli rol oynayabilir [4, 5]. Bu nedenle, KDKP izolatlarinda
profaj profilinin arastirilmasi, diren¢ ve viriilans 6zelliklerinin evrimini ve yayilmasini

anlamak i¢in gereklidir.



1.1. Klebsiella pneumoniae

Enterobacteriaceae liyesi Klebsiella pneumoniae, gram-negatif basil formunda, oksidaz
negatif, katalaz pozitif, hareketsiz ve glukozu fermente eden fakiiltatif anaerobik bir
bakteridir. Cevrede yaygin olarak bulunur ve insan gastrointestinal sistemindeki normal
mikrobiyotanin bir pargasidir. Boyutu genellikle 1-2 pm uzunlugunda ve 0.5-0.8 pm
genisliginde olup polisakkarit yapida kapsiile sahiptir. Optimal iireme kosullar1 37°C sicaklik
ve pH 7 seviyesidir. Kapsiil varligindan dolay1 besiyerinde mukoid, 1slak goriiniimlii koloniler
olusturur. Aym1 zamanda EMB agarda laktoz pozitif renkli koloniler olusturmaktadir.
Taksonomik olarak aile iiyeleri Enterobacterales Takimi, Gammaproteobacteria Siifi,

Proteobacteria Subesinde smiflandirilir [6].

1.1.1. Klinik 6nemi

K. pneumoniae, hem toplum hem de hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olan énemli
bir patojendir. Ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde ciddi hastalik tablolarina
neden oldugu bilinmektedir. K. pneumoniae suslar, siklikla bronkopnémoni, bronsit, akciger
apsesi ve liriner sistem enfeksiyonlar1 gibi toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olur. Alkol
tilketimi ve bakteriyemi varligi, mortalite oranim1 artirir ve tedavi siirecini zorlastirir. K.
pneumoniae ventilator, kateter gibi invaziv cihazlara tutunarak kolonize olabilir ve hastane
ortaminda varligimi siirdiirebilir. Bu cihazlarin kullanimina bagli olarak ilgili hastalarda
nozokomiyal enfeksiyonlar gelisebilmektedir. idrar yolu enfeksiyonlari, pndmoni, septisemi

ve yara enfeksiyonlar: hastane kaynakli enfeksiyonlardan bazilaridir [6].

1.1.2 Viriilans faktorleri

K. pneumoniae, konagin bagisiklik sisteminden kagip, kendi eliminasyonunu engelleyen,
cevresel streslere kars1 adaptasyonunu arttiran ve ayni zamanda konak hiicrelere zarar verecek
cesitli viriilans faktorlerine sahiptir [7, 8]. Sahip oldugu en 6nemli viriilans faktorlerinden biri
polisakkarit yapidaki kapsiildiir. Kapsiil yapisi, bakteriyi fagositoza karst korumaktadir.
Kompleman aracili bagisiklik yanitini inhibe ederek bakterinin konak bagisiklik sisteminden
kacarak enfeksiyon olusturmasina da katki saglar. Kapsiil yapist wzi, wza, wzb, wzc, gnd, wca,

cpsB ve galF gibi genlerin yer aldig1 kapsiil polisakkarit (KPS) gen kiimesi tarafindan



diizenlenmektedir [9]. Serolojik farkliliklarina gore yapilan siniflandirmada (K antijenleri) su
ana kadar 79 kapsiil serotipi tanimlanmistir. Ozellikle K1, K2, K54, K57, K20 ve K35 tipleri
toplum kokenli invaziv piyojenik karaciger apsesi, septisemi ve pnOmoni tablolariyla
iliskilendirilir. K. pneumoniaekapsiil yapisinin, fagositoza ve kompleman aracili lizise karsi
direngli oldugu ve K1, K2 ve K57 gibi kapsiil tiplerinin de yiiksek viriilansla iligkili oldugu
tespit edilmistir [10, 11]. Bir diger ¢alismada ise kapsiil liretiminin asir1 oldugu hipermukoid
fenotipli ¢esitli Klebsiella suslarinin, karaciger apsesi, septisemi ve pndmoni riskini artirdigi
bildirilmistir Bakterinin asir1 miktarda polisakkarit {iretmesi hipermukoid fenotip olarak
tanimlanir. Bu durum, bakterinin fagositoza karsi direncini arttirirken biyofilm olusumunu da
desteklemektedir [12].

Lipopolisakkarit (LPS), énemli bir diger viriilans faktoriidiir. LPS'nin bir bileseni olan
Lipid A, endotoksin aktivitesiyle inflamatuar yanit1 tetikler ve bakteriyi kompleman aracili
bagisiklik tepkilerine karsi korur [9]. LPS alt birimi olan ve gilinlimiizde tespit edilen sekiz O
serotipi arasindan, O1 ve O2 serotipleri, klinik suslarda en yaygin olanlar olup, invaziv
enfeksiyonlarla iligkilidir [13].

K. pneumoniae tarafindan hiicre zarlarinda demir molekiillerinin tagimasindan sorumlu
olan enterobaktin, aerobaktin, salmochelin ve yersiniabaktin sideroforlar tiirleri
bulunmaktadir. Bu molekiiller, K. pneumoniae'nin antimikrobiyal ajanlara karsi direng
gelistirmesine katkida bulunur ve bakterinin yiiksek enfeksiyon potansiyeline sahip oldugunu
gosteren 6nemli gostergelerdir [14]. Idrar yolu enfeksiyonlariyla iliskili oldugu bilinen Tip 1
fimria, K. pneumoniae suslarinn mesane epitel hiicrelerine tutunma afinitesini arttirir. Tibbi
cihazlarin ylizeylerine yapisma egilimi kazandiran Tip III fimbrialar, bakterinin biyofilm
olusturarak antibiyotik direncine de katki saglamaktadirlar [9]. Pili ve fimbrialar, yapismay1
kolaylastirmanin yani sira bakterinin hareketliligine de katkida bulanabilirler. K. pneumoniae
genellikle hareketsiz olarak kabul edilse de tip IV pili tarafindan saglanan segirme hareketi,
ylizeyleri gegmesine olanak verir. Bu hareketlilik bigimi, besin kazanimi ve kolonizasyon
genislemesi i¢in ylizey hareketinin gerekli oldugu biyofilmler gibi yogun ortamlarda 6zellikle

avantajhdir [15, 16].

1.2. Karbapenem direncli Klebsiella pneumoniae (KDKP)

Cok ilaca direncli (CID) bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde mevcut en

etkili ve glinlimiizde son ¢are olarak tercih edilen antibiyotik sinifi karbapenemler ve 3. kusak



sefalosporinlerdir. Enterabactericae liyesi olan K. pneumoniae suslarinda  Klebsiella
pneumoniae Karbapenemazlart (KPC), ekspresyonu ilk olarak 1996 yilinda ABD'de
tanimlandiktan sonra tiim diinyada hizla yayilmaya ve evrimlesmeye devam etmektedir [6].
Genislemis spektrumlu [-laktamazlarin (GSBL) endemisitesi ve yiiksek karbapenem
kullanimina bagli olarak KDKP insidansinda dramatik bir artis gdzlenmektedir [17]. KPC
tireten K. pneumoniae izolatlar1 karbapenemlere ek olarak penisilinler, sefalosporinler,
florokinolonlar ve aminoglikozidler dahil bircok sayida antibiyotik sinifina direngli hale
gelmistir. Diinya saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore KDKP, kritik 6ncelikli patojenler listesi
icerisinde yer almaktadir. DSO’niin Avrupa'da Antimikrobiyal Direng Siirveyans1 2023
verilerine gore KDKP izolatlarinin siirveyanst 2017-2021 yillar1 boyunca takip edilmistir.
Elde edilen verilere gére 2021 yilinda, K. pneumoniae i¢in veri raporlayan 45 {ilkenin 7’sinde
(%16), %]10'un altinda diren¢ yiizdeleri gozlemlenirken, boélgenin giliney ve dogu
kesimlerindeki 19 iilkede (%42), %50 veya lizerinde direng yiizdeleri rapor edilmistir.
Tiirkiye, 2017-2021 yillart arasinda test edilen toplam K. pneumoniae igin izolat sayisi ve
diren¢ fenotipi verilerine gore karbapenem (imipenem/meropenem)direnci, 2017 yilinda
%32.5, 2018 yilinda %34.4, 2019 yilinda %39.4, 2020 yilinda %48.2 ve 2021 yilinda ise
%49.1 olarak hesaplanmistir [18]. Bakterilerde antibiyotik siniflarina direng gelisimi bir¢ok

sekilde olabilmektedir. Bunlardan bazilari;

e Azalmis dis membran gecirgenligi

Diren¢ gelisiminde rol oynayan membran sistemi, bakteri hiicre etkilesimi ve canli
hiicrelerin biitlinliigii icin ana bilesendir. Bu etkilesim, besin maddelerinin, iyonlarin ve suyun
ya da toksik elementlerin hiicrenin i¢i ve disi arasinda tasinmasini igerir. Membran
gecirgenligin bozulmasi ile hiicre i¢ine ilag alimi1 azalir ve cesitli antibiyotik ailelerine direng

gelisebilir [19].
e Mutasyon/Enzimatik modifikasyon
KDKP genomlarinda gerceklesen mutasyon ve/veya translasyon gibi enzimatik

modifikasyonlar sonucu antibiyotik molekiilleri hedef bolgelerine baglanamazlar ve etki

edemezler [19].



e Disa atim pompalan

Cogu antibiyotik sinifina karsi direng gelisiminde bakteriyel disa atim pompalart énemli
rol oynamaktadir. K. pneumoniae igin bildirilen, AcrAB, KdeA, CepA, EefAB, KmrA, KexD,
OgxAB, pmexAB-oprY ve tmexCDI-toprJ disa atim pompalar1 bulunur ve 6zellikle genis
substrat aralig1 ve Gram-negatif bakterilerde CID ile iliskili olanlar, AcrAB, EefAB, KexD ve
OgxAB disa atim pompalaridir. Bunlarin asir1 ekspresyonuyla, antibiyotik, antiseptik, boya ve
deterjanlar gibi cesitli antimikrobiyal kimyasal ve bazi metabolitler hiicre disina atilarak

direng gelisimi saglanir [19].

e Metabolik inaktivasyon

Bakteri metabolizmasinda etkisizlesen antibiyotik molekiilleri hiicre i¢cinde bozularak

direng gelisimine katki saglayabilirler [19].

e Beta laktamaz iiretimi

Klinikte en ¢ok karsilasilan direng gelisimi K. pneumoniae suslarinda [-laktam
antibiyotiklerin etkisini spesifik olarak inhibe eden [-laktamazlarin iretimi K.
pneumoniae’nin  karbapenemlere karsi direng gelistirmesine neden olmaktadir.
Karbapenemazlar, molekiiler gen yapilar1 ve aktif bolgelerindeki farkliliklar1 nedeniyle
cesitli smiflara ayrilirlar [19, 20]. K. pneumoniaesuslarinda kodlanan yaygin beta-

laktamazlar Tablo 1.’de verilmistir [21, 22, 23].

Tablo 1. Klebsiella pneumoniaeBeta-laktamazlari

Beta laktamazlar Ambler | Ornekler Ozellikler
Simifi
A TEM, SHV, ESBL ve KPC tipi karbapenemazlar
. CTX-M, KPC
Serin bazli-f-laktamaz 7= CMY, DHA | Plazmit kaynakli AmpC yayilimi
D OXA-48 Karbapenemazlar
Metallo-B-laktamaz B NDM, VIM, Cinko bagimli karbapenemazlar

IMP




Aktif bolgelerinde serin rezidiileri tasiyan sinif A beta-laktamazlarin cogu plazmitler ile
tasinmaktadir. Bu grubun en yaygin 6rnegi olan KPC enzimleri, karbapenemleri ve diger -
laktam antibiyotikleri hidrolize edebilir. ilk olarak 1996 yilinda Kuzey Karolina, ABD'de
tanimlanan KPC enzimleri, giderek diinya genelinde yayilmis ve 6zellikle K. pneumoniae
suslarinda tespit edilmistir. Metallo-B-laktamazlarin (MBL'ler) aktif bolgelerinde Zn*?
bagimli “thiol” grubu bulunmaktadir. NDM (New Delhi metallo-f-laktamaz), VIM (Verona
integron-encoded metallo-B-laktamaz) ve IMP (imipenemaz) bu smifta yer alan dnemli
enzimler olup karbapenemlerin yani sira diger [B-laktam antibiyotikleri de hidrolize
edebilirler. 2008 yilinda Hindistan'da tanimlanan ve kisa siirede bircok iilkeye yayilan
NDM-1, ozellikle Escherichia coli ve K. pneumoniae suslarinda tespit edilmektedir. Aktif
bolgelerinde serin rezidiileri tasiyan, biiyilk molekiiler agirlikli enzimler olan NDM-1,
birsmif B metallo-B-laktamaz olup, karbapenemleri inaktive eder ve ¢inko
bagimlidir. AmpC ise simif  C serin B-laktamazdir ve genellikle 3. kusak
sefalosporinleri hidrolize eder. OXA tipi B-laktamazlar, sinif D serin enzimlerdir ve ¢ogu
karbapenemaz aktivitesi gosterir. Her biri farklidir. Bu sinifin 6nemli bir iiyesi olan ve
karbapenemlere karsi direng saglayan OXA-48, ilk olarak 2001 yilinda Tirkiye'de
tanimlanmis ve sonrasinda Avrupa ve Orta Dogu'da yayilmistir. OXA-48, karbapenemlere
kars1 diisiik hidrolitik aktiviteye sahip olmasina ragmen diger diren¢ mekanizmalariyla
birlikte yiiksek direng gelisimine neden olabilmektedir. Giinlimiizde KDKP,
Enterobacteriaceae ailesinde yer alan diger tiirlere kiyasla en ¢ok aktarilabilir karbapenemaz
enzimleri eksprese etmektedir. Bu genler KPC, IMP, NDM, VIM, OXA-48 olup cografik
olarak farkli lilkelerde endemik veya sporadiktir. Tiirkiye’de K. pneumoniae i¢in en sik
saptanan ve endemik olan karbapenemaz tipi OXA-48 olup bunu NDM ve KPC takip
etmektedir [24]. KDKP'de OXA-48 enziminin ilk tespiti 2003 yilinda Tiirk hastadan alinan
idrar 0rneginde olmustur. Sonraki yillarda diinya ¢apindaki dagilimlar1 artik Avrupa'da,
Akdeniz'in giiney ve dogu kesiminde ve Afrika'daki tilkeler dahil olmak tizere bir¢ok iilkede
OXA-48 salgini bildirilmistir [25]. Sonug olarak Enterobacteriales karbapenemaz enziminin
tiretimi, antibakteriyel tedavi basarisini olumsuz etkilemekte ve yliksek mortalite oranlari ile
karsimiza ¢ikmaktadir.

Karbapenemaz iireten bakterilerin tespiti, genomik 6zelliklerinin analizi ve viriilans ve
direng Ozelliklerinin ortaya konmasi, enfeksiyon kontrolii ve uygun tedavi se¢imi i¢in
kritiktir. Tedavi segenekleri smirli olmakla birlikte, bu ajanlarin kullanimi1 dikkatle

degerlendirilmelidir ve direng gelisimi siirekli izlenmelidir.



1.3. KDKP’de Viriilans ve Dirence Katki Saglayan Ekstra-kromozomal Genetik

Elemanlar

1.3.1. Plazmitler

Plazmitler, bakteriyel DNA'dan bagimsiz olarak replike olabilen ve genellikle dairesel,
cift sarmalli DNA molekiilleridir. Plazmitlerin bakteri tiirleri aras1 aktarimi konjugasyon ile
gerceklesmektedir. Plazmitler; antibiyotik diren¢ genleri, bakteriyel metabolizmaya avantaj
saglayacak genler veya viriilans faktorleri (toksin iiretimi, adezyon yetenekleri ve invazyon
kapasitesi) gibi ¢esitli gen bolgeleri tagiyabilirler. Plazmit aracili yatay gen transferi (YGT),
antimikrobiyal diren¢ genlerinin ve viriilans faktorlerinin bakteriyel popiilasyonlar arasinda
hizla yayilmasina aracilik etmektedir. Bu durum bakterilerin genetik ¢esitliligini artirarak
evrimsel siireclerini hizlandirir ve g¢evresel degisimlere adaptasyonlarint kolaylastirir.
Bakterilerin zorlu sartlara adaptasyonu ve kazandigi patojenik karaktere bagli olarak zor
eliminasyonu ve antibiyotik direnci gibi istenmeyen 6zelliklerin yayilmasi ilgili bakterinin
ciddi bir halk saghig sorununa haline gelmesine neden olmaktadir. Ornegin,
Enterobacteriaceae ailesine ait bakterilerde bulunan R-plazmitleri, tasidiklari ¢oklu
antibiyotik direng¢ genlerini (beta-laktam, kinolon ve aminoglikozidlere karsi direng saglayan
genler) konjugasyon aracilifiyla diger bakterilere aktarilabilmektedir [26]. Arastirma
verilerine gore, ilk kez Hintli bir hastada tanimlanan NDM-1 geni, plazmitler araciligiyla
bakteriler arasinda hizla yayilmistir [27]. E. coli ve K. pneumoniae tirlerinde bulunan
plazmitlerin GSBL genlerini tagidig1 ve hastane enfeksiyonlarinda direng oranlarini artirdigi
tespit edilmistir. Cevresel calismalarda, kanalizasyon ve atik sularda direng genleri tasiyan
plazmitlerin yaygin oldugu ve antibiyotiklerin asir1 kullanimi sonucu segilim baskisina
ugrayarak direncli suslarin baskin hale gelmesine neden olmustur [28]. Dolayisiyla
plazmitlerin YGT'deki rollerinin daha iyi anlasilmasi, antibiyotik direnci ve enfeksiyon
kontrolii stratejilerinin gelistirilmesi i¢in dnemlidir.

K. pneumoniae'de viriilans ve direng fenotipini etkileyen ve en yaygin olarak incelenmis
plazmitler IncF, IncHI1B, IncL./M, IncA/C2 ve IncX3’tiir. Bu plazmitler hem diren¢ hem de
viriilans genlerini tagimakta olup bakteriyel patojeniteyi katki saglarlar. IncFII plazmitleri
tizerinde bulunan karbapenemaz KPC, NDM, OXA-48 ve CTX-M direng genleri beta laktam
antibiyotiklerine kars1 diren¢ kazandirdilar. Ayrica aminoglikozid direng genleri (aac(6')-
Ib, aadAl, aadA2, aph(3')-la) ve florokinolon direng genleri (gnrB19, gnrSI1) de bu

plazmitler lizerinde taginmaktadir. Ayn1 zamanda bazi suslarda rmpA/rmpA2, aerobactin
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(iucABCD-iutA) gibi hiperviriilans genlerini de tasiyabilir. IncFIB(K) ve IncFII(K)
plazmitleri, iroABCDN, iucABCD, iutA, bla_CTX-M-14, bla_TEM-191, aph(3")-
Ib, aph(6)-1d, gnrS1, aac(6')-Ib-cr, aadAl6, sull, dfrA27 gibi virillans ve ¢oklu direng
genlerini tasimaktadir [29]. IncR plazmit tipi ise karbapenem ve diger antibiyotik direng
genlerinin taginmasinda rol oynar. Ilk kez Tayvan’da tanimlanan ve hiperviriilan genleri
acisindan zengin olan plazmit IncHI1B (pLVPK) ve IncHI1B (pK2044) 6zellikle rmpA,
rmpA2, iucABCDiutA, iroBCDN ve agir metal direng genlerini tagimaktadir. Ancak son
yillarda iizerlerinde direng genleri de sik sik tespit edilmektedir. Ozellikle Orta dogu ve
Avrupa bolgelerinde yaygin olarak tespit edilen plazmit IncL/M OXA-48 genini tagir. NDM
geninin taginmasini saglayan plazmit IncX3, kii¢iik boyutlu ve yiiksek transfer oranina

sahiptir ve genellikle direng genleri tagir [29, 30].

1.3.2. Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlar, bakterilere 6zgii viriisler olup zorunlu hiicre i¢i parazitlerdir ve genetik
materyallerini bakteri hiicrelerine enjekte ederek cogalirlar. Bakteriyofajlarin kesfi, ilk
olarak Frederick Twort (1915) ve Félix d'Herelle (1917) tarafindan yapilmistir [31, 32].
Bakteriyofajlar, dogada olduk¢a yaygin bulunan mikroorganizmalar olup pek c¢ok
ekosistemde yer alirlar. Bakteriyofajlarin siniflandirilmasi genetik yapilarindan morfolojik
ozelliklerine  kadar  farkli  kriterlere ~ dayanir.  Genetik  materyal acisindan
degerlendirildiginde, fajlarin biiyiik ¢ogunlugu ¢ift iplikli DNA (dsDNA) tasirken, tek iplikli
DNA (ssDNA) ve tek iplikli RNA (ssRNA) igeren fajlar daha nadirdir. Bu farkliliklar,
fajlarin replikasyon mekanizmalarim1 ve konak hiicrelerle etkilesimlerini etkileyebilir.
Morfolojik yapilarina gore ise bakteriyofajlar elektron mikroskobu altinda kuyruk yapilari
ve kapsid sekillerine gore tiplendirilirler. Bu gruplar arasinda Miyoviriis morfolojisindekiler
uzun, kasilabilir kuyruga, Sifovirlis morfolojisindekiler uzun, kasilamayan kuyruga
ve Podoviriis morfolojisindekiler ise kisa kasilamayan kuyruga sahiptirler [33]. Konak
araligi, bir fajin hangi bakteri tiirlerini enfekte edebildigini ifade eder. Bazi fajlar yalnizca
tek bir bakteri tiirtine 6zgiiyken (dar konak aralig1), bazilar1 birden ¢ok tiirii enfekte edebilir

(genis konak aralig1).

Fajlar, lizojenik ve litik dongiiye ek olarak daha az bilinen psddolizojeni ve tasiyicili
durum dahil olmak tizere farkli yasam dongiilerine sahiptirler. Psddolizojeni tanimi daha ¢ok

fajin konak genomuna entegre olmadigi veya litik dongiiye de ge¢medigi inaktif fajlar i¢in



kullanilsa da gergek bir yasam dongiislinii mii yoksa hiicrenin azalan aktivitesinin bir sonucu
mu oldugu net degildir [34, 35]. Antibiyotiklere kars1 direncli bakterilerle miicadelede umut
vaat eden terapotik ajanlar olarak karsimiza ¢ikan litik fajlar ise konagin tiim kaynaklarini
kullanarak c¢ok sayida faj partikiilleri tliretir ve bakteriyi lizize ugratarak disar1 c¢ikarlar.
Ayrica, biyoteknolojide gida sanayisinde, tarimda patojen bakterilerin kontroliinde vs. sik
stk kullanilabilmektedir [36, 37]. Genetik miihendisliginde 6nemli araglar olan ve gen
transferi, modifikasyon islemlerinde de rol oynayan lizojenik fajlar ise konak genomuna
entegre olarak sessiz bir sekilde kalabilir [36]. Ayn1 zamanda konak hiicrede plazmitler gibi
cogalip horizontal olarak aktarilabilen ve faj-plazmit olarak da bilinen bazi 1liman fajlarin
da varlig1 bilinmektedir [38]. Bu asamada profajlar, lizojenik dongii sirasinda bakteriyel
genomlara entegre olmus genetik olarak sessiz bakteriyofaj DNA segmentleri olarak
tanimlanir. Lizojen fazinda profajlar aktif bir enfeksiyon gerceklestirmez, ancak konak
hiicreyle birlikte replike olur ve genetik materyallerini nesilden nesile aktarabilirler. Bu
durum, konak hiicreye zarar vermeden faj genomunun korunmasini saglar. Ancak g¢evresel
stresler veya DNA hasar1 gibi tetikleyici faktorler, profajin indiiksiyonuna neden olabilir. Bu
durumda profaj, litik dongiiyii baslatarak viral partikiil iiretimine baslar ve sonugta konag1

parcalar [36].

Profajlar iizerlerinde ¢esitli AMD genleri ve viriilans genleri tasiyabilirler ve bakteriler
arasinda transfer edebilir. Profajlarin tagidiklar1 6nemli patojenite genlerinin, yatay gen
transfer mekanizmalart ile bakteriler arasindaki aktarimi, bakterilerin adaptasyon ve viriilans
potansiyellerini etkileyebilir. Bakteriyel genomda latent olarak bulunan profajlar konak
bakteriye yeni genetik materyal kazandirarak bakterilerin genetik cesitlilikleri artirabilir
ve/veya genotipik/fenotipik 6zelliklerini degistirebilir [39]. Profajlarin varligi, bakterilerin
biyolojik ve metabolik karakterlerini biiyiik 6l¢iide etkiledigini gosteren gesitli calismalar
mevcuttur. Bazi profajlar, bakterilere ¢evresel kosullara uyum saglama, toksin liretimi veya
antibiyotiklere direng gelistirme gibi avantajlar kazandirabilir. Ornegin, difteri toksini {ireten
Corynebacterium diphtheriae veya kolera toksini lireten Vibrio cholerae, bu toksin genlerini
profajlar tarafindan kazanmislardir [40]. Bu durum, bakteriyel patogenezde profajlarin kritik
role sahip olabilecegini gostermektedir. Bakteri genomlarmin incelenmesi, profajlarin
genetik cesitlilik, evrimsel ve patojenik siireclerdeki etkilerini daha iyi anlamamizi

saglayacaktir [5, 40].



1.3.2.1. Profaj indiiksiyon mekanizmalar:

Profaj indiiksiyonu, bakteri genomuna entegre olan iliman faj DNAveya RNA'sinin
konak bakterinin kromozomundan ayrilmasi, yeni faj partikiilleri iiretmesi ve konak hiicreyi
pargalayarak litik evreye gegmesini tanimlamaktadir. Bu degisim fajin ¢ogalmasi i¢in 6nemli
bir stirectir. Ancak hem bakterinin hem de fajin hayatta kalabilmesi i¢in ¢esitli mekanizmalar

ile kontrol edilir [41].

1.3.2.1.1. SOS-bagimh profaj indiiksiyon mekanizmalari

Profajlarin litik dongiiye ge¢mesinin en iyi bilinen yolu, bakteriyel DNA hasar
gordiigiinde gergeklesen bakteriyel SOS tepkisidir. Normalde, cI proteini represor gorevine
sahip olup hiicre yikimina neden olan profaj genlerini baskilayarak fajin bakteri genomuna
entegre sekilde sessiz kalmasini saglar. DNA hasar1 olustugunda, RecA proteini aktive olur
ve cl'nin pargalanmasina neden olur. Bu da litik genler {lizerindeki engeli kaldirarak fajin
¢ogalmaya baslamasina ve sonunda konak hiicreyi lizize ugratmasina olanak tanir. cl ve Cro
gibi diger proteinler arasindaki etkilesim, fajin hareketsiz kalmasina ya da aktif hale
gelmesine karar verilmesine yardimci olur. Konak faktorleri de bu dengenin korunmasina

yardimci olur. Boylece bu fajlar yalnizca stres kosullar altinda aktive olur [42].

1.3.2.1.2. SOS-bagimsiz profaj indiiksiyon mekanizmalar

Profaj indiiksiyonu, c¢evresel stres, hiicresel metabolik kosullar ve spesifik genetik
diizenleyici mekanizmalar gibi faktorler tarafindan yonlendirilen klasik SOS yanitindan

bagimsiz olarak da gerceklesebilir [43]. Bunlar;

e Spontane indiiksiyon: Bazen profajlar belirgin bir neden olmadan kendiliginden
indiiklenebilirler. Bu durum gen aktivitesindeki rastgele degisikliklerden

kaynaklanmaktadir [44].

e Is1ve iyonik stres ile indiiksiyon: Yiiksek sicaklik veya tuz gibi ¢evresel streslere
maruziyet profajlarin indiiksiyonuna neden olabilir. Ornegin bu dis faktdrler 1s1
represor proteinlerinin dengesini bozabilir veya tuz konsantrasyonu hiicrenin iyon

dengesini degistirerek profaj baskilamasini zayiflatabilir [45].
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Poli-profajh bakterilerde rekabet: Genomunda birkag profaj iceren bakteriler, her
bir faj i¢in farkl indiiksiyon sinyallerine sahip olabilmektedir. Baz1 profajlar DNA
hasarma, digerleri ise bakteriyel iletisim sinyallerine yanit verebilir. Bu durum,
profajlarin rekabet etmelerine veya koordine olmalarina, konakgilarina ¢ok fazla

zarar vermeden lireme sanslarini optimize etmelerine olanak tanir [41, 46].

CRISPR aracih indiiksiyon: Profaj indiiksiyonu i¢in spesifik olarak cI veya C gibi
represOr genleri hedeflemek ve inhibe etmek i¢cin CRISPR yapilart kullanilir ve
boylece fajin litik dongiliye gecisi tetiklenir ve faj-konak etkilesimleri iizerinde

hassas kontrol saglanir [41, 46].

Metabolik Tetikleyiciler: Profaj indiiksiyonu bakteriyel metabolizma ve mevcut
besinlerden etkilenebilir. Ornegin, amino asit aghgi, profaj aktivasyonunu
tetikleyebilen stres tepkilerini aktive eder. Baz1 bagirsak bakterileri, asetik asit gibi
kisa zincirli yag asitleri lretir ve bu da profajlar1 indiikleyebilir. Ek olarak,
enfeksiyon sirasinda bagisiklik hiicreleri, patojenlerde profaj indiiksiyonunu ve
toksin {iretimini uyarabilen hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerini serbest

birakir [41].

Quorum Sensing (QS): Bakteriler, niifus yogunlugunu algilamalarina yardimci
olan bu sistem kimyasal sinyalleri kullanarak iletisim kurar. Bu sinyaller DNA
hasarindan bagimsiz olarak profaj indiiksiyonunu tetikleyebilir. Bazi profajlar
yalnizca belirli QS sinyallerine yanit vererek fajlarin yasam dongiilerini bakteri
toplulugunun durumuyla koordine etmesine olanak tanir. Ornegin, Bacillus subtilis
ve bazi Vibrio tiirlerinde, profaj aktivasyonu, QS yoluyla tespit edilen bakteri
yogunlugundaki degisikliklerle baglantilidir. Bu koordinasyon, fajlarin hareketsiz
durumdan aktif duruma ne zaman gececeklerine karar vermelerine yardimci olur

[47].

Mlaclar: Tlaglar, 6zellikle de antibiyotikler, bakteriyel homeostaziyi bozabilir ve faj
indiiksiyonunu tetikleyebilir. Florokinolonlar, MitC ve beta-laktamlar gibi bazi
antibiyotikler bakteriyel DNA'ya zarar verebilir veya replikasyonunu engelleyebilir.

Bu SOS yanitim aktive ederek LexA baskilayicisinin bozulmasina ve profajlarin
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litik dongliye gegmesine neden olur. Bununla birlikte, DNA hasar1 olugturmadan da
profaj indiiksiyonuna neden olan ilaglar bulunmaktadir. Ornegin aminoglikozidler
veya tetrasiklinler gibi antibiyotikler protein liretimine miidahale ederek hiicrenin i¢
dengesini bozar ve metabolik strese neden olur. Polimiksinler gibi ilaglar hiicre
zarma zarar vererek profaj aktivasyonuna yol agabilir. Bazi ilaglar bakterilerin QS
sistemini etkileyerek profaj indiiksiyonuna yol agabilir. Baz1 antibiyotikler reaktif
oksijen tiirleri iireterek hiicrede strese neden olur ve bu da SOS sistemini dahil

etmeden profajlar1 aktive edebilir [41, 48].

1.3.2.2.  Profajlarin yatay gen transferindeki rolii

Karbapenemaz genleri, plazmit kodlu olmalart nedeniyle YGT ile bakteriler arasinda
hizla yayilabilmektedirler. Bu durum, direng genlerinin farkli bakteriyel tiirler arasinda
transferini kolaylastirmakta ve direncli suslarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ancak
bir diger 6nemli genetik ara¢ olan profajlarin rolii tam olarak aydinlatilmamistir. Bu nedenle,
profajlarin YGT'deki rollerinin anlasilmasi, mikrobiyal genetigin anlasilmasi i¢in altyapi
olusturacaktir. Profajlar hem klinik hem c¢evresel bakterilerde AMD genleri ve viriilans
faktorlerinin yayilmasinda anahtar bir rol oynayabilirler. Profajlar, cesitli stres faktorleri
varliginda latent evreden ¢ikip aktiflesir ve yeni faj partikiilleri iiretirler. Bu siireg ile fajlar
tasidiklar1 genetik materyali diger bakteri hiicrelerine aktarimi sonucu AMD genleri ve
viriillans faktorlerinin bakteriyel popiilasyonlar arasinda hizla yayilir. Genetik materyalin
transferi sadece ayni tiir bakteriler arasinda degil, farkl: tiirler arasinda da gerceklesebildigi
bilinmektedir. Profajlarin da plazmitler gibi yatay gen transferi mekanizmalariyla ¢esitli
diren¢ ve viriilans genlerinin yayilimini hizlandirdigini ayni1 zamanda bakterilere toksin
iiretimi, adezyon ve invazyon kapasitesi kazandirabildigi, bulundugu konagin genomundaki
genlerinin ekspresyonu ve biyolojik ozelliklerini etkileyebildigi bildirilmistir [49-52].
Ornegin viriilans faktdrlerinin profaj aracili transferini inceleyen bir calismada, E.coli
suslarinin, profajlar araciligiyla cesitli diren¢ ve viriilans genlerini aldig1 ve bu sayede
yuksek patojenite kazandigi belirtilmistir [53, 54, 55, 56 ]. Bir baska calismada E. coli
suslarinda bulunan profajlarin silinmesi sonucu konak¢inin biyofilm olusturma ve olumsuz
ortamlara kars1 adaptasyon yetenegini kaybettigi tespit edilmistir [40]. Profajlarin bakteriyel
uyumu tizerindeki etkisini ¢esitli bakteri tiirlerinde incelendigi bir ¢alismada; Ralstonia
solanacearum’da @RSM’nin entegrasyonu sonucu bakteriyel viriilansin azaldigi tespit

edilmistir [50]. Salmonella enterica suslarinin, profajlar araciligiyla antibiyotik direng

12



genlerini aldig1 ve bu genlerin farkli serotipler arasinda yayildigr gosterilmistir [57].
Streptococcus spp. ve Staphylococcus aureus profajlarinin toksin {iretimi ve viriilans
genlerinin aktarilmasinda 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. Streptococcus'ta, vanG tipi
vankomisin diren¢ lokusu ve oksazolidinon direng geni optrA dahil olmak iizere 10
antimikrobiyal sinifa direng kazandiran profajlarin varlig1 tespit edilmis ve direng genlerinin
yayilimindaki 6nemi vurgulanmistir [58]. S.aureus'ta profajlarin viriilans, antibiyotik direnci
ve bakteri evrimindeki rollerinin incelendigi bir c¢alismada, viriilans faktorlerini ve
antibiyotik direng¢ genleri tasiyan binlerce profaj dizisi kesfedilmis olup bu genlerin YGT
mekanizmalart ile diger bakteriyel taksonlara aktarilabilecegi bildirilmistir [52]. Bagka
calismada ise Metisilin direngli Staphylococcus aureus (MRSA) endokarditinde yeni bir
profaj SA169 varliginin vankomisin (VAN) tedavisini olumsuz yonde etkiledigi ve bazi
profajlarin antibiyotik direnc¢ genleri tasiyabilecegi ve bu durumun klinik agidan 6nemli
oldugu bildirilmistir [59]. Profajlarin, bakteriler arasinda AMD genleri ve viriilans
faktorlerinin yatay transferinde kritik bir rol oynadigi c¢esitli calisma verileriyle
desteklenmektedir. Ancak KDKP izolatlarinin kromozomlarinda yer alan profajlar hakkinda
kapsamli aragtirma verisi bulunmamaktadir. Profajlar KDKP’ya metabolik avantaj
saglayacak oOzellikler veya viriilans faktorleri (toksin iiretimi, adezyon yetenekleri ve
invazyon kapasitesi) gibi ¢esitli avantajlar veya dezavantajlar saglayabilir. Bu nedenle,
KDKP genomunda bulunan profajlarin analiz edilmesi, YGT'deki rollerinin daha iyi
anlasilmasi, bakterinin genetik ¢esitliligi ve potansiyel evrimsel siirecinin arka planini daha

dogru yorumlanmasi igin iyi bir alt yap1 olusturacaktir.

1.4. Profaj bolgelerinin biyoinformatik analizlerle bakteri genomunda gosterilmesi

Tiim genom dizileme teknolojilerinin gelismesiyle birlikte bakteriyel genomlarda yer
alan profaj bolgelerinin saptanmasi, karakterizasyonu ve karsilastirmali analizi miimkiin
hale gelmistir. Profaj bdlgelerinin in silico olarak tanimlanmasinda ¢esitli biyoinformatik
araclardan faydalanilmakta ve bu sayede fajlarin genom organizasyonu, kor (core) ve
aksesuar gen igerikleri, modiiler yapilari, evrimsel iligkileri, tasidiklar1 genlerin islevsel
ozellikleri ile filogenetik konumlar1 analiz edilebilmektedir. Profajlarin genom igindeki
tanimlanmas1 genellikle fajlara 6zgili ayirt edici yapisal ve fonksiyonel genlerin (6rnegin
integrase, kapsid, portal protein, kuyruk proteinleri vb.) varligina, ayrica bilinen faj
dizileriyle olan benzerliklerine ve att (attachment) bolgelerinin lokalizasyonuna

dayandirilmaktadir [4]. Bu amagla en yaygimn kullanilan araglardan bazilart PHASTER,
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PhiSpy, Prophage Hunter gibi yazilimlardir. PHASTER hem BLAST benzerlik skorlarina
hem de yapisal gen varliina gore profajlarin biitiinliigiinii degerlendirerek bunlart "intact",
"questionable" ve "incomplete" gibi kategorilere ayirmakta; PhiSpy ise homolojiye ek olarak
niikleotid kompozisyonu, kodlama yogunlugu ve genetik ¢evre gibi ozellikleri de goz
ontinde bulundurarak éngdriide bulunmaktadir. Prophage Hunter ise profajlarin potansiyel
aktivitesini tahmin etmeye yonelik bir skorlandirma sistemi sunmaktadir. Sonug olarak, bu
araclar sayesinde bakteriyel genomlardaki latent faj elementlerinin tespiti ve detayli analizi
miimkiin olmakta; bu da hem temel mikrobiyoloji arastirmalar1 hem de uygulamali alanlar
(0rnegin faj terapisi, antimikrobiyal direng takibi) i¢in dnemli bir kaynak sunmaktadir. [60,

61, 62].

1.4.1. Pangenom Analizi

Tanimlanan tiim profajlarin gen igerigi, kapsamli karsilagtirmali genomik analizler
ile degerlendirilmektedir. Bu amagcla, Roary, PPanGGOLIN veya Phage Orthologous
Groups (POGs) gibi araglar kullanilarak belirlenen profaj dizileri pangenomik analizlere tabi
tutulmakta; boylece tasidiklar1 genler ¢ekirdek (core), aksesuar (accessory) ve benzersiz
(unique) olmak tizere ii¢ ana kategoriye ayrilmaktadir [63, 64]. Molekiiler biyoloji ve genetik
alanlarinda, pan-genom, bir klad ic¢indeki tiim suslardan gelen tiim gen setini (core ve
aksesuar genlerinin biitiinli) icermektedir. Core Genler (%99-100 yaygin), tiim izolatlarda
bulunan ortak genleri temsil etmektedir. Bu genler mikroorganizmanin temel biyolojik
islevlerini yerine getiren ve hayati fonksiyonlar1 i¢in gerekli/zorunlu olan genlerden
olugmaktadir (Hiicresel metabolizma, protein sentezi vb.) Genel olarak, bir core genomun
boyutu, pangenom iiyeleri arasindaki filogenetik mesafenin artmasiyla azalmalidir Aksesuar
genler (%0-99), tiim izolatlarda bulunmayan, yalnizca bazi izolatlarda goriilen genleri temsil
etmektedir. Bunlar mikroorganizmaya popiilasyon igerisindeki genetik ¢esitliligi artiran ve
adaptif Ozellikler kazandiran gen gruplaridir (6rnegin: antibiyotik direnci, viriilans
faktorleri). Aksesuar genler iki alt gruba ayrilir. Kabuk genler (%15-99, orta sik goriilen
genler) izolatlarin ¢ogunda mevcut olup hepsinde bulunmayan genlerdir. Ayn1 zamanda
aksesuar genom olarak da bilinmektedir. Aksesuar genlerinin genom evriminde ve genom

ve ¢evre arasindaki karmasik etkilesimde 6dnemli bir rol oynayan pangenom birimidir [65].
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1.4.2. Profajlarin Genomik Organizasyonu ve Yapisal Anotasyonu

Profaj genomlarinin yapisal ve islevsel organizasyonunun analizinde c¢esitli genom
anotasyon ve gorsellestirme araglar1 kullanilmaktadir. Prokka ve RAST (Rapid Annotation
using Subsystem Technology), profaj dizilerinde yer alan genlerin otomatik olarak
tanimlanmasinda ve fonksiyonel anotasyonunda siklikla tercih edilen platformlardir.
Anotasyon sonrasinda elde edilen profaj genomlari, Geneious, Easyfig veya Clinker gibi
araglar kullanilarak gorsellestirilebilmekte ve bu sayede profajlarin yapisal diizeni, gen
kiimelenmeleri ve homolog bolgeleri karsilastirmali olarak incelenebilmektedir. Ozellikle
Clinker, homolog gen kiimelerini hizalayarak gorsel temsiller olusturmakta; Easyfig ise
genetik elementler arasindaki sintez ve homoloji iligkilerini BLAST sonuclarma dayali
olarak grafiksel olarak gostermektedir. Fonksiyonel anotasyon asamasinda ise gen
tiriinlerinin potansiyel gorevleri, siklikla BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool for
proteins) araciligiyla bilinen protein veri tabanlari ile karsilastirilarak belirlenmektedir.
Boylece korunan bdlgeler, lizojeni, replikasyon, paketleme gibi islevsel bolgeler fonksiyonel
anotasyon araclariyla belirlenmekte ve yapisal organizasyon ortaya konulmaktadir [66, 67,
68].

1.4.3. Genler arasi mesafe

Genler arast mesafe faj genom organizasyonu, gen ekspresyonu ve evrimsel
korunmusluk acisindan 6nemli biyolojik ipuglart verir. Kisa veya sifir mesafe
(overlapping/open reading frame ¢akigmasi) genlerin transkripsiyonel olarak birlikte
diizenlendigini ve birlikte evrim gecirdigini (ko-transkripsiyon/operon) gostermektedir.
Uzun mesafeler, transkripsiyonel regiilasyonun veya farkli ekspresyon zamanlamasinin
isareti olabilir. Bag-boyun-kuyruk modiiliindeki genlerin siki organizasyonu ve kisa
araliklarla siralanmasi, bu proteinlerin birlikte evrimlestigini ve morfolojik ¢esitlilige
ragmen korunmus yapisal ¢oziimler kullanildigin1 gosterir [69]. Bu yaklagim sayesinde ¢cok

sayida diisitk homoloji gosteren protein dogru sekilde siniflandirilabilmektedir.
1.4.4. Viriilans ve Antimikrobiyal Diren¢ (AMR) Genlerinin taranmasi

Bakteriyel genomlarda yer alan viriilans ve antimikrobiyal direng (AMR) genlerinin
in silico analizinde, giivenilir ve kiiratorlii veri tabanlarini iceren cesitli biyoinformatik
araglar kullanilmaktadir. VFDB (Virulence Factor Database), bilinen viriilans genlerini;

CARD ve ResFinder, antimikrobiyal diren¢ genlerini belirlemek amaciyla kullanilir.
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PathogenFinder ise analiz edilen genomun insan patojeni olma olasiligini, 6zgiil gen
imzalarina dayali olarak tahmin eder. Bu araclar, bakteriyel suslarin potansiyel patojenitesi
ve tedaviye direng profili hakkinda bilgi edinilmesini saglar. Bu araglar, genomlarda yer alan
klinik a¢idan 6nemli genetik elemanlarin hizli ve giivenilir sekilde saptanmasini saglar [70,

71,72, 73].
1.4.5. Anti-CRISPR ve immiin Modiilasyon Genlerinin Tespiti

Bu genlerin tespiti i¢cin Anti-CRISPRdb gibi veri tabanlar1 kullanilarak BLAST
tabanli taramalar yapilmaktadir. Ayrica, profajlar restriksiyon-modifikasyon sistemleri,
toksin-antitoksin modiilleri gibi immiin modiilasyon genleri de igerebilir. Bu genler,
BLASTp, Pfam ve InterProScan gibi araglarla fonksiyonel olarak tanimlanabilir. Bu

analizler, profajlarin bagisiklik sistemlerinden kac¢is mekanizmalarinin anlagilmasina katki

saglar [74, 75].
1.4.6. Karsilastirmali Genomiks ve Evrimsel Analiz

Profajlarin evrimsel iligkileri gen dizileri izerinden filogenetik agaclarla incelenir. Daha
karmagik iliskiler i¢in, protein benzerliklerine dayanan vContact2 gibi ag tabanli araglar
kullanilir. Ayrica, ANI, Mash ve ProteinOrtho gibi programlar intergenomik ve proteomik
karsilastirmalar yaparak profajlarin genetik yakinhigini belirler [76, 77, 78, 79]. Bu
calismanin amaci, karbapenem antibiyotiklere kars1 yiiksek direng gosteren K. pneumoniae
izolatlarinin bakteriyel kromozomuna entegre olan profajlar1 geleneksel ve molekiiler
yontemler ile tespit etmek ve tiim genom dizileme ve biyoinformatik analizler yoluyla
genetik yapilarini ayrintili olarak karakterize etmektir. Profaj genomlarinda bulunan viriilans
faktorleri, MGE’ler, regulatdr proteinler ve potansiyel antibiyotik diren¢ genleri gibi
fonksiyonel genler, konak¢1 bakterinin patojenitesi, ¢evresel adaptasyonu ve genetik evrimi
tizerindeki olas1 etkilerini degerlendirmek i¢in tanimlanacaktir. Caligma sonunda elde edilen
veriler 15181nda antibiyotik direnci ve enfeksiyon kontrolii stratejilerinin gelistirilmesi, K.
pneumoniae kaynakli enfeksiyonlarin kontrolii i¢in yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesi i¢in
onemlidir. Ek olarak profajlarin genetik ara¢ olarak kullanimi, bakteriyel genom
miihendisligi ve direng yonetimi acisindan umut verici olabilir. Bu calisma, karbapenem
direngli suslarin genomik analizi, patojenin evrimsel siire¢lerinde profajlarin roliinii anlamak
ve tedavi yontemlerine yaklasimda yol gosterici olabilmesi i¢in Onemli bir katki

sunmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Laboratuvarda Kullanilan Gere¢ ve Malzemeler

2.1.1. Gerecler

EZ1 Advanced Otomatize DNA Izolasyon Cihazi (QIAGEN, Almanya)
Oxford Nanopore PromethION Tim genom sekans Cihazi (Oxford Nanopore
Technologies, Ingiltere)

Etliv (Niive, Tiirkiye)

Pastor Firini (Niive, Tiirkiye)

Is1 Blogu (Biosan, Tiirkiye)

Santrifiij (Hettich, Almanya)

Mikro Santrifuj (Isolab, Almanya)

Otoklav (Hirayama, Japonya)

Biyogiivenlik Kabini Lvl-2 (Heraeus, Almanya)

Vorteks (Daihan, Giiney Kore)

Derin Dondurucu (Argelik, Tiirkiye)

Qubit 4 Florometre (Thermo Ficher Scientific, ABD)

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Hassas Terazi (Scaltec, ABD)

Su Banyosu (Memmert, Almanya)

Otomatik Pipet Seti 0,5-10; 20-200; 100-1000 ul (Ependorf, Almanya)
Steril CA Siringa Filtresi, Por 0.22 pm, Housing (Isolab, Almanya)
Steril CA Siringa Filtresi, Por 0.45 pm, (Isolab, Almanya)

Balon Joje

Steril Filtreli Pipet Ucu 10;200;1000;10000 ul (Ependorf, Almanya)
Petri Kab1 (Firatmed, Tiirkiye)

Steril Plastik Oze (Microcult, Tiirkiye)

Steril Pamuk Uclu Ekiivyon

Mikrosantrifiij Tiip 1,5 ml (Microcult, Tiirkiye)
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Falkon Tiipii (15 ml, 50 ml) (Isolab, Tiirkiye)
Cam Deney Tiipii 16x100 mm
UV lamba

2.1.2. Besiyerleri, Kimyasallar ve Kitler

Eozin Metilen Blue Agar (Condalab, Ispanya)

Tryptic Soy Broth, (Condalab, ispanya)

Tryptic Soy Agar (Condalab, Ispanya)

Luria Broth (Condalab, ispanya)

Agar Agar (Condalab, Ispanya)

Skim-Milk Besiyeri (BD Difc, ABD)

%35 Koyun Kanli1 Agar (Or-Bak, Tiirkiye)

Levofloksasin (Sigma-Aldrich, ABD)

Siprofloksasin (AppliChem, Almanya)

Mitomycin-C (Adoog-bioscience, US & Canada)

MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir)
Almanya)

Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponu (Sigma-Aldrich, ABD)
Kloroform (Isolab chemicals, Tiirkiye)

Fenol-Kloroform-izoamil Alkol (25:24:1) (Interlab, Tiirkiye)
Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck, US & Canada)

Proteinaz K (Sigma-Aldrich, ABD)

Tris-EDTA tamponu (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0)

(AppliChem,

Sodyum kloriir, Magnezyum siilfat (SM) tamponu (0.1 M NaCl, 1 mM MgSO4, 0.2 M

Tris-HCl, pH 7.5)
The EZ1&2 Virus Mini Kit v2.0 (QIAGEN, Almanya)

Ligation sequencing gDNA- Native Barcoding Kit 24 V14 (SQK-NBD114.24)

(Oxford Nanopore Technologies, Ingiltere)

Ligation sequencing gDNA- Native Barcoding Kit 96 V14 (SQK-NBD114.96)

(Oxford Nanopore Technologies, Ingiltere)

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Oxford Nanopore Technologies, Ingiltere)
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Dnaz (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Sodyum asetat

Izopropil Alkol (Merck, US & Canada)

Etanol (Merck, US & Canada)

Niikleaz-free water (Thermo Fisher Scientific, ABD)

2.2. Klebsiella pneumoniae izolatlari

2.2.1. izolatlarin secilmesi ve saf Kiiltiirii elde etme

-80°C’de skim-milk igerisinde stoklanan bakteri suslarindan, EMB veya kanli agar
plaklarina ekim yapildi ve 37°C'de 1 gece inkiibe edildi.

Ertesi giin EMB agarda laktoz pozitif koloniler ve kanli agarda mukoid kolonilerden tek
koloni alinarak Luria-Bertani (LB) besiyerine ekimi yapilarak 37°C'de inkiibe edildi.

2.3. Bakteriyofaj Indiiksiyonu

2.3.1. Mitomisin C ile profajlarin indiiksiyonu

Klebsiella pneumoniae suslar1 bir gece boyunca 37°C'de ¢alkalanarak (180 rpm) inkiibe
edildi ve daha sonra 15 mL Luria-Bertani (LB) broth'a inokiile edildi.

Kiiltiirler ODsoo: 0,5'e ulagincaya kadar inkiibe edildi.

Ardindan 0.5-10 pg/mL degisen konsantrasyonlarda MitC eklendi ve kiiltiirler 6, 8 ve 18
saat boyunca inkiibe edildi ve bakteri bulaniklig1 6l¢tildii.

Hiicre kalintilar1 3.500 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant 0,22 pum filtre ile
filtrelendi.

Nihai konsantrasyon 0.5 M olacak sekilde NaCl eklendikten sonra siispansiyonlar
karistirildi ve 1 saat boyunca buz lizerinde birakildi.

Ardindan stispansiyonlar 4°C'de 40 dakika boyunca 3.500 rpm'de santrifiij edildi ve
slipernatantlar steril tiiplere topland1 ve +4°C'de bir gecelik inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin + 4°C'de 40 dakika 3.500 rpm'de santrifiij edildi ve SM tamponunda (0.1 M
NaCl, 1 mM MgSQg4, 0.2 M Tris-HCI, pH 7.5) yeniden siispanse edildi.
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Faj lizatindan 100 pl alinarak 900 pl TSB igeren santrifiij tiiplerinde seri diliisyonu
yapildi.

100 ul 1 mf taze bakteri siispansiyonu, seyreltilen 100 pl faj lizat1 ve 4 ml soft agar cam
tiip icerisinde karistirtlip TSA plagina dokiilerek katilasmasi i¢in beklendi ve sonrasinda
plaklar gece boyunca 37°C'de inkiibasyona birakildi ve ertesi giin agar {izerindeki liziz

zonlari incelendi [49].

2.3.2. Antibiyotik ile profajlarin indiiksiyonu

0.01g levofloksasin ve siprofloksasin antibiyotikleri 1 ml steril distile su
i¢cerisinde ¢ozdiirtildii.

Gecelik bakteri siispansiyonlar1 8000g’de 10 dk boyunca santrifiij edildi.

Pelet, steril 10 ml TSB ile ¢6zdiiriildiikten sonra igerisinde 1ml alinip 5 ml TSB igeren 4
yeni falkona aktarildi.

ODe20: 0.1 olana kadar 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi bakteri siispansiyonu iceren farkli falkon tiiplere 125 pl
levoflaksasin, 125 ul siprofloksasin, 50 pl 0.5 pg/ml MitC ve 3 ajan bir arada eklenerek
37°C’de 4 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi1 3000g 15 dk santrifiij edilmis ve siipernatant 0,22 um filtre ile
filtrelip 15 mI’lik steril falkona aktarildi ve spot test yapildi [49].

2.3.3. UV ile profaj indiiksiyonu

UV ile profaj indiiksiyonu i¢in bazi modifikasyonlar yapildi.

Gecelik bakteri siispansiyonlarindan 100 pl alinip taze Sml TSB igeren falkona aktirildi.
37°C’de 3 saat inkiibe edildikten sonra 6000g 10 dk oda 1sisinda santrifiij edildi.

Pelet 5 ml steril 0.1M ile ¢ozdiiriiliip steril petriye aktarildi.

Petri 120 rpm’de ve UV 1siktan 16 cm uzakta olacak sekilde yerlestirildi.

Petri 20-30 sn UV 151k altinda bekletildikten sonra siispansiyon 5 ml TSB igeren falkon
tiipe aktarildi.

Su banyosunda 6 saat 37°C’de 254 nm UV’den uzakta inkiibe edildi ve siire sonunda
lizat 3000g 12 dk 4°C’de santrifiij edildi.

Stipernatant pH:7’ye ayarlandi ve spot test yapildi.
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Inkiibasyonun ardindan fajin damlatildig1 bolgede bakteri iiremesinin baskilandigi bir
liziz zonunun varlig1 arand1. Faj duyarliligi, fajlarin damlatildig1 bolgede liziz tipine gore
liziz bolgeleri tamamen berrak, yar1 berrak ve opak olarak degerlendirildi. Liziz bolgesi

olmayan bakteri izolatlar1 uygulanan faja direngli olarak degerlendirildi [80].

2.3.4. H20: ile profaj indiiksiyonu

Bakteri suslari, 130 rpm calkalama ile 37°C'de LB ortaminda bir gece inkiibasyona
birakildu.

Ertesi giin, gecelik bakteri kiiltiir LB ortaminda 1:100 oraninda seyreltildi ve
ODs0o =0.1~0.15 olana kadar inkiibe edildi.

Bakteri siispansiyonuna 3 mM H2O; eklendi ve kiiltiirler 4 saat boyunca calkalanarak

inkiibe edildi [81].

2.3.5. MTT ile faj plaklarinin goriiniirliigiiniin arttirilmasi

Soft agara, nihai konsantrasyonu 0.005% (w/v) olacak sekilde MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) eklendi.

Double-Layer” (DL) metodu; 4 ml LB soft agara (55°C) 100 pl faj soliisyonu (her bir
diliisyondan ayr1 ayr1) ve 100 pl bakteri soliisyonu eklenerek TSA iizerine dokiiliip
donmaya birakilarak yapildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda agar iizerindeki bakteri hiicreleri mavi-mor tonlarinda

goriiliirken faj plaklar1 renksiz olarak goriildii. [82]

2.4. indiiksiyon islemi sonrasinda profajlarin tiim genom sekanslama ve

biyoinformatik analizi

2.4.1. Bakteriyofaj DNA izolasyonu

Faj slispansiyonu, indiiksiyon protokolleri sonras1 0,22 um filtre ile filtrelendi.

Faj DNA izolasyonu fenol:kloroform:izoamilalkol (FCIA) (25:24:1) yontemi
kullanilarak yapildi.

1 ml faj siispansiyonu 15000 rpm’de 99 dk boyunca santrifiij edildi.

Alt fazdan 500 pl alinip yeni santriifiij tiipiine aktarildi.
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Uzerine 1.25 pl (20 mg/ul) Dnaz eklenerek 37°C'de 30 dk boyunca inkiibe edildi.

Siire sonunda 1.25 pl proteinaz K (20 mg/pl), 25 pl %10 SDS ve 20 ul 0.5M EDTA
pH:8.0 eklenerek 56°C'de 2 saat inkiibe edildi.

Sitire sonunda esit hacimde fenol/kloroform/izoamil alkol (25:24:1) ilave edildi ve
12.000g'de ve 4°C'de 5 dk boyunca santrifiij edildi. Bu adim 2 kez tekrarlandi.

Siire sonunda siipernatantin {ist fazi yeni santrifiij tiiptine aktarildi.

Uzerine 40 pl 3M sodyum asetat ve 400 pl isoproponil eklenerek 30 dk boyunca buz
izerinde inkiibe edildi.

Siire sonunda 15000g’de 30 dk santrifiil edildi ve slipernatant uzaklastirildi.

Pelete %70’lik 500 pl etanol eklendi, vortekslendi ve 12000 rpm de 10 dk boyunca
santrifiij edildi.

Stipernatant uzaklastirildi pelet ise havayla kurumaya birakildi.

Pelet tamamen kuruduktan sonra iizerine 50 pul niikleaz-free water eklendi.

DNA kalitesi ve miktar1, Qubit 4 Fluorometer kullanilarak Qubit dsSDNA HS Assay
Kit ile olciildii.

DNA saflig1 ayrica NanoDrop 2000 spektrofotometresi ile degerlendirildi.

DNA orneklerinde A260/A280 oran1 1,8-2,0 araliginda olanlar saf kabul edildi ve
kiitiiphane hazirligina dahil edildi.

DNA o6rnekleri kullanilana kadar -20°C'de saklandi.

Ornekler, 100 pl TE tamponunda (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) yeniden

siispanse edildi ve analizden 6nce +4 °C'de saklandi [83].

2.4.2. Tiim genom sekanslama

Profajlarin tiim genom sekanslama islemi Oxford Nanopore PromethION cihazi ile
yapild.

Bunun i¢in; Barkodlama islemi, her 6rnegin ayr1 ayr1 tanimlanabilmesi amaciyla native
barcoding yontemi ile yapildi.

Barkodlama islemi Ligation sequencing gDNA- Native Barcoding Kit 24 V14 (SQK-
NBD114.24) (Oxford Nanopore Technologies, Ingiltere) ile yapildi.

Bu kapsamda, her DNA 0Ornegi uygun barkod ile isaretlendikten sonra ligasyon

reaksiyonu uygulandi.
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Ligasyon islemi sirasinda, DNA uglarina adaptorler eklenerek Nanopore cihazinin
okuma yapabilecegi yapilar elde edildi.

Barkodlanmis 6rnekler daha sonra esit miktarda olacak sekilde havuzlandi.

Kiitliphane hazirlig1 sonrasi, olusturulan kiitiiphanenin toplam DNA konsantrasyonu
tekrar Olgiilerek en az 20—50 ng/ul olacak sekilde ayarlandi. Bu degerin altinda kalan
kiitiiphaneler cihaz yiiklemesine dahil edilmedi.

Kiitliphane hazirlig1 6ncesinde ve sonrasinda 6rneklerin DNA kalitesi ve miktari, Qubit
4 Fluorometer kullanilarak Qubit dSDNA HS Assay Kit ile 6l¢iildii.

DNA saflig1 ayrica NanoDrop 2000 spektrofotometrik olarak degerlendirildi.

DNA orneklerinde A260/A280 orani 1,8-2,0 araliginda olanlar saf kabul edildi ve
dizileme islemine tabi tutuldu.

Profaj dizileri flye (versiyon 2.9.4-b1799) ile DeNovo assembly islemi yapildi. Kalite
skorlar1 Q > 20 ve tizeri olarak belirlendi.

Elde edilen FASTA dosyalari ile Blastn yapildu.

2.4.3. Biyoinformatik analiz

PHASTEST ile her bir profaj dizisi in silico olarak tespit edildi. Sadece program
tarafindan saglam olarak (puan> 90) tanimlanan i1liman bakteriyofajlar analiz i¢in
kullanildi [84].

Tiim profaj genomik dizileri, RGI ve ResFinder 4.1 veritabani kullanilarak antibiyotik
direng genlerini tanimlamak i¢in kullanildi. [85, 86].

Belirlenen Profaj dizileri VirulenceFinder 2.0, The Virulence Factor Database (VFDB)
kullanilarak viriilans genlerinin varlig1 agisindan tarandi [87, 88].

AcrFinder ile profajlarin genomlarinda kodlanan Anti-CRISPR proteinlerin tespiti
yapildi [89].

Profajlarin tRNA varligi tRNAscan-SE v. 2.0 ile tarand1 [90].

Fajlarin yasam dongiileri, PhaBOX ile tahmin edildi [91].

Saglam fajlarinin ¢ekirdek ve pan genomu, Roary (versiyon 3.13) kullanilarak, ¢ekirdek
genom ayarlar1 olarak profaj saglam genomlarinin en az %99'unda mevcut olan genler,
minimum BLASTYp yiizdesi 6zdesligi kullanilarak belirlendi [92].

Tanimlanan profajlar, yapisal bas-boyun-kuyruk proteinlerine gore in silico olarak

VIRFAM kullanilarak siniflandirildi [93].
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ACLAME veritabani kullanilarak, fajlara ait korunmus bolgeler genom organizasyonuna
dayanarak belirlendi ve bu siiregte korunmus bolgeler ile izin verilen genler aras1 mesafe
araliklar1 tanimlandi [94].

VIRIDIC ile fajlarin viriisler arasi intergenomik benzerlikleri hesaplandi [95].

ViPTree ile profajlarin viral genom dizileri 5648 faj dizisi kullanilarak tBLASTx
tarafindan hesaplanan dizi benzerliklerine dayali1 bir "proteomik aga¢" olusturuldu [96].
IPGA, faj genomlarini analiz etmek, karsilastirmak ve gérsellestirmek igin kullanildi.
Pan-genom profillerinin giivenilirliginin degerlendirmesi i¢in mevcut bir skor sistemi

kullanild1 [97].
MEGA 12.0 yaziliminda, maksimum olasilik yontemi ile filogenetik analizi yapildi [98].

2.5. Bakteri Tiim genom sekanslama / Biyoinformatik Analizi

2.5.1. Bakteri DNA izolasyonu

KDKP izolatlarinin DNA izolasyonlar1 EZ1 Advanced cihazi ve The EZ1&2 DNA FFPE
Kit kullanilarak {iretici firmanin direktiflerine gore gerceklestirdi.

Bakteri kiiltiirleri kanli agar plaklarina ekildi ve 1 gece 37 °C'de inkiibe edildi.

Ertesi giin her izolat i¢in tek koloni alimarak EZ1&2 Virus Mini Kit v2.0 ile DNA
izolasyonlar1 lretici firma direktifleri takip edilerek yapildi. Cihazin 4. bdlmesine
yerlestiren 2 ml santrifiij tiipleri igerisine steril PBS ile siispanse edilmis bakteri koloni
eklendi. Cihazin 3. bolmesine yerlestirilen 1.5 ml santrifiij tlipleri igerisine 56 pl buffer
ve 4 pl carrier RNA eklendi. Cihazin 2. bdlmesine pipet ve uglar yerlestirildi. Cihazin
1. bolmesine 1.5 ml bos santrifiij tiipleri yerlestirilerek cihaz calistirildi ve DNA
1zolasyonu yapildi.

DNA kalitesi ve miktari, Qubit 4 Fluorometer kullanilarak Qubit dsDNA HS Assay
Kit ile ol¢iildii. DNA saflig1 ayrica NanoDrop 2000 ile olgiildii.

DNA o6rneklerinde A260/A280 orant 1.8-2.0 araliginda olanlar saf kabul edildi ve
kiitiiphane hazirligina dahil edildi.
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2.5.2. Tiim genom sekanslama

K. pneumoniae izolatlarmin tim genom sekanslama islemi Oxford Nanopore
PromethION cihazi ile yapildu.

Barkodlama islemi Ligation sequencing gDNA- Native Barcoding Kit 24 V14 ile
yapildi.

Barkodlama islemi, her 6rnegin ayr1 ayri1 tanimlanabilmesi amaciyla native barcoding
yontemi ile yapildi.

Bu kapsamda, her DNA 0Ornegi uygun barkod ile isaretlendikten sonra ligasyon
reaksiyonu uygulandi.

Ligasyon islemi sirasinda, DNA ugclarina adaptorler eklenerek Nanopore cihazinin
okuma yapabilecegi yapilar elde edildi.

Barkodlanmis 6rnekler daha sonra esit miktarda olacak sekilde havuzlandi.

Kiitiiphane hazirligi sonrasi, olusturulan kiitiiphanenin toplam DNA konsantrasyonu
tekrar Olciilerek en az 20-50 ng/ul olacak sekilde ayarlandi. Bu degerin altinda kalan
kiitiiphaneler isleme dahil edilmedi.

Kiitliphane hazirlig1 6ncesinde ve sonrasinda orneklerin DNA kalitesi ve miktari, Qubit
4 Fluorometer kullanilarak Qubit dSDNA HS Assay Kit ile ol¢iildii.

DNA saflig1 ayrica NanoDrop 2000 spektrofotometresiyle degerlendirildi.

DNA orneklerinde A260/A280 orami1 1.8-2.0 araliginda olanlar saf kabul edildi ve
kiitiiphane hazirligina dahil edildi.

Bakteri tiim genom dizileri flye (versiyon 2.9.4-b1799) ile DeNovo assembly islemi
yapildu.

Elde edilen FASTA dosyalar ile Blastn yapildi.

2.5.3. Biyoinformatik analiz

Bakteri izolatlarinin kapsiil tipi ve MLST tipleri MLST 2.0 ile belirlendi [99].

Bakteri izolatlarinin plazmit dizileri PlasmidFinder ile tespit edildi [100].

Bakteri genom analizinde, indiiklenen fajlarin varligini dogrulamak amaciyla
PHASTEST araci1 kullanildi; analiz sonuglar1 karsilastirilarak faj bolgeleri eslestirildi,

kromozoma entegre olduklar1 lokasyonlar belirlendi ve bu bolgelerin dogrulugu teyit
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edildi. Sadece program tarafindan siipheli ve saglam olarak (puan> 70) tanimlanan
iliman bakteriyofajlar analize dahil edildi [84].

Tim profaj genomik dizileri, RGI ve ResFinder 4.1 veritaban1 kullanilarak antibiyotik
diren¢ genleri tanimlamak i¢in kullanildi [85, 86].

Profaj dizileri VirulenceFinder 2.0 kullanilarak viriilans genleri acisindan tarandi [87,
88].

Phandango ile profajlarin pangenom dagilimi gorsellestirildi [101].

AcrFinder ile profajlarin genomlarinda kodlanan Anti-CRISPR proteinlerin tespiti
yapild1 [89].

Profajlarin tRNA varligi tRNAscan-SE v. 2.0 ile tarandi [90].

Fajlarin yasam dongiileri, PhaBOX ile tahmin edildi [91].

Saglam fajlarin ¢ekirdek ve pan genomlar1 Roary (versiyon 3.13) kullanilarak belirlendi
[92].

Proksee ile profajlarin dairesel genom haritalarinin gorsellestirmesi yapildi [102].
Clinker ile profajlarin gen kiimelerinin karsilastirmali analizi yapildi [103].

Tanimlanan profajlar, VIRFAM ile faj genomlarindaki bag-boyun-kuyruk modiil
genlerini tespit edildi ve bakteriyofajlarin yakin oldugu protein aileleri ve uzak
homologlar belirlendi [93].

ACLAME veri tabaniin fajlarinin ¢ogu arasinda gozlemlenen korunmus genom
organizasyonu, izin verilen genler aras1 mesafe araliklarini tanimlamak i¢in kullanildi
[94].

VIRIDIC ile viriisler aras1 intergenomik benzerlikleri hesaplandi [95].

ViPTree ile profajlarin viral genom dizileri 5648 faj dizisi ile tBLASTx tarafindan
hesaplanan dizi benzerliklerine dayali bir "proteomik agaci" olusturuldu [96].

IPGA, faj genomlar1 analiz etmek, karsilastirmak ve gorsellestirmek i¢in kullanildi. Pan-
genom profillerinin glivenilirliginin degerlendirmesi i¢in bir skor sistemi mevcuttur [97].
Filogenetik analiz MEGA 12.0 yaziliminda esit bir onyiikleme ile maksimum olasilik

yontemi ile yapildi [98]

Faj genomlari, GenBank sistemine anotasyonlar1 yapilarak yiiklendi. Accesion numberlart;
PV833090, PV833093, PV833094, PV833091, PV833092, PV833095, PV856204,
PV856205, PV856206, PV856207, PV856208, PV856209, PV856210, PV856211,
PV856212, PV856213'tir.

26


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=5d631a4e77eb3d6ef9f1aa41e77bebe54170ef44d039b319aa79a340aeb56a87JmltdHM9MTczNDM5MzYwMA&ptn=3&ver=2&hsh=4&fclid=13b698eb-e2ab-6382-2a4b-8dc3e3da6226&psq=phandango&u=a1aHR0cHM6Ly9qYW1lc2hhZGZpZWxkLmdpdGh1Yi5pby9waGFuZGFuZ28v&ntb=1

3. BULGULAR

T1ibbi Mikrobiyoloji laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan karbapenem direngli
olarak tanimlanan 20 adet K. pneumoniae izolat1 caligmaya dahil edilmis, farkli sekans tipi
belirlenen 4 izolat tiim genom sekansina se¢ilmistir. Calismaya dahil edilen 20 izolat profaj
izolasyonu i¢in UV, MitC ve levofloksasin ve siprofloksasin antibiyotikleri ile indiiksiyon
islemlerine tabi tutulmus ancak geleneksel yontemler ile profaj indiiksiyonu plak yontemi
ile gosterilememistir. 20 izolattan higbirinde DL teknigiyle plak formasyonu
gozlenmemistir. Bu sebeple MTT ile agar lzerindeki faj plaklarmin gortintrligi
arttirtlmaya c¢alisilmistir. MTT islemi sonrasi agar iizerinde plaklar gézlemlenmis ancak
piirifikasyon islemi icin yeterli miktarda izole edilememistir. Bu nedenle 4 adet K.
pneumoniae izolatina tiim genom sekanslama yapilmis boylece genomda bulunan profajlarin
varligi in silico olarak karakterize edilmistir. Kromozom {iizerinde 4 izolatta toplam 19 adet
profaj dizisi tespit edilmistir. Bu 4 izolata farkli genomik karakterizasyona sahip daha
onceki calismalarimizda izole edilip karakterize edilen litik fajlarla yeniden indiiksiyon
islemi yapilmis ve tim genom analizine alinmis bdylece farkli contigler olarak saptanan 13
adet profajin indiiklendigi in silico yontemler ile dogrulanmistir. Buna gore elde edilen
verilerle belirlenen 19 adet profaj dizisinin hepsi konak kromozomuna entegre olarak
bulunmustur. Profajlar, bakteriyel genomlar iizerindeki profaj bolgelerini lic kategoride
siiflandirarak degerlendirilmistir; tam (profaj bdlgesi bilinen bir fajin tim genlerini igeren),
kismi (profaj bolgesi %50'den daha az fajla iliskili gen iceren) ve siipheli (belirlenen dizideki
genlerin %50'sinden fazlasi fajla iliskili). Bu kriterlere gore bunlardan 14’1 “tam”, 2 tanesi
“stipheli” ve 3 tanesi ise “kismi ", olarak tanimlanmistir. Kismi olan profajlar diisiik skordan
dolay1 degerlendirme dis1 birakilmistir. Tiim genom analizi yapilan KDKP izolatlarinin
genomlarma entegre olan toplam 16 profajin genomik karakterizasyonu biyoinformatik

diizeyde detayl1 olarak yapilmistir.

3.1. Karbapenem Direncli Klebsiella pneumoniae izolat Profili

Bagkent Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan
CID olarak tanimlanan KP1, KP2, KP3, KP4 kodlu K. pneumoniae izolatlarinin hepsi

karbapeneme direnclidir.
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Doku kiiltiiriinden izole edilen KP1’mn tiim genom sekanslama verilerine gore genom
boyutu 5.289,943 bp uzunlugunda olup MLST tipi 985, kapsiil tipi K39 olarak belirlenmistir.
Kromozom iizerinde ¢esitli antibiyotik siniflarina etki eden direng genleri ve viriilans genleri
bulunmaktadir. Kromozom iizerinde ¢esitli antibiyotik siniflarina etki eden direng genleri ve
viriilans genleri Tablo 2’de dzetlendigi gibidir. izolata ait 3 adet plazmit tipi tespit edilmis
olup bu veriler Tablo 3’te verilmistir.

Kan kiiltiiriinden izole edilen KP2 izolatinin genom boyutu 5.480,194 bp uzunlugunda
olup MLST tipi 101, kapsiil tipi K17 olarak belirlenmistir Kromozom iizerinde cesitli
antibiyotik simniflara etki eden direng ve virlilans genleri bulunmakta olup ilgili veriler
Tablo 2’de verilmistir. zolata ait 5 adet plazmit tipi tespit edilmis olup bu veriler Tablo 3’te
verilmistir.

Kan kiiltiirtinden izole edilen KP3 izolatinin genom boyutu 5.346,852 bp uzunlugunda
olup MLST tipi 307, kapstl tipi KL102, KL.149, KL.155 olarak belirlenmistir. Kromozom
tizerinde ¢esitli antibiyotik siniflarina etki eden direng ve viriilans genleri ile ilgili veriler
Tablo 2’de verilmistir. Izolata ait 3 adet plazmit tipi tespit edilmis ve ilgili veriler Tablo 3’te
verilmigtir.

Balgam 6rneginden izole edilen KP4 izolatinin genom boyutu 5.315,558 bp uzunlugunda
olup MLST tipi 2096, Kapsiil tipi K14.K64 olarak belirlenmistir. Kromozom tizerinde ¢esitli
antibiyotik siniflarina etki eden direng¢ genleri ve viriilans genleri Tablo 2’de 6zetlendigi
gibidir. Izolata ait 4 adet plazmit tipi tespit edilmis ve ilgili veriler Tablo 3’te verilmistir.
Boylece farkli sekans ve kapsiiler tiplere ait farkli suslarin genomunda tasinan profajlarin

analizi yapilmistir.
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Tablo 2. K. pneumoniae izolatlarinin genom o&zellikleri, sekans tipleri, kapsiil tipleri,

antimikrobiyal direng ve viriilans genleri.

. Antibiyotik
Izolat AMR Viriilans
siifi
aac(3)-Ile,
papA, ipaH,

aac(6")-Ib-cr5

bp 5.289,943 Aminoglikozid | KPK_RS2863,
aph(3")-Ib

ibeB

aph(6)-1d
qnrB1
0gxA

% GC 57.4 Florokinolon
oqxB25
aac(6")-Ib-cr5

KP1 blaCTX-M-15

blaOXA-1

MLST 985 blaOXA-48 Beta-laktam
blaSHV-187
blaTEM-1
catB3 Kloramfenikol

Kapsiil dfrAl14 Trimetoprim

K39

tipi fosA Fosfomisin

sul2 Siilfonamid
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Tablo 2. Devami K. pneumoniae izolatlarinin genom Ozellikleri, sekans tipleri, kapsiil

tipleri, antimikrobiyal direng ve viriilans genleri.

aac(3)-Ile,
aac(6")-1Ib,
aadAl Aminoglikozid
aadAl
aadA2
bp  [s4s0,108 [ O
blaSHV-1
blaTEM-1 Beta-laktam
ompK36_D135DG
D
cmlAl,
0QXxA, Kloramfenikol
oqxB20
dfrA14 Trimetoprim agn43
KP2 %GC [57.1 floR Fenikol
fosA Fosfomisin
gyrA_DS87N,
gyrA_S83Y,
0gxA, Florokinolon
MLST |101 0qxB20,
parC_S80I
mgrB_Q30STOP Polimiksin
mph(A) Makrolid
sul3 Stilfonamid
Kapsiil tet(D) Tetrasiklin
K17
Tipi Antiseptik ve
gacL
Dezenfektan
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Tablo 2. Devami K. pneumoniae izolatlarimin genom oOzellikleri, sekans tipleri, kapsiil

tipleri, antimikrobiyal direng ve viriilans genleri.

aac(3)-Ile,
aac(6")-Ib-cr5
Aminoglikozid
aph(3")-Ib,
aph(6)-1d,
bp 5.346,852 | aac(6')-Ib-cr5
gyrA_S831
0gxA, ogxB Florokinolon PapA,
parC_S80I 1paH,
qnrB1 tssM, t
ssH/clpV1,
blaCTX-M-15,
ibeB,
blaOXA-1
clpVl,
blaOXA-48
KP3 wcal,
blaSHV-28 Beta-laktam
hasD,
blaTEM-1
% GC 57.4 fepC,
ompK36_D135
DGD irpl
KPK_RS2863
catB3
5
0qxA Kloramfenikol
clpV
ogxB
dfrA14 Trimetoprim
MLST 307
fosA Fosfomisin
KL102, sul2 Siilfonamid
Kapsiil
KL155,
Tipi tet(A) Tetrasiklin
KL149

31



Tablo 2. Devami K. pneumoniae izolatlarimin genom oOzellikleri, sekans tipleri, kapsiil

tipleri, antimikrobiyal direng ve viriilans genleri.

KP4

aac(6")-Ib-cr5

aadA2 Aminoglikozid
armA
aac(6')-Ib-cr5 utA,
bp 5.315,558 | gyrA_S83Y iucC
gyrA_D87G iucA
Florokinolon
0gxA KPK_RS28635
oqxB tssM
parC_S80I wcal
blaOXA-1 papA
blaOXA-232
blaSHV-28 Beta-laktam
% GC 57.5
ompK36_D135DG
D
mph(E) Makrolid
catB3
0ogqxA Kloramfenikol
oqxB
MLST 2096
dfrAl
dfrAl12 Trimetoprim
dfrAl14
fosA Fosfomisin
sat2 Streptogramin
Kapsiil
K14.K64 |sull Siilfonamid
Tipi
Antiseptik ve
gacEdeltal
Dezenfektan
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3.2

Karbapenem Direncli Klebsiella pneumoniae Plazmitleri

Bakteri izolatlarinda farkli say1 ve 6zellikte birgok plazmit tespit edilmistir. Tespit edilen

plazmit replikon tiplerinden bazilarinin birkag¢ izolatta tasindigi goriilmiistiir. Buna gore
IncFIB(K), replikon tipi KP1, KP3 ve KP4; IncFII(K), IncL replikon tipi ise KP1 ve KP3
izolatlarinda saptanmistir. Col44011, ColRNAI, IncFIA(HII), IncR repB(R1701) replikon
tipleri sadece KP2 izolatinda; ColKP3 replikon tipi sadece KP3 izolatinda ve IncHI1B

replikon tipi ise sadece KP4 izolatinda saptanmis olup saptanan replikon tiplerine iliskin

analiz tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. K. pneumoniae izolatlarinda saptanan plazmitler (replikon tipleri)

izolat No Replikon tipi %0 Sorgu/kalip Contig |Contigdeki konum
Benzerlik |Uzunlugu
IncFIB(K) 98.75 560 / 560 contig_ 4  [109256..109815
KP1 IncFII(K) 97.3 148 /148 contig_4  |51820..51967
IncL/M 100 661 /661 contig_ 3 49041..49701
Col44011 99.29 282 /282 contig_12 317..598
ColRNAI 96.95 131/130 contig_13  [8158..8288
KP2 IncFIA(HI1) [98.45 387 /388 contig_6  ©4840..5226
IncR 100 251 /251 contig_7  [5992..6242
repB(R1701) 99.2 623 /623 contig_6  20029..20651
IncFIB(K) 98.93 560 / 560 contig_16  84409..84968
IncFII(K) 95.95 148 /148 contig_16 [150773..150920
KP3 IncL/M 100 661 /661 contig_15 [50462..51122
repFIB 99.1 443 /443 contig_18 |[188197..188639
repHISB 97.18 568 / 568 contig_18 39720..40287
ColKP3 100 280 /280 contig_8  ¥4822..5101
IncFIB(K) 100 560 / 560 contig_7  [34385..3494
KP4 IncFIB 99.54 439 /439 contig_ 5  [226591..227029
IncHI1B 100 570 /570 contig_ 5  [24162..24731
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3.2.1. Plazmitler iizerinde kodlanan antimikrobiyal direnc ve viriilans genleri

ST985 KP1 izolatinda, ST307 KP3 izolatinda ve ST2096 KP4 izolatinda IncFIB(K)
replikon tipi bulunmaktadir. ST985 KP1 izolatinda ve ST307 KP3 izolatinda IncFII(K)
replikon tipi ve ST101 KP2 izolatinda IncFIA(HI1) replikon tipi bulunmaktadir. KP1 izolat
icin tespit edilen plazmit tipleri; IncFIB(K), IncFII(K), IncL olup IncFII(K) plazmiti
tizerinde ¢esitli antibiyotik sinifina etkili 9 adet AMD geni ve IncL/M plazmiti iizerinde 1
adet AMD geni saptanmistir. KP2 izolati i¢in tespit edilen plazmit tipleri; Col440Il,
ColRNALI IncFTIA(HI1), IncR, repB(R1701)’dir. IncFIA (HI1) {izerinde 8 adet diren¢ geni
bulunmaktadir. Col440II, ColRNAI, IncR, repB(R1701) plazmitleri iizerinde AMD ve
viriilansla iliskili gen bolgesi saptanmamaistir. KP3 izolat1 i¢in tespit edilen plazmit tipleri;
IncFIB(K), IncFII(K), IncL’dir. IncFIB(K) iizerinde 4 direng geni ve traT virlilans geni
bulunmaktadir. traT proteini, bir dig membran proteini olarak islev goriir ve bakterilerin
konak kompleman sistemine karsi direng gelistirmelerine katki saglar. IncL/M(pOXA-48)
plazmiti iizerinde 2 adet AMD geni bulunmaktadir. KP4 izolat1 i¢in tespit edilen plazmit
tipleri; ColKP3, IncFIB(K), IncFIB, IncHI1B’dir. IncHI1B plazmiti iizerinde cesitli
antibiyotik simniflarina etki eden 12 adet AMD genleri ve viriilansla iliski 3 gen tespit
edilmistir. TerC (Tellurium ion resistance protein), bakteri hiicrelerinde telliiryum iyonlarina
kars1 direng¢ saglamakla iligkilendirilmis bir proteindir. iutA (Ferric aerobactin receptor),
demir aliminda rol oynayan bir dis membran proteinidir. iucC (Aerobactin synthetase)
aerobactin {iiretim siirecinde rol oynayan bir enzimdir. ColKP3 plazmiti ilizerinde 1 adet
AMD geni tespit edilmistir. IncFIB(K) plazmiti lizerinde ve viriilansla iliskili dig membran
proteini olarak islev goren ve konak kompleman sistemine kars1 direng gelistirmelerine katki
saglayan traT proteini bulunmaktadir. Plazmitler iizerinde kodlanan AMD ve viriilans

genlerine iligkin detayli analiz Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Plazmitler lizerinde taginan viriilans, direng genleri ve etki ettigi antibiyotik siniflar

Plazmit tipi | Etki Ettigi Antibiyotik Smifi | AMD geni
Aminoglikozid aph(6)-1d,, aph(3")-Ib, aac(6')-Ib-cr, catB3
Beta-Laktam blaTEM-1B, blaOXA-1
IncFII(K)
KP1 Kinolon dfrA14, aac(6')-Ib-cr, qnrB1
Siilfametoksazol sul2
IncL/M Beta-Laktam blaOXA-48
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Tablo 4. Devami Plazmitler iizerinde tasinan viriilans, direng genleri ve etki ettigi

antibiyotik siniflari

IncFIA(HI1) | Efflux Pump/ Antiseptik Direnci gacL
Aminoglikozid aac(3)-Iia, aadA2b, aadAl
KP2 Tetrasiklin tet(D)
Siilfametoksazol sul3
Amfenikol flor, cmlA1
IncFII(K), Beta-Laktam blaTEM-1B
Kp3 | IncFIB(K) Siilfametoksazol sul2
Aminoglikozid aph(6)-1d, aph(3")-Ib
Omp-Kompleman Direnci traT
Is1 Sokunda Hayatta Kalma clpK1
IncL/M Beta-Laktam blaOXA-48, blaCTX-M-15
IncFIB(Mar), | Makrolid msr(E), mph(E)
IncHI1B Aminoglikozid armA, aadA2, aac(6')-Ib-cr
Stilfametoksazol sull
Trimetoprim dfrA12, dfrAl14
Beta-Laktam blaOXA-1
Kloramfenikol catB3
KP4
Efflux Pump/ Antiseptik Direnci qacE
Telliir Iyon Direnci Proteini terC
Ferrik Aerobaktin Reseptorii iutA
Aerobaktin Sentetaz iucC
ColKP3 Beta-laktam blaOXA-232
IncFIB(K) Omp-kompleman direnci traT

3.3. Profaj Profilleri

PHASTEST ile farkli sekans ve kapsiiler tiplere ait farkli suslarin genomunda tasinan
profaj bolgeleri tespit edilmistir. KP1 izolatinda; 2 tam, KP2; 6 tam 2 kismi, KP3; 3 tam ve
3 stipheli, KP4 ise; 3 tam 1 kismi profaj olmak {izere toplam 19 profaj saptanmig ve 16 adet
profaj bolgesi analize dahil edilmistir. Toplam 4 izolatta saptanan 16 faja ait genomik

ozellikler tablo 5’te Ozetlenmistir. 13 profajin indiiksiyonu ise molekiiler yontemler ile
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dogrulanmigtir. Bu fajlarin kromozomda tespit edilen faj dizileriyle uyumlu oldugu
goriilmiistiir. indiiklendigi molekiiler teknikler ile tespit edilen profajlar KP1-®1, KP1-®2,
KP2-®1, KP2-03, KP2-04, KP2-05, KP2-07, KP3-®1, KP3-02, KP3-®3, KP3-®5, KP4-
®1, KP4-P4’tiir.

KP1-®1 44163 bp uzunlugunda ve %GC 52.85 olup 44’ hipotetik olmak iizere toplam
82 adet ORF tagimaktadir. KP1-®1 iizerinde viriilansla iliskili veya antibiyotik direng geni
saptanmamis olup 2 adet tRNA ve 4 adet Acr (Anti-crispr geni) gen bolgeleri bulunmaktadir.
KP1-®2 53309 bp uzunlugunda olup %GC 51.15 toplam 77 ORF’ye sahip olup 42 tanesi
hipotetik protein kodlamaktadir. Bir adet viriilansla iligkili protein kodlayan gen bolgesine
ve 1 adet Acr gen bolgesine rastlanmistir.

KP2-®1, %GC degeri 53.66 ve 59960 bp uzunluklu olup 31°1 hipotetik toplam 99 ORF
kodlamaktadir. Uzerinde viriilansla iliskili 2 gen bolgesi bulunmaktadir. KP2-®2, 49409 bp
uzunluklu ve %GC 52.68 olup toplam 87 ORF’ye sahip olup 46 ORF hipotetik protein
kodlamaktadir. 2 adet tRNA ve 3 adet Acr genine sahiptir. KP2-®3, %GC 54.23 20406 bp
uzunlugundadir. Toplam 38 ORF’ye sahip olup 13 ORF hipotetik protein kodlamaktadir. 3
adet tRNA tasimaktadir. KP2-®4, %GC 51.32 47762 bp uzunlugundadir. Toplam 79
ORF’ye sahip olup 41 ORF hipotetik protein kodlamaktadir. 1 adet viriilansla iligkili gen
bolgesi, 1 adet Acr geni ve 3 adet tRNA tasimaktadir. KP2-®5 %GC 52.37 38467 bp
uzunlugundadir. Toplam 62 ORF’ye sahip olup 42 ORF hipotetik protein kodlamaktadir.
Viriilans, tRNA ve Acr gen bolgeleri saptanmamistir. KP2-®7 %GC 51.77 64653 bp
uzunlugundadir. Toplam 106 ORF’ye sahip olup 44 ORF hipotetik protein kodlamaktadir.
Ug adet viriilans, 1 adet tRNA ve 1 adet Acr geni tasimaktadir.

KP3-®1, %GC 51.52 39595 bp uzunlugundadir. Toplam 61 ORF’ye sahip olup 15 ORF
hipotetik protein kodlamaktadir. Dort adet viriilansla iligkili ve 3 adet Acr gen bdlgesi
tagimaktadir. KP3-02, %GC 53.23 45515 bp uzunlugundadir. Toplam 89 ORF’ye sahip olup
52 tanesi hipotetik protein kodlamaktadir. Ug adet tRNA ve 1 adet Acr gen bdlgesi
tagimaktadir. KP3-®3, %GC 51.84 19945 uzunlugundadir. Toplam 38 ORF’ye sahip olup
22 tanesi hipotetik protein kodlamakta olup siipheli yapida bir profajdir. Uzerinde AMR,
virlilans, tRNA ve Acr gen bolgeleri saptanmamistir. KP3-®4, %GC 50.58 34687 bp
uzunlugundadir. Toplam 58 ORF’ye sahip olup 20 tanesi hipotetik protein kodlamakta olup
siipheli yapida bir profajdir. Uzerinde 4 adet viriilansla iliskili gen bulunmaktadir. KP3-®5,
%GC 50.57 41229 bp uzunlugundadir. Toplam 66 ORF’ye sahip olup 34 tanesi hipotetik
protein kodlamaktadir. Uzerinde 1 adet Acr geni ve 1 adet tRNA bulunmaktadir.
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KP4-01, %GC 50.96 37351 bp uzunlugundadir. Toplam 50 ORF bulunmaktadir. 14
ORF hipotetik protein kodlamaktadir. Uzerinde 1 adet Acr geni bulunmaktadir. KP4-®3,
%GC 52.83 46839 bp uzunlugundadir. Toplam 81 ORF bulunup 42 ORF hipotetik protein
kodlamaktadir. Uzerinde 1 adet Acr geni bulunmaktadir. KP4-®4, %GC 52.21 51057 bp
uzunlugundadir. Seksen ti¢ ORF bulunmakta olup 37 ORF hipotetik protein kodlamaktadir.
Uzerinde 3 adet viriilans geni ve 2 adet Acr geni bulunmaktadur. ilgili izolatlara ait profajlara

iliskin detayli analiz Tablo.5’te verilmistir.

Tablo S. Profajlarin genomik 6zellikleri

izolat Profaj No | Konum [ Score* |[ORF [ %GC |bp AMR |VF |tRNA [Acr
1295085
KP1-®1 150 82 52.85 |44163 |0 0 2 4
1339247
KP1 2094023
KP1-02 150 77 51.15 |53309 |0 1 0 1
2147331
Toplam | 0 1 2 5
177120
KP2-01 150 99 53.66 |59960 |0 1 0 0
237079
1204879
KP2-02* 150 87 52.68 |49409 |0 0 2 3
1254287
3314254
KP2-03 100 38 54.23 20406 |0 0 3 0
3334659
KP2 3353545
KP2-94 150 79 51.32 47762 |0 1 3 1
3401306
3951565
KP2-®5 120 62 52.37 |38467 |0 0 0 0
3990031
4109968
KP2-07 150 106 [51.77 |64653 |0 0 1 1
4174620
Toplam | 0 3 9 5
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Tablo 5. Devam Profajlarin genomik 6zellikleri

1601641
KP3-dl 150 61 51.52 39595 |0 0 0 3
1641235
2089502
KP3-02 140 89 53.23 |45515 |0 0 3 1
2135016
KP3
3960576
KP3-03 80 38 51.84 19945 |0 0 0 0
3980520
4688706
KP3-p4* 80 58 50.58 (34687 |0 3 0 0
4723392
4974755
KP3-®5 150 66 50.57 (41229 |0 0 1 1
5015983
Toplam |0 3 4 5
1924292
KP4-01 150 50 50.96 (37351 0 0 0 1
1961642
3210145
KP4-p3* 150 81 52.83 146839 |0 0 0 1
3256983
3852556
KP4 KP4-04 150 81 52.21 (51057 |0 1 0 2
3903612
Toplam |0 1 0 4

*PHASTEST biyoinformatik araci ile belirlen faj biitiinligi skoru tabloda verilmistir. Skor degeri 90 puan ve
iizeri ise tam profaj (profaj bdlgesi bilinen bir fajin tiim genlerini igeren), skoru 70-90 arasi ise siipheli profaj
(belirlenen dizideki genlerin %50'sinden fazlasi fajla iligkili) ve skoru 70 ve daha diisiik ise kismi profaj (profaj
bolgesi %50'den daha az fajla iliskili gen i¢eren) olarak tanimlanmaktadir. * igareti ile belirtilen profajlarin

indiiksiyonu gergeklesmemigtir [84].

3.3.1. MTT uygulamasi sonra indiiklenen profajlarin plak goriiniimii

Indiiksiyon islemi sonrasinda yalnizca az miktarda faj plaklar1 gdzlemlendi. indiiksiyon
gerceklesti. Indiiklenen profaj kisith oldugu igin yeterli faj piirifikasyonu
gerceklestirilemedi. Titre belli bir orana ¢ikamadigi icin fajlarin morfolojik ve diger
biyolojik o6zellikleri ¢aligilamadi. Bu sebeple profaj indiiksiyonun tespiti molekiiler

yontemler ile belirlenmeye calisildi. Indiiksiyon islem sonrasinda filtreleme islemi
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uygulandi ve sekanslama islemine gegildi. Sekanslama islemei sonrasi farkli contikler

arandi.

Sekil 1. MTT boyama sonrast plak goriiniimii. Islem sonrasi agar iizerinde bulunan renksiz
bolgeler faj plaklarin1 temsil etmektedir. Canli bakteri hiicresi mavi/mor tonlarinda

goriilmektedir.

3.3.2. Faj genom analizleri

Tiim profajlarda hipotetik proteinler (HPs) en biiylik grubu olusturmaktadir. HPs,
fonksiyonu heniiz tanimlanmamis proteinleri ifade etmekte olup, profaj genomlariin 6nemli
bir kismimin islevsel agidan kesfedilmeyi bekleyen genetik elemanlar icerdigini
gostermektedir. HPs grubundan sonra en yaygin goriilen gen gruplart DNA replikasyonu,
metabolizmas1 ve diizenlemesi ile iliskili genler ve yapisal proteinleri kodlayan genlerdir.
Bunun yani sira, profajlarda montaj, yasam dongiisii ve lizis ile iliskili genler de cesitli
oranlarda tespit edilmistir. Bu kategoriler, profajlarin tam bir faj yasam dongiisiinii
gerceklestirme icin gerekli genleri barindirir. Bazi profajlarda faj savunma ve bakteri
savunma genlerinin varlig1 dikkat ¢ekici olup, bu genler bakteriyel konak ile fajlar arasindaki
evrimsel silahlanma yariginin bir gostergesidir. tRNA genleri, yatay gen transferi (HGT) ile
iliskili genler ve tekrar bolgeleri ise daha sinirl sayida profajda saptanmistir. Ozellikle HGT
genlerinin varligl, bu profajlarin genetik ¢esitliligin yayilmasina katki saglarlar. Profajlar

arasinda toplam gen sayis1 bakimindan genom boyutlariyla iligkili olarak belirgin farkliliklar
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gozlenmistir. Ornegin, KP2-®7 ve KP2-®1 profajlar1 100’e yakin gen barindirirken, KP2-
@3 ve KP3-®3 gibi bazi profajlar yaklasik 40 gen icermektedir. Bu varyasyon, profaj
genomlarinin boyut ve igerik agisindan heterojen yapisini ortaya koymaktadir. On alt1 profaj
bolgesi iizerinde kodlanan gen bolgelerine ait niikleik asit dizileri, protein dizilerine
cevrilmigtir. NCBI BlastP veritabani ile kodlanan proteinler fonksiyonlarina gére DNA
replikasyon/metobalizma/regiilasyon, yapisal protein, montaj, yasam dongiisii, liziz, faj
savunma, bakteri savunma HGT (horizantal gen transferl), tRNA ve HP proteinleri olarak
gruplandirilmistir.  KP1-®1, KP2-02, KP4-®3  profajlari, FAJ_Erwini_vB_-
EhrS 59 NC 048198 ile yakin iliskili bulunmustur. KP2-®3 ve KP4-®1 profajlari,
FAJ Klebsi ST16_OXA48phi5.4 NC 049450 ile yakin iliskili bulunmustur. KP2-®4,
KP3-®5 ve KP4-®4 profajlari, FAJ Salmon 118970 sal3 NC 031940 ile yakin iligkili
bulunmustur. KP2-®7 ve KP3-®4 profajlari, FAJ Escher 500465 1 NC 049342 ile yakin
iligkili bulunmustur. Analize iliskin detay profaj genomlarinda kodlanan genlerin
fonksiyonel dagilimlar1 Sekil 2.’de; KP1-®1, KP2-®2, KP4-®3 profajlarina ait genom
haritalar1 Sekil 3.’te; KP2-®3, KP4-®1 profajlarina ait genom haritalar1 Sekil 4.’te; KP2-
@4, KP3-05 profajlarina ait genom haritalart Sekil 5.’te ve KP2-®7, KP3-®4 profajlarina

ait genom haritalar1 Sekil 6.’da verilmistir.

mm DNA replikasyon/regiilasyon/metabolizma
= Yapisal protein
mm Montaj
B Yagam dongiisii
w Liziz,
mm Faj savunma
[ Bakteri savunma
e YGT
tRNA
mm HP

Tekrar bolgesi

‘\:"\.’}’L}’Ll}’],/ ’LE"L/ ’Lﬁ”)’:’”’;r}"; P aD b\?b&?b&/
rgrgrrrrgrgrereee e e

Sekil 2. Profaj genomlarinda kodlanan genlerin fonksiyonel dagilimlar

16 profajin genetik 6zellikleri bar grafikle gosterilmistir. X ekseni 6rnek adlarini, Y ekseni 6zellik sayilarini
belirtir. Renkli gubuklar, her 6rnekteki farkli kategori sayilarini gosterir. Sagdaki lejant, renklerin temsil ettigi

genetik kategorileri agiklar.
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Sekil 3. KP1-®1, KP2-02, KP4-®3 profajlarina ait genom haritalari
A) KP1-01, B) KP2-02, C) KP4-03 profajlarina ait genom haritalar1 yukarida verilmistir.
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Sekil 4. KP2-03, KP4-®1 profajlarina ait genom haritalari

A) KP2-03, B) KP4-®1 profajlarina ait genom haritalar1 yukarida verilmistir.
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Sekil 5. KP2-®4, KP3-05 profajlarina ait genom haritalari

A) KP2-04, B) KP3-®5 profajlarina ait genom haritalar1 yukarida verilmistir.
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Sekil 6. KP2-07, KP3-®4 profajlarina ait genom haritalar

A) KP2-07, B) KP3-®4 profajlarina ait genom haritalar1 yukarida verilmistir.

3.3.3. Profaj Genom Organizasyonlarimin Karsilastirmah Analizi

16 profaj i¢in sinteni analizi yapilmistir. Farkli K. pneumoniae izolatlarinda tespit edilen
profajlarin karsilagtirmali genetik analizleri, bu elemanlarinn genomik yapi1 acisindan hem
korunmus hem de ¢esitlilik gosteren 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur. KP1-®1,
KP2-®2, KP4-03; KP2-03, KP4-01; KP2-04, KP3-®5, KP4-04; KP3-®1, KP2-07; KP2-
@7, KP3-®4 numaral1 profajlarin yap1 ve igerik bakimindan birbirleriyle yiiksek oranda
ortak korunmus genetik organizasyonlara sahip olduklari ancak bununla birlikte,genel olarak
mozaik yap1 sergiledikleri goriilmistir. Bu durum, profajlarin evrimsel siiregte
rekombinasyon ve yeniden diizenlenme olaylarina maruz kaldigin1 géstermektedir. Ayrica
profaj bolgelerindeki genomik organizasyon ve dizilim farkliliklari, baz1 profajlarin ters
yonllii entegrasyon gecirdigini ya da bozulmus ve/veya eksik yapilar tasidigini
gostermektedir. Bu ¢esitlilik, K.  pneumoniae genomlarinin  genetik esnekligine ve
profajlarin bakteriyel evrimdeki 6nemli roliine isaret etmektedir. KP1-®1, KP2-02 KP4-®3
profajlarinin karsilastirma genomik analizine gore c¢ok sayida ortak gen kiimelerine

sahiptirler. 3 profaj FAJ Erwini vB_EhrS 59 NC 048198 ile yakin iligkili bulunmustur.
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KP2-®3 KP4-®1 profajlarinin genomik karsilastirma analizine gore ¢ok sayida ortak gen
kiimelerine sahiptirler. Bazi bolgeler olduk¢a korunmusken, bazi bolgelerde gen kaybi veya
yeniden dizilim gibi farkliliklar goriilmektedir. 2 profaj
FAJ Klebsi ST16 OXA48phi5.4 NC 049450 ile yakin iliskili bulunmustur. KP2-®4,
KP3-®5 ve KP4-®4 profajlarinin genomik karsilastirma analizine gore ¢ok sayida ortak gen
kiimelerine sahip olduklar1 ve ayni zamanda bazi yapisal farkliliklarin da bulundugu
goriilmektedir. 3 profaj FAJ Salmon 118970 sal3 NC 031940 ile yakin iliskili
bulunmustur. KP2-®7 ve KP3-®4 profajlarinin genomik karsilagtirma analizine gore ¢ok
sayida ortak gen kiimelerine sahip olduklar1 ve ayni1 zamanda bazi yapisal farkliliklarinda
bulundugu goriilmektedir. KP2-97 ve KP3-04 profajlari
FAJ Escher 500465 1 NC 049342 ile yakin iliski bulunmustur. Farkli Klebsiella
pneumoniae 1izolatlarinda tespit edilen profaj bolgelerinin karsilagtirmali  genetik

organizasyonuna iligkin detayl analiz Sekil 7°de verilmistir.
A)

s ons. CRUCHIBKIDINORD DD SOIEANIPDIID AN

|
|
|

22 D SKIPAO TN I I 1 M oty

KP1-01
14_1:1-44163

Salmonella phage P22 (NC_002371) [41,724 nt]
Sinorhizobium phage phiLM21 (NC_029046) 50,827 nt]

Vibrio phage PVA1 (NC_023605) [41,529 nt|
Vibrio phage Seahorse (NC_070772) [45,171 nt]
Vibrio phage NF (NC_070773) [44,507 nt]
— Mannheimia phage vB_MhS_587AP2 (NC_028743) [48,594 nt]
‘[_: Mannheimia phage vB_MhS_535AP2 (NC_028853) (50,078 nt|
Mannheimia phage vB_MhS_1152AP2 (NC_028956) [52,139 nt]
Erwinia phage Midgardsormri!!! (NC_070949) [50,485 nt]

Cronobacter phage ES2 (JF314845) [22,162 nt]
Salmonella phage SPN3UB (NC_019545) [47,355 nt]
Salmonella phage vB_SosS_Oslo (NC_018279) [49,116 nt]
Enterobacteria phagc ES18 (NC_006949) [46,900 nt]

Enterobacter phage vB_EclS_CobraSix (NC_071003) (47,816 nt]
r: Cronobacter phage ENT47670 (NC_019927) [47,611 nt]
Erwinia phage vB_EhrS_59 (NC_048198) [47,116 nt]
—t— Erwinia phage vB_EhrS_49 (NC_048197) [46.835 nt]

Hr KP4-3 [46,839 nt]
|—E Hr KP2-2 [49,409 nt]
Y KP1-1 [44,163 nt]
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B)

KP4-01 4
1 (reversed):37351-1 N

KP2-®3
33_3:1-20406

—
2.5kb

Escherichia phage 500465-2 (NC_049343) [33,041 nt]
Xuanwuvirus P884B11 (NC_049391) [37,100 nt]
Escherichia phage P88 (NC_026014) [35,814 nt]
Escherichia phage 520873 (NC_049344) [37,583 nt]
Escherichia phage 503458 (NC_049341) [31,194 nt]

Y KP2-3 [20,406 nf]
| — BB Kiebsiella phage ST16-OXA48phi5.4 (NC_049450) [38,322 nt]
— KP4-1 [37,351 nf]
L—— MM Kiebsiella phage 3LV2017 (NC 047817) [35,100 nt]

O
3 poverssdiobabt »»»m-ww DK KK
¢ roversedir7ee T (g )
w308
aceerseanones PO »««»»»»”% =)

—
2.5kb

W KP3-3 [19,945 nt]
| W KPd-4 [51,057 nt]
W KP3-5 (41,229 nt]
W KP2-4 47,762 nt]
— B Enterobacteria phage phiP27 (NC_003356) [42,575 nt|

’7 KP2-1[59,960 nt|

! Salmonella phage ST64B (NC_004313) [40,149 nt]
Salmonella phage 118970_sal3 (NC_031940) (77,375 nt]
Enterobacteria phage S{I (NC_027339) [38,389 nt|
Enterobacteria phage STV (NC_003444) [37,074 nt|
Shigella phage SfIV (NC_022749) (39,758 nt]
Shigella phage SfII (NC 021857) [41.475 nt]
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2.5kb

KP2-07 |\
337164653

W KP3-4 34,687 nt]
t W KP2-7 (64,653 nt|

Mannheimia phage vB_MhM_587AP1 (NC_028898) [35,764 nt]
Mannheimia phage vB_MhM_1127AP1 (NC_047750) [36,745 nt]
Mannheimia phage phiMhaA1-BAA410 (DQ426905) [34,600 nt]
Mannheimia phage vB_MhM_1152AP (JN255163) [34,719 nt]

Mannheimia phage PHL101 (NC_008201) [34,525 nt]

Sekil 7. Farkli Klebsiella pneumoniae izolatlarinda tespit edilen benzer profaj bolgelerinin
karsilastirmali genetik organizasyonu.

Yakin iligkili profajlarin genetik organizasyonunu ve karsilikli homolog bdlgelerini gosteren bir genom
kargilagtirma haritas1 yukarida verilmistir. Clinker biyoinformatik araci ile olusturulan bu sema farkli
profajlarin genetik benzerliklerini ve yapisal diizenlerini ifade etmektedir. Her bir ok, bir geni temsil eder.
Oklarin yonii, genin transkripsiyon yoniinii gosterir. Gri oklar, benzersiz veya eslenmeyen genleri temsil eder.
Renkli oklar, benzer veya homolog genleri gosterir. Renkli gélgelendirmeler (baglantilar) iki profaj bolgesi
arasinda paylasilan homolog dizileri temsil eder. Sol altta yer alan 6l¢ek gubugu 2.5 kb’dir. A) KP1-®1, KP2-
@2, KP4-®3 profajlarinin karsilagtirmali genomik analizi, B) KP2-®3, KP4-®1profajlariin karsilastirmali
genomik analizi, C) KP2-®4, KP3-®5 ve KP4-®4 profajlarinin karsilastirmali genomik analizi, D) KP2-®7

ve KP3-®4 profajlarinin genomik karsilastirma analizi verilmistir.

3.3.4. Profajlarin yapisal analizi

Profaj genomlar1 bas-boyun-kuyruk modiil genlerinin eksprese ettigi proteinlerin
(MCP, Portal, TermL, MTP, Sheath, Ad1, Hcl, Nel, Tcl, Ad2, Hc2, Tc2, Ad3, Hc3, Ad4)
varlig1 acisindan incelenmistir. Analiz sonucuna gore bakteriyofajlarin yakin oldugu protein
aileleri ve homologlar1 belirlenmistir. Baz1 profajlarda proteinlerin indeks degerleri
bulunmaktadir. Indeks degeri ilgili genom iizerindeki proteinin genomunda bulundugu

pozisyonu ifade eder. Bu bilgi, genom dizilimlerinde belirli proteinlerin nerede ifade
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edildigini anlamak i¢in 6nemlidir. Baz1 profajlarda ilgili proteinler "NOT FOUND" olarak
belirtilmistir. Bu ifade proteinlerin baz1 profajlarda eksik oldugunu veya biyolojik
farkliliklarla iliskili olabilecegini diistindiirmektedir. Ad2, Hc2, Tc2, Ad4 proteinleri hi¢bir
profaj genomunda bulunmamaktadir. KP3 profajinin genomunda ilgili proteinlerin higbiri
saptanmamistir. Enfeksiyon sirasinda kasilarak kuyruk tiip proteininin hiicre zarini
delmesini ve genetik materyalin konaga enjekte edilmesini saglayan Kilif proteini
beklenildigi gibi sadece Myoviridae morfotipli fajlarinin tiimiinde bulunmaktadir. DNA'nin
kapsid i¢ine girisi ve ¢ikisi i¢in kanal olusturan ve eksiklik durumunda basarisiz viral
genomun paketlenmesi ile sonuglanan portal proteini, 15 profaj genomunda tespit edilmistir.
MTP (Major Kuyruk Proteini), genetik materyalin konaga diizgiin bir sekilde aktarilmasinda
gorev alan ve basarili bir enfeksiyon sureci i¢in gerekli olan bir proteindir. Bu proteinin
eksikligi durumunda kuyruk tiipli olusamaz. Faj, konaga genetik materyalini aktaramadigi
icin enfeksiyon gerceklesemez. Siphoviridae morfotipli KP1-®1, KP3-®3 ve KP4-P4
profajlarinda; KP2-®1, KP3-®2 profajlarinda ve Podoviridae morfotipli KP2-®6 profajinda
Major Kuyruk Proteini (MTP) proteini saptanmamistir. Major Kapsid Proteini (MCP) viral
genomu cevreleyen ve koruyan kapsid olusumu icin gerekli temel yapisal proteindir. Bu
proteinin eksikligi sonucunda kapsid olusamaz, yapisal biitiinliik kaybolur. Bu durum
genetik materyalin korunamamasina ve enfektif viral partikiil olusumunun engellenmesine
neden olur. Myoviridae morfotipli KP2-®3 proprofajinda MCP saptanmamistir. Ad
(Adaptor Proteini), portal proteine baglanarak portal kanalinin kapanmasini saglayarak
kuyruk baglantisina yardimci olan yapisal bir protein olup bu proteinin eksiklik durumunda
fajin kuyruk proteinleri konaga baglanamaz ve genetik materyalini konaga aktarma
yetenegini kaybeder. Ad proteini Myoviridae morfotipli KP2-®3, Podoviridae morfotipli
KP2-®6 profajlarinda saptanmamistir. Head-closure Proteini (Hcp), adaptdr proteinine
baglanir ve portal kanalini kapatir. Kuyruk proteinleri i¢in bir baglant1 noktas1 olusturur. Bu
proteinin eksiklik durumunda kuyruk yapisi tamamlanamadigr i¢in faj konak hiicreye
tutunamaz. He proteini Podoviridae morfotipli KP2-®6 ve Myoviridae morfotipli KP2-®3,
KP2-®7, KP3-®1, KP4-®1 profajlarinda saptanmamustir. Terminaz (TermL), ATPaz
aktivitesi ile enerji tiretir ve endoniikleaz islevi ile DNA’y1 keserek kapsid igine
aktarilmasin1 saglar. Eksiklik durumunda faj genetik materyali basarili bir sekilde
paketlenemez ve fajin enfeksiyon potansiyeli kaybolur. Bu protein KP2-®6 profaj

genomunda saptanmamustir.
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3.3.5. Profaj genomlarinda kodlanan genler

3.3.5.1.  Viriilans genleri

KP1-®2 {izerinde tagR proteinini kodlayan gen bulunmaktadir. Efektor sekresyon
genleri tarafindan kodlanan tagR proteini, bakterilerin konak savunmasi i¢in énemli olup
hiicre duvar1 biyosentezi ve yapisal stabilizasyonda rol almaktadir [104]. KP2-®1 ve KP3-
@4 profaj1 iizerinde kodlanan adherans (yapigsma) faktorleri PapA, konak hiicreye baglanma
acgisindan 6nemli olan piluslarin ana yapisal proteinidir [105]. KP2-®4 profaji iizerinde
kodlanan rmIB proteini (dTDP-glukoz 4,6-dehidrataz), kapsiil polisakkaritlerinin dTDP-L-
ramnoz biyosentezinde rol almaktadir [106]. Besin/metabolizma ile ilgili genler tarafindan
kodlanan fbpC, ybtP proteinleri demir alimi1 gibi yasamsal islevler icin gerekli olup
bakteriyel viriilansa katki saglarlar. KP3-®4 profaji1 iizerinde bakteriyel demir tagima ve
kapsiil biyosentezinde rol alan fopC [107], demir aliminda goérevli ybtP [108] proteinleri
kodlanmaktadir. KP4-®4 profaji iizerinde viriilansla iligkili algU proteini kronik
enfeksiyonlarda 6nemli rol oynamakta olup biyofilm olusumunu desteklemektedir. Bu
protein mukoid hiicrelerde oldukga aktiftir ve artmis algR transkripsiyonuna yol acar [109].
Profaj bolgelerinde saptanan viriilansla iligkili genlere iliskin detayli analiz Tablo 6’da

verilmistir.

Tablo 6. Profajlar iizerinde taginan viriilansla iligkili gen / protein ad1

Ornek ID Gen/ |Fonksiyon Viriilans Organizma
Protein Mekanizmasi Kaynagi
tagR | Tip VI sekresyon ile iligkili | Efektor dagitim Pseudomonas
KP1-®2 . . :
protein sistemi (HSI-1)
KP2-®1 |papA |P pilus ana alt birimi Yapigsma (P fimbriae) | E. coli O7:K1
rmlB | dTDP-glukoz 4,6- Kapsiiler polisakkarit | Vibrio fischeri
KP2-®4 .
dehidrataz
fopC | Demir ABC tasiyici, ATP | Beslenme/Metabolik | Neisseria
KP3.0d baglayici faktor (FbpABC) gonorrhoeae
) papA | P pilus major subunit Yapisma (P fimbriae) | E. coli O7:K1
ybtP | Yersiniabactin ABC Beslenme/Metabolik | Yersinia
tastyici faktor pseudotuberculosis
algU |Biyosentez diizenleyici Biyofilm olusumu Pseudomonas
KP4-94 ..
(Aljinat) fluorescens
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3.3.5.2. Litik/lizojenik dongiiyii kontrol eden genler

KP2-®1profajinda tespit edilen S24 family peptidaz, recA proteini ile kendi oto katalizini
saglayarak faj litik dongiiyti baslatir [110]. KP1-®1 proprofajinda tespit edilen Arc family
DNA-binding protein. litik dongii sirasinda antirepresdr proteininin sentezini baskilayan
trans-etkili bir proteini kodlar ve litik-lizojenik dongiiyii kontrol eder [111]. KP2-®1, KP2-
@4, KP3-®4, KP4-®4 profajlarinda tespit edilen SOS-response represor LexA DNA
hasarma karsi savunma ve SOS yanitinin baskilanmasinda rol alir. LexA family
transkripsiyonel regiilatorii ayn1 zamanda P3 litik promotoriinii baskilayarak lizojenik
dongiiyii destekler [112, 113]. KP2-®2, KP2-®4, KP2-07, KP4-®3 profajlarinda tespit
edilen Cro/CI proteini bir transkripsiyonel regiilatorlerdir. CI faj represorii olup fajin
lizojenik dongiliye gecisini saglarken, Cro ise antirepresor olup litik dogiiye gegisini
destekler. _KP2-02, KP2-07, KP3-®1, KP4-®4 profajlarinda tespit edilen faj aktivator
protein cll, faj yasam dongiisiiniin litik-lizojenik gecisini kontrol eder ve litik dongliyti aktive
eder [114]. KP3-®1, KP4-®1 profajlarinda tespit edilen Faj proteini Ogr, faj portal vertex
protein GpQ, viral genom ¢ogalma ve kapsid montaj1 i¢in gerekli ge¢ genlerin ekspresyonu,
genom paketlenmesi ve faj yasam dongiisiin belirlenmesinde rol alirlar. KP2-®7, KP3-01,
KP4-01 profajlarinda tespit edilen Faj Orf80 proteini P87 promotorii tarafindan transkribe
edilir ve faj yasam dongiistinde litik-lizojenik gegisi diizenler [115].

KP2-04, KP2-07, KP3-®3, KP4-®1, KP4-®3 profajlarinda tespit edilen lizojenik
dongiide rol alan integraz proteinleri ise faj genomunun bakteriyel DNA’ya entegrasyonunu
saglar ve faj yasam dongiisiinii belirlemede 6nemli olup lizojenik dongii i¢in gerekli bir
proteindir [116]. KP2-®2, KP2-®4, KP2-07 KP1-®1, KP3-®1 KP4-O1 KP3-02 KP4-04,
KP4-03 profajlarinda tespit edilen LysA, LysB, LysC, holin, lizozimi R, holin/antiholin
bileseni S proteinleri sahip olduklar litik aktivite ile bakteriyel hiicre duvarimi degrede
ederek fajin hiicreyi enfekte etmesini saglar [117]. KP4-®4 profajinda tespit edilen YdfD
proteini hiicre boliinme inhibitorii olan dicB ve sulA genlerini baskilayan litik bir proteindir
[118]. KP1-®1, KP2-®2, KP2-®7, KP3-®1 profajlarinda tespit edilen faj TraR/Ybil family
proteini, bakteride konjugasyon ile plazmit transferini optimize eder. Bu proteinin
homologlar1 bazi fajlarda transkripsiyonu diizenler ve fajin replikasyonunu hizlandirir.
Konak hiicrenin biiytimesini yonlendirerek faj yasam dongiisiinii etkileyebilir [119]. KP1-
@1, KP4-®3, KP4-®4 fajlarinda tespit edilen Helix-turn-helix domaini, bir DNA baglanma
motifidir ve ¢ogu bakteriyofaj genomunda bulunmaktadir. HTH domainleri, fajlarin

enfeksiyon sirasinda gen ekspresyonunun kontroliinii saglayan transkripsiyon
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regiilatorleriyle iligkilidir. Faj DNA onarimi, replikasyonu ve faj yasam dongiisiiniin

diizenlenmesine hizmet eder [120].

3.3.5.3. Savunma proteinleri genleri

KP1-®1, KP1-02, KP2-®1, KP2-®2, KP2-03, KP2-®4, KP2-05, KP2-®7, KP3-01,
KP3-02, KP3-®5, KP4-®1, KP4-03, KP4-®4 profajlarinda ¢ok sayida ve gesitte kendi
genomlarini dis tehditlerden koruyan savunma proteinlerine rastlanilmistir. KP1-®1, KP2-
®2, KP2-03, KP2-04, KP2-05, KP2-®7, KP3-®1, KP3-02, KP4-01, KP4-®3 profajlar
tizerinde DNA metiltransferaz enzimleri tespit edilmistir. Bu enzimler, DNA iizerindeki
adeninin amino grubunu metilleyen metiltransferazlardir. DNA replikasyonu ve onarimi gibi
hiicresel siireclere katkilarinin yani sira, faj genomlarinin metil gruplar1 ile modifiye
edilmesi sayesinde bakteriyel restriksiyon-modifikasyon sistemleri tarafindan taninmalari
engellenir. KP1-®1, KP2-02, KP4-®4 profajlarinda tespit edilen Dcm metilaz, CC(A/T)GG
dizisindeki ikinci sitozinin metilasyonunu saglar. Bu iglem, bazi restriksiyon enzimlerinin
tanima bolgeleriyle ortiisebilir ve bu da DNA'nin bu enzimler tarafindan kesilmesini
engelleyebilir. Boylece faj genomunun bakteriyel restriksiyon-kisitlama sistemleri
tarafindan taninip degrade edilmesi 6nlenir [121].

On bir profaj lizerinde ¢esitli tip ve sayida Acr protein tipleri tespit edilmistir. KP1-®2,
KP3-®1 profajlar tizerinde AcrlIA1 proteini bulunmaktadir. KP1-®1, KP2-®2, KP3-®2,
KP4-®3, KP4-®4 profajlar lizerinde AcrlIA7-1 proteini bulunmaktadir. KP1-®1, KP3-®1
profajlari lizerinde AcrlIA15 proteini bulunmaktadir. KP1-®1 profaji iizerinde AcrlIA7-0,
KP2-04 profaj1 iizerinde AcrllA7-3, KP2-®2 profaj1 iizerinde AcrllA14, KP3-®5 profaji
tizerinde AcrllA, KP4-®1 profaji lizerinde AcrlE1, KP2-®7 profaji iizerinde AcrlF9, KP4-
®4 profaji lizerinde AcrlF11, KP2-®2 profaji {lizerinde AcrVAl proteinleri
bulunmamaktadir. KP2-®1, KP2-®3, KP2-®5, KP3-®3, KP3-®4 profajlar {izerinde Acr
proteinleri bulunmamaktadir. Acr proteinleri bakteri restriksiyon-kisitlama sistemlerinden
biri olan CRISPR sistemini ¢esitli mekanizmalar ile bloke ederek faj genomunun konak
savunma sistemi tarafindan taninmasi 6nler veya Cas proteinlerinin aktivitesini engelleyerek
CRISPR-Cas aktivitesini inhibisyonunu saglar. Tespit edilen AcrlIA proteinleri bakteriyel
Tip II-A CRISPR-Cas sistemlerini hedef alirlar. AcrIF proteinleri, Tip I-F CRISPR-Cas
sistemlerini hedef alirlar. AcrlIVA proteinleri, bakteriyel Tip IV-A CRISPR-Cas
sistemlerini hedef alirlar. AcrlE proteinleri, bakteriyel Tip I-E CRISPR-Cas sistemlerini
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hedef alirlar [122]. KP1-®1 KP1-02, KP2-®1, KP2-02, KP3-®2, KP4-03 KP4-P4
profajlar1 {lizerinde tagman faj antiterminasyon protein Q, fajin konak hiicreyle olan
etkilesimlerinde kritik bir rol oynar. Faj transkripsiyonunu 6nleyen mekanizmalar1 bloke
ederek ge¢ donem genlerinin transkripsiyonuna devam etmesini ve enfeksiyonun
ilerlemesini saglar [123]. KP1-®1, KP2-®2, KP4-®4 profajlarinda tespit edilen KilA-N
domain-containing protein ve KP1-®1 profaji iizerinde tespit edilen BRO family domain-
containing protein, bakterileri ve dkaryotlar1 enfekte eden biiylik DNA viriislerinde yaygin
olan iki DNA baglayici motifi igeren proteinlerdir. Hem fajlarin hem de transpozonlarin,
konak hiicre dongiisiine yanit olarak genlerini diizenleyerek secici avantajlar elde etmesini
saglar. [124]. KPI1-®1 KP3-®2 profajlarinda tespit edilen Host niikleaz inhibitori
GamL’nin etkilesim yiizeyi genistir ve DNA substratinin molekiiler taklidini igerir.
RecBCD’in DNA baglanma bolgesi ile rekabet ederek RecBCD1 inhibe eder. RecBCD hem
¢ift sarmalli DNA kirilmalarinin onariminda hem de bakteriyofaj DNA'sinin bozulmasinda
rol alir. Bu kompleksin inhibisyonu faj genomunun konak¢1 sistem tarafindan
par¢alanmasina Onler [125]. KP2-®2 profajinda anti-CBASS protein Acbl proteinlerini
tespit edilmistir. Bu proteinler faj enfeksiyonunu dnlemek i¢in hiicre 6liimiinii indiikleyen
ve siklik niikleotid sinyalleri ile viral yayilmay1 engelleyen bakteriyel CBASS sistemine
karst gelistirilen faj savunma mekanizmasidir. Anti-CBASS protein Acbl proteinleri ile
bakteri CBASS sisteminin inhibisyonu saglanir [126]. Profajlar iizerinde taginan savunma

proteinlerine iliskin detayli analiz Tablo 7. ve Tablo 8.’de verilmistir.

Tablo 7. Profajlar lizerinde taginan Savunma Proteinleri

Protein Profaj(lar) Fonksiyon

QS si e iliskili Fajlar, konak bakteri popiilasyon
sistemi 1le 1ligkili

KP1-®1, KP2-®2, KP2-®7 yogunlugunu algilayarak  enfeksiyon

proteinler

stratejilerini optimize ederler.

Faj DNA’smi metilleyerek kisitlama
Dcm metilaz KP1-®1, KP2-®2, KP4-d4 ) )

sistemlerinden korunmasini saglar.

Anti-viral konak hiicre algilamasina kars1
Bro-N domain-

o ) KP1-®1 koruma saglamak igin sitoplazmadaki
containing protein
viral DNA'y1 baglayabilir.

Anti-viral konak hiicre algilamasina kars1

KP1-®1, KP2-®2, KP4-04 koruma saglamak icin sitoplazmadaki

KilA-N domain-

containing protein
viral DNA'y1 baglayabilir.
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Tablo 7. Devami Profajlar iizerinde tasinan Savunma Proteinleri

Host niikleaz inhibit6r GamL

KP1-01, KP3-02

Faj genomunun konak¢i sistem

tarafindan parcalanmasini dnler.

Faj DNA’sm1 modifiye ederek

Faj antiterminasyon protein Q

KP2-®2, KP3-®2, KP4-P3
KP4-04

KP1-®1, KP2-02, KP2-®3,
restriksiyon enzimlerinden
Faj DNA N-6-adenin|| KP2-®4, KP2-05, KP2-97, )
korunma, replikasyon kontrolii ve
metiltransferaz KP3-®1, KP3-®2, KP4-O¥l,
gen ekspresyonu regiilasyonunda
KP4-03
rol alir.
KPI-®1 KPI1-92, KP2-01, Faj transkripsiyonunun devam

etmesi ve enfeksiyonun ilerlemesi

icin gereklidir.

Anti-CBASS protein (Acbl

family protein)

KP2-02

Konak CBASS savunma sistemini

inhibe ederek fajin  hayatta

kalmasin1 saglar.

Tablo 8. Profajlar iizerinde taginan Anti-CRISPR Proteinleri

Anti-CRISPR Proteini Bulundugu Profaj(lar)
AcrllIA1 KP1-02, KP3-®1

AcrIIA7-0 KP1-01

AcrlIA7-1 KP1-01, KP2-®2, KP3-®2, KP4-03, KP4-04
AcrIIA7-3 KP2-04

AcrlIA14 KP2-®2

AcrIIA15 KP1-01, KP3-®1

AcrlIA KP3-05

AcrVAl KP2-®2

AcrIF9 KP2-07

AcrIF11 KP4-®4

AcrIE1 KP4-01
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3.3.5.4. Adaptasyon ve stres ile iligkili proteinler

KP3-®1 proprofajinda tespit edilen glutaredoksin 1 proteinleri (Grx1), redoks sinyal
iletimini diizenler [127]. KP2-®1 KP3-®3 profajlarinda tespit edilen tRNA-dihidrotiridin
sentaz DusB tRNA iizerinde dihidrouridin sentezini gerceklestirir. tRNA molekiillerinin
stabilitesini ve ¢evresel strese karsi adaptasyonunu saglar [128]. KP2-®1 profajinda tespit
edilen cupin alani igeren protein, bakteri hiicresinin asit stresi kosullarinda sag kalimini
saglar. Litik transglikosilaz, bakteriyel katalik bir enzimdir ve bakteri hiicre duvarindaki
peptidoglikan yapisin1 keser [129]. KP2-®1 profajinda tespit edilen asit fosfataz AphA
Escherichia coli ve Haemophilus influenzae i¢in O6nemli bir periplazmik proteinidir.
Niikleotitlerin fosfat gruplarin1 uzaklastirarak niikleozitlere doniisiimiinii katalize eder. Bu
stire¢ bakteriyel beslenme, karbon metabolizmasi, patogenez ve viriilansini etkiler. Ayrica
cAMP baglanma proteinidir. cAMP tarafindan inhibe edilerek bakteriye stres kosullarina
adaptasyon saglar [130]. KP2-®1 profajinda tespit edilen aromatik amino asit transaminaz,
nitrojen kaynagi olarak triptofan ve fenilalan iiretimi i¢in bir amino grubunun bir a-keto
aside geri doniisiimlii transferini katalize eder [131]. KP2-®1 profajinda tespit edilen alanin
rasemaz, hiicre duvari bileseni peptidoglikan sentezi i¢in L-alaninin D-alanine doniisiimiinii
katalizler [132]. KP3-®5 profajinda tespit edilen toksik metallere direngli olan telliirit
direnci TerB proteini telliir gibi toksik metallerin hiicreye girisini engeller [114]. KP2-®1
profajinda tespit edilen faj sok protein G, filamentli faj sekretin proteini IV'iin (pIV) asir
ekspresyonunda ve protein stres durumlarinda ekspresyon seviyesi artar ve konak dis zarinda
porlar olusturur. Bu durum fajlarin montajini ve disa sekresyonunu kolaylastirir [ 133]. KP2-
@7, KP3-®4 profajlarinda tespit edilen GrpE 1s1 soku proteini (HSP'), fizyolojik ve stres
kosullarinda protein katlanmasi, birlestirilmesi, taginmasi ve bozunmasi yoluyla hiicresel
fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde rol oynayan temel molekiiler saperonlardir [134, 135, 136].
KP2-®1 profajinda tespit edilen YmfL proteini, konak hiicre adezyonuna ve invazyonuna
katk1 saglayarak bakteriye viriilan karakter kazandirir [ 137]. KP2-®4 profajinda tespit edilen
L, D-transpeptidaz ErfK, hiicre duvar1 sentezi sirasinda, penisilin baglayici proteinlerin
(PBP'ler), bitisik glikan zincirlerine ¢apraz baglanmasini engeller bdylece beta-laktam
direncine katki saglar [138]. KP3-®1 profajinda tespit edilen oksijene-duyarsiz NADPH
nitrorediiktaz NADPH bagimli; oksijene duyarsiz, nitroaromatik bilesiklerin indirgenmesini
katalize eden flavoenzimdir [139]. KP3-®2 profajinda tespit edilen MarR ailesi
transkripsiyonel regiilatorii ise, nitrorediiktaz genlerinin, kontroliinii saglanmaktadir. Bakteri

arkelerde ve bazi Okaryotik tiirlerin genomlarinda bulunan nitrorediiktazlar, ¢ogu canli
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organizmalar i¢in toksik ve mutajenik olan nitroaromatik ve nitroheterosiklik bilesiklerin
tizerindeki nitro gruplarinin NAD (P) H'ye bagh indirgenmesini katalize ederler. Cesitli
antibiyotiklere, cevresel kimyasal tehlikelere ve spesifik oksidatif stres kosullarina
yanitlarda yer alirlar [139, 140]. KP1-®2 proprofajinda tespit edilen YafY geni tarafindan
kodlanan endosomal lipoprotein YafY transkripsiyon faktorii, degP geninin ekspresyonunu
indiikler. Periplazmik proteazi kodlayan gen degP olumsuz kosullar konak hiicre biiylimesi
i¢cin gerekli bir proteindir [141]. KP1-®2, KP2-®5 K profajlarinda tespit edilen PerC family
transkripsiyonel regiilator proteinleri siklikla profaj bolgelerinde kodlanir. Bakteriyel
anaerobik metabolizma ve fimbrialar gibi genlerin diizenlenmesinde rol oynar ve
bakterilerin farkli ¢cevresel kosullara uyum saglama yetenegine katkida bulunur [142]. KP1-
@1 profajinda tespit edilen Ren proteini, bakteriyofaj A'nin RexA ve RexB proteinlerinin
etkilerini dengeleyerek, bakterinin UV’e kars1 direngli olmasini saglar. RexA ve RexB, bir
faj dislama mekanizmasi olarak gorev yapar. Bu sistemin aktif oldugu durumlarda,
bakteriyel hiicreler UV 1sinlarina karst daha duyarli hale gelir, ancak Ren proteini bu
duyarlilig1 azaltarak hiicre lizizini 6nleyebilir [143, 144, 145].

KP1-02, KP3-®1, KP4-®4 profajlarinda bulunan DNA-damage-inducible protein I
(Dinl) genotoksik strese karst DNA yapisinin hasara kars1 korunmasi ve SOS yanit1 i¢in
cesitli genlerin transkripsiyonunu saglar. Dinl’1n ekspresyonu, RecA'nin koproteaz aktivitesi
tarafindan diizenlenir [146]. KP2-®1 profajinda bulunan DNA-damage-inducible protein F
(dinF) hiicreleri oksidatif strese ve safra tuzlarina karsi koruyan bir membran proteinidir.
dinF'nin ekspresyonu, SOS sisteminin bir pargasi olarak diizenlenir. DNA'ya zarar verme
potansiyeline sahip molekiillerin detoksifikasyonunu saglar [147]. KP2-®2 profajinda tespit
edilen Rrf2 family transcriptional regulator protein, hidrojenden siilfata elektron taginmasi
i¢in bir sitokrom redoks kompleksini kodlayan hmc operonunun bir baskilayicisidir [148].
Fe-S kiimelerinin ve Fe-S igeren proteinlerin biyogenezinde yer alan ¢esitli operonlarin ve
genlerin transkripsiyonunu diizenler [149]. KP2-®1 proprofajinda tespit edilen Zinc uptake
regulation protein Zur The Ferric uptake regulator (Fur) ailesi, Cinko homeostazinda ve
bakterilerin viriilansinda O6nemli roller oynar. Zur domaini, ¢inko duyarli genlerin
promotorlerine baglanir ve transkripsiyonlarini kontrol eder [150]. KP2-®1 profajinda tespit
edilen PrtN, piyosin sentezi genleri icin transkripsiyonel bir aktivatordiir. DNA hasarina
yanit olarak aktive olan PrtN transkripsiyon faktorii araciligiyla diizenlenmektedir.
Piyosinler, tiir i¢i rekabette avantaj saglayan bakteriyosinlerdir ve ¢ogu faj kokenli yapisal
benzerlikler tasimaktadir [151]. KP2-®7, KP3-®4 profajlarinda tespit edilen Iron-uptake

factor PiuB hiicre i¢ine demir alimini saglayan bir membran proteinidir. Ayn1 zamanda
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Ekzoseliiler polisakkarit {iretimi, biyofilm olusumu, hareketlilik, oksidatif stres direnci ile
iligkilidir [152]. KP3-®3 profajinda tespit edilen Ribosomal protein L11 metiltransferaz,
ribozomal RNA biiyiik alt birimin evrensel olarak korunmus bir bilesenidir ve protein
sentezinin baglatilmasi, uzamasi ve sonlandirilmasi sirasinda rol oynar. L11 metiltransferaz
aracilt metilasyonun sinyali yanit1 ve ribozomal homeostazin bakimi i¢in énemlidir [153].
Bu bolge bakterilerde, antibiyotik tiostreptonun hedefidir [154]. Ek olarak bakteri
hiicrelerinin duragan faza girerken ortaya ¢ikan amino asit, lipid veya demir acligi, 1s1 soku
ve diger stres kosullarina kars1 bir stres tepkisini diizenler [153]. Profajlar iizerinde tasinan
adaptasyon ve stres proteinlerine iliskin detayli analiz Tablo 9°da verilmistir. KP4-®4
profajinda tespit edilen Glutamat 5-Kinaz, prolin biyosentezinin ilk adimini katalizler ve bu
siireg, hiicrelerin ozmotik streslere karsi korunmasinda oOnemlidir. Fajlar, bu enzimi

kullanarak konak hiicrenin stres yanitlarin1 modiile edebilir [155].

Tablo 9. Profajlar iizerinde taginan adaptasyon ve stres proteinleri

Protein/Gen Profaj(lar) Fonksiyon
Ren proteini KP1-®1 UV 1simlarina karsi direng, RexA/RexB dengelemesi
Yafy endosomal||\Kp1.@2 Stres kosullarinda konak biiyiimesi
lipoprotein
PerC proteini KP1-®2, KP2-®5 Anaerobik metabolizma ve ¢evresel adaptasyon
Dinl proteini KP1-®2, KP3-®1, KP4-®4|| DNA hasarma yanit, oksidatif stres yaniti
DusB proteini KP2-®1, KP3-®3 tRNA stabilitesi, stres adaptasyonu
Cupin domain protein  ||KP2-®1 Asit stresinde bakteri sagkalimi
Litik transglikosilaz KP2-®1 Peptidoglikan yapisini kesme

Bakteriyel beslenme, karbon metabolizmasi, stres
Asit fosfataz AphA KP2-01

yaniti
Zur proteini KP2-01 Demir alim regiilasyonu ve stres yaniti
PrtN protein KP2-01 DNA hasart stresi yanit
Protein stresi ve konak dig membraninda por
Faj sok proteini G KP2-01
olusturma
YmfL proteini KP2-01 Antibiyotik direnci
DinF proteini KP2-01 DNA hasar1 yaniti

57



Tablo 9. Devami Profajlar iizerinde taginan adaptasyon ve stres proteinleri

L, D-transpeptidaz ErfK KP2-®4 Hiicre duvar sentezi, beta-laktam direnci
GrpE (1s1 soku proteini) KP2-®7, KP3-d4 Protein katlanmasi ve stres yaniti
PiuB proteini KP2-07, KP3-04 Demir alim1 ve stres yaniti
Nitrorediiktaz KP3-®1 Flavoenzim

Grx1 proteini KP3-®1 Redoks homeostazi

MarR transkripsiyonel||gp3.@p2 Flavoenzim

regiilator

Rrf2  transkripsiyonel| K p_@2 Redoks dengesi, stres toleransi
regiilator

TerB proteini KP3-05 Toksik metallere direng

MCP proteini KP4-03 Cevresel kimyasal sinyallere yanit
Ribozomal protein L11|Kp3.p3 rRNA regiilasyonu ve stres yaniti
metiltransferaz

Glutamat 5-Kinaz KP4-04 Ozmotik stres direnci

3.3.5.5. Regiilasyon ve rekombinasyon ile iligkili proteinler

KP2-®2 KP4-®3 fajlarinda tespit edilen NIpC/P60 family proteinleri, biiyiime ve
boliinmeye yardimci olan hidrolazlardir. Peptitlerin kesilimi, peptidoglikan biyosentezi ile
hiicre duvari sentezini diizenler. [156]. KP1-®1, KP2-®2, KP3-02, KP3-®4, KP4-®1, KP4-
®4 profajlarinda rekombinasyonla iliskili bazi proteinler tespit edilmistir. Faj
rekombinasyon proteini Bet, holliday junction resolvazi, endodeoksiriboniikleazi RusA,
HNH endoniikleazi, ekzoniikleaz fajla iligskili homing endoniikleaz faj rekombinasyon
proteini NinB, faj rekombinasyon proteini NinG, proteinleri bakteriyofaj genom
regiilasyonu ve rekombinasyonunda rol alan genetik varyasyona neden olan red
rekombinasyon yolaginda yer alan 6nemli proteinlerdir [157]. KP1-®1, KP2-®4, KP2-®7,
KP3-®4, KP4-®1fajlarinda tespit edilen DNA tamir proteini RecN, ekzodeoksiriboniikleaz
VIII, Methyl-directed tamir DNA adenin metilaz ve plazmit kodlu Error-prone tamir proteini
UmuD, DNA hasarina bagli SOS yanitin1 diizenler [158]. KP3-®1 proprofajinda tespit
edilen sensor iletim regiilatorii YbjN, proteobakterilerde bulunan varsayilan bir sensor iletim

diizenleyici proteindir. Bazi kararsiz proteinler i¢in genel bir stabilizator olarak ¢alistigi
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diistiniilmektedir [159]. Profajlar iizerinde taginan regiilasyon proteinlerine iliskin detayli
analiz Tablo 10’da verilmistir. KP1-®1 profajinda tespit edilen TagO proteini Tip VI
sekresyon sistemi ile iligkili olup teikoik asit sentezinde rol alir. Konak hiicre duvarinin
yapisal biitiinliigii ve hiicre duvarmni hidrolize edebilen faj endolizinlerinin hiicre duvarina

erisimini diizenlerler [160].

Tablo 10. Profajlar lizerinde tasinan regiilasyon proteinleri

Protein/Gen Profaj(lar) Fonksiyon
TagO proteini KP1-®1 Tip VI sekresyon sistemi
NlpC/P60 proteini KP2-92, KP4-®3 Hidrolaz
YbjN proteini KP3-®1 Iletisim

Bet, endodeoksiriboniikleaz1 RusA,

HNH endoniikleazi, KP1-®1, KP2-®2, KP3-®2, KP3-

Rekombinasyon
NinB, @4, KP4-d1, KP4-04
NinG
DNA tamir proteini RecN, ExoVIII, KP1-®1, KP2-04, KP2-®7, KP3-||DNA tamiri
Error-prone repair protein UmuD, @4, KP4-01

3.3.5.6. Metabolizma ile iliskili proteinler

KP3-04 profajinda tespit edilen Arojenat dehidrataz, corysmate mutaz I /
sikloheksadienil dehidrojenaz, prefenat dehidrataz aromatik amino asitlerin biyosentezinde
onemli bir rol oynar. Ozellikle, corysmate mutaz ve prefenat dehidrataz, prefenatin
arojenata donilisimiinii katalize eder. Arojenat dehidrataz ise arojenati fenilalanine
dontstiiriir. [161]. KP3-®4 profajinda tespit edilen guanidinobutiraz, guanidinobiitirik
asidin biyosentezinde yer alan bir enzimdir. Bu enzim, metabolik siireglerde 6nemli bir ara
madde olan guanidinobiitirik asit {iretir. Guanidinobutirazin islevi, metabolik yollarda ve
norotransmiterlerin sentezinde 6zellikle 6nemlidir [162]. KP3-®4 profajinda tespit edilen
SMP-30 / Glukonolaktonaz proteini, hiicresel metabolizmanin diizenlenmesinde rol
oynarlar. Ozellikle, glukonolaktonaz, glukonolaktonun metabolizmasini katalizler ve bu
stire¢, enerji iiretimi ve hiicresel homeostaz i¢in 6nemlidir [163]. KP3-®4 profajinda tespit

edilen LRE (Ligand-Recognizing—Effector) domain igeren proteinler, 6zellikle hiicresel
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sinyal iletimi ve metabolik diizenleme gibi temel biyolojik siire¢lerde gorev alan modiiler
etkilesim alanlaridir. Bu proteinler, ligand tanima ve efektor yanit baslatma islevleriyle,
hiicreler arasi iletisimde kilit roller tistlenirler [164]. KP3-®4 profajinda tespit edilen 20G-
Fe(Il) oksijenaz ailesi, oksijen molekiiliinii kullanarak ¢esitli substratlar1 hidroksilleyen
enzimlerdir. Bu enzimler, protein modifikasyonu, DNA ve mRNA onarimi ve ikincil
metabolitlerin sentezi gibi bir¢ok biyolojik siiregte yer alir [165]. KP1-02, KP3-®4, KP4-
®1 ve KP2-®7 profajlarinda tespit edilen oksidorediiktaz ve kisa zincir
dehidrogenaz/rediiktaz (SDR) Ailesi (NAD(P)(H)-bagimli oksidorediiktazlardan olusur ve
lipid, amino asit, karbonhidrat ve koenzim metabolizmasinda, ayrica redoks
sinyalizasyonunda gorev alir. Bu enzimler hem fajlarin hem de konak hiicrelerin enerji
metabolizmasi i¢in onemli olabilir [166, 167]. KP4-®3, KP4-®4 fajlarinda tespit edilen
Fosfoadenosin Fosfosiilfat Rediiktaz (PAPS Rediiktaz) Ailesi, siilfat metabolizmasinda 3'-
fosfoadenosin 5'-fosfostilfatin indirgenmesini katalizleyen enzimatik boliimdiir. Bu sayede
stilfat, biyokimyasal reaksiyonlarda kullanilabilecek aktif forma ¢evrilir. Bu enzimler, konak
hiicredeki siilfiir metabolizmasini etkileyerek fajlarin yasam dongiisiinii destekleyebilir
[168]. KP4-®3 profajinda tespit edilen Metil-alici kemotaksis protein (MCP), biyofilm
olusumu, flagellum biyosentezi, ksenobiyotik bilesiklerin bozulmasi, ekzopolisakkarit
tretimi ve toksin Uretimi dahil olmak iizere hiicresel aktivitelerin cesitli yonlerinin

diizenlenmesinde rol oynarlar [169, 170].

KP4-®4 profajinda tespit edilen Gliserol-3-Fosfat Asiltransferaz, gliserolipidlerin
biyosentezinde ilk ve hiz sinirlayict adimi katalizler. Fajlar, bu enzimi kullanarak konak
hiicre membranlarinin lipid bilesimini degistirebilir [171]. KP2-®7, KP4-®1 fajlarinda
tespit edilen Diguanilat siklaz, c-di-GMP'nin yikimini katalize eden DosP ile hiicre i¢i c-di-
GMP seviyelerinin modiilasyonunda rol oynar. c-di-GMP seviyesinin asir1 ekspresyonu,
hiicre yilizeyinde degisikliklere, anormal hiicre bdliinmesine, biyofilm olusumunun
artmasina ve swiming hareketinin azalmasina neden olur [172]. KP1-®1 profajinda tespit
edilen SGNH/GDSL hidrolaz family proteinleri; katalitik Ser, His, Gly ve Asn kalintilarina
sahiptir ve genellikle bakteriyofajlarin kuyruk fiberlerinde bulunurlar. Bu enzim ailesi
esteraz ve lipaz aktivitesi ile biyokiitle doniigiimii, patogenez ve hiicresel sinyal iletiminde
rol alirlar [173]. Profajlar lizerinde tasinan metabolizma proteinlerine iliskin detayl1 analiz

Tablo 11°deverilmistir.
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Tablo 11. Profajlar {izerinde taginan metabolizma proteinleri

Protein/Gen Profaj(lar) Fonksiyon
Biyokiitle doniigiimii, patogenez ve
SGNH/GDSL hidrolaz KP1-®1
hiicresel sinyal iletimi
Lipid, amino asit ve karbonhidrat
KP1-©2, KP3-04,

Dehidrogenaz/ Oksidorediiktaz SDR ailesi

KP4-01 KP2-®7

metabolizmasi; redoks dengelemesi,

redoks sinyalizasyonu.

PTS sistemi

KP2-®7

Hiicre icine seker alimimi ve

fosforilasyon

Diguanilat siklaz

KP2-®7, KP4-®1

c-di-GMP f{iretimi, biyofilm olusumu

ve hiicre yiizey siire¢lerinin kontrolii

Arojenat dehidrataz, chorismate mutaz

I/sikloheksadienil dehidrojenaz, prefenat|| KP3-®4 Aromatik amino asitlerin biyosentezi
dehidrataz

Guanidinobiitirik asit biyosentezi ve
Guanidinobutiraz KP3-94

metabolik siiregler.

Glukonolakton  metabolizmas1 ve
SMP-30/Glukonolaktonaz KP3-®4 § o

enerji Uretimi

Metabolik yolaklar ve hiicresel sinyal
LRE domain protein KP3-94

iletimi
D-3-fosfogliserat dehidrojenaz KP3-04 Glikoliz ve glukoneogenez.

Substratlar1 hidroksilleyen enzimler;
20G-Fe(II) oksijenaz ailesi KP3-04 gen ekspresyonu, DNA onarimi ve

metabolik yolaklar

Fosfoadenosin fosfosiilfat rediiktaz (PAPS
rediiktaz)

KP4-®3, KP4-04

Siilfatin siilfite indirgenmesi; kiikiirt

metabolizmasi

Gliserol-3-fosfat asiltransferaz

KP4-®4

Gliserolipid biyosentezi

3.3.5.7.

Transport ve membran proteinleri

Genom iizerinde c¢ok sayida transport ve membran proteini bulunmaktadir. KP2-04
profajinda tespit edilen PTS sistemi, hiicre zarinda yer alir ve temel goérevi dis ortamdan

cesitli sekerleri hiicre i¢ine alirken ayni anda fosforilasyon yaparak enerjinin verimli
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kullanilmasimi saglamaktir [174]. Konak-patojen ve simbiyotik siireclerle iliskili
olabilmektedir [175]. KP2-®4 profajinda tespit edilen niikleozit-trifosfat hidrolazlar
(NTPazlar), tiim canli organizmalarda bulunan c¢esitli, ancak temel bir enzim grubudur.
NTPazlar, nitrojen fiksasyonu sirasinda elektron taginmasindan integral zar proteinlerinin
dogru zarlarina hedeflenmesine kadar ¢ok farkli islevlere sahip olsalar da ortak bir atadan
evrimlesmislerdir [176]. KP2-®4, KP3-®5, KP4-04 fajlarinda tespit edilen nitrit tagtyicilari,
bakterilerde nitrat ve nitrit taginmasi, ABC tasiyicilar1 ve proton motive kuvvetine dayali
sekonder tasiyicilar tarafindan gergeklestirilir. Bu tasiyicilar, 6zellikle NarK ailesi tiyeleri,
nitrat ve nitritin sitoplazmik membran iizerinden tasinmasinda rol oynar [177]. KP3-®1
profajinda tespit edilen Putresin ABC Tastyicist — PotF, putresin gibi poliaminlerin
taginmasinda gorev alan bir ABC tasiyici sisteminin baglayici proteinidir. Bu sistem, hiicre
biliylimesi ve stres yanitlar1 gibi gesitli biyolojik siireclerde onemlidir [178]. KP4-®1
profajinda tespit edilen RND efflux pompalari, gram-negatif bakterilerde antibiyotik
direncinde kritik rol oynar. Bu tasiyicilar, toksik bilesenleri hiicre disina atarak bakteri
hayatta kalmasini destekler [179]. Profajlar iizerinde tasinan transport ve membran

proteinlerine iliskin detayli analiz Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12. Profajlar iizerinde taginan transport ve membran proteinleri

Protein/Gen Profaj(lar) |[Fonksiyon
Cok cesitli substratlarin ATP bagimli taginmast; besin alimi,
ABC tastyicilari KP3-94 ) ) i
toksin disa atimi ve antibiyotik direnci.
KP2-®4,
Nitrit tagtyicilar KP3-®5, |[Nitrat ve nitritin sitoplazmik membran {izerinden taginimu.
KP4-04

Putresin ABC tasiyicist (PotF) [|[KP3-®1 |[Poliamin taginimi; biyofilm olusumu ve hiicre zar biitinligii.

Pantothenate:Na+ symporter KP3-®3 |Membran tagima sistemi
Efluks RND tasiyic1 — permeaz KPA-O1 Gram (-) bakterilerde antibiyotik direnci; toksik bilesenlerin
alt birimi hiicre disina atilmasi.
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3.3.5.8.  Yatay gen transferi ile iliskili proteinler

KP2-®2, KP2-®4, KP3-®5 fajlarinda tespit edilen ParA-like protein, plazmit boliinme
sistemi ParAB’nin bir birimi olup plazmitlerle yaygin olarak bulunur. Sahip oldugu ATPaz
aktivitesi ile replikasyon sirasinda plazmit ve kromozomlarin diizgiin ayrilmasini ve genetik
materyalin kaybolmamasini saglar [180]. KP3-®5 profajinda tespit edilen IS2 represor
TnpA, transpozaz InsD (IS2), genetik materyal transferini saglayan ve direng genleri
bulundurabilen MGE bolgeleridir [181]. Profajlar lizerinde taginan MGE ile iliskili

proteinlere iligkin detayli analiz Tablo 13’te verilmistir.

Tablo 13. Profajlar lizerinde tasinan MGE ile iliskili proteinler

Protein/Enzim Profaj(lar) || Fonksiyon
KP2-02,
ParAB plasmit bolme .1 Replikasyon sirasinda plazmit ve kromozomlarin diizgiin ayrilmasini
protein ’ saglar.
KP3-05
Genetik materyal transferi
Transposase InsD KP3-05
Direng genlerini tastyan MGE bdlgelerinde bulunur.
Faj Cox (control of] KPA-D1 Faj DNA’smnin konak kromozomuna entegre olmasi veya oradan
excision protein) ¢ikmasina aracilik eder.

3.3.5.9. Anti-faj proteinleri

Bazi bakteriyel proteinler, bakterinin faj enfeksiyonlarina karsi savunma sisteminde
onemli roller iistlenmektedir. Ornegin, KP1-®2 profajinda tespit edilen Kiwa anti-faj
proteinleri ve KwaB-benzeri domain igeren proteinler, bakterilerin yabanci genetik
materyallere kars1 korunmasini ve faj enfeksiyonlarina direng gelistirmesine katkida bulunur
[182]. Buna ek olarak, bazi fajlar da konak bakterinin fizyolojisini bozarak kendi
cogalmalari igin uygun ortami hazirlar. Ornegin KP1-®2 profajinda tespit edilen faj kokenli
bir protein olan YdaT toksin ailesi, konak hiicreyi toksik hale getirerek hiicre bdliinmesini
bozar ve bdylece bakterinin normal isleyisini engeller [183]. KP2-®1, KP4-®4 fajlarinda
tespit edilen YafO toksini, type II toksin-antitoksin sisteminin bir parcasidir. YafN-YafO
operonu tarafindan kodlanir ve ribozomlara bagli olarak mRNA’y1 hedef alip pargalayarak

protein sentezini durdurur. Bu sayede hem bakteriyel savunmada hem de bazi hiicresel
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stireclerin diizenlenmesinde gorev alir [184]. KP2-®4 profajinda tespit edilen YebO ailesi
proteinleri ise, bir bakterinin halihazirda enfekte oldugu faj disinda bagka fajlarla siiper
enfekte olmasini engelleyerek savunma siirecine katkida bulunur [185]. KP2-®7 profajinda
tespit edilen RatA (YfjG) toksini, ratA-ratB (yfjG-yfjF) operonu tarafindan kodlanir ve
yalnizca protein sentezini durdurarak bakteriyel fizyolojiyi etkiler. DNA veya RNA
sentezine dogrudan etki etmez, ancak protein sentezinin baskilanmasi yoluyla savunma
tepkisi olusturur [186]. KP4-®4 profajinda tespit edilen HipA domain-containing protein,
bir Ser/Thr kinazdir. Spesifik tRNA sentetazlar1 fosforile ederek protein translasyonunun ve
hiicre proliferasyonunun inhibiyonu saglanir. Antibiyotik toleransina neden olan HipA,
bakteride gecici bir "uyku" hali yaratarak antibiyotiklerin oldiiriicii etkisinden kaginmay1
saglar. Uyku hali durumu beta-laktamlar, aminoglikozidler, kinolonlar ve diger protein
sentez inhibitorlerine karsi tolerans gelisimine neden olabilmekte ve ilag tedavisi sonrasinda
da tekrar bakteriyel ¢cogalim gergeklesebilmektedir [187]. KP4-®1 profajinda tespit edilen
DEAD/DEAH-box helikazlari, RNA yapisinin manipiilasyonunda rol alan RNA
metabolizma enzimleridir. DEAD/DEAH-box helikazlar, sitozolik DNA/RNA sensorleri,
adaptor proteinler veya sinyalizasyon ve gen ifadesinin diizenleyicileri olarak hareket ederek
dogustan gelen bagisiklik sisteminde yer alirlar. Ayrica DEAD/DEAH-box helikazlar
viriisler tarafindan konakg¢1 bagisikligindan kagmak ve viral replikasyona yardimer olmak
i¢in kullanilabilir [ 188]. DEAD-box helikazlar, antiviral iglevlere sahip olarak ya da proviral
faktorler olarak hareket ederek viral yasam dongiisiinde 6nemli roller oynarlar [189].

Profajlar iizerinde taginan anti-faj proteinlerine iliskin detayli analiz Tablo 14’°te verilmistir.

Tablo 14. Profajlar iizerinde taginan anti-faj proteinleri

Protein/Enzim Profaj(lar) Fonksiyon

Kiwa ve KwaB proteini KP1-®2 |[Bakterinin yabanci genetik materyale karst savunma sistemi

Konak hiicreyi toksik hale getirerek hiicre bdliinmesini bozar,

YdaT proteini KP1-®2 - kteri fizyolojisini etkiler.
.. KP2-®1 |Tip II toksin-antitoksin sistemi; stres yanitinda ve faj
YafO toksini KP4-®4 |jsaldirilarina kars1 hayatta kalma
YebO proteini KP2-®4 |[Siiper enfeksiyon
RatA (YfjG) toksini KP2-®7 |[Protein sentezini inhibe eder
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Tablo 14. Devami Profajlar lizerinde taginan anti-faj proteinleri

DEAD/DEAH-box RNA metabolizmasi; antiviral savunma, viral replikasyonun
. KP4-01 .
helikazlar engellenmesi
. . Ser/Thr  kinaz  aktivitesi;  translasyonun  ve  hiicre
HipA proteini KPp4-04 proliferasyonunun inhibisyonu, antibiyotik toleransi

3.3.5.10. tRNA analizi

KP1, KP2 ve KP3 izolatlarina ait 7 profajda tRNA bolgeleri tespit edilmistir. KP4
profajlar1 iizerinde tRNA saptanmamistir. tRNA translasyon siireci i¢in amino asitlerin
ribozoma taginimindan sorumlu hiicre i¢i proteinlerdir. Genellikler Asn ve Arg tipi tRNA’lar
baskin olarak bulunmaktadir. Profajlar tizerinde tasinan tRNA tiplerine iliskin detayli analiz

Tablo 15°te verilmistir.

Tablo 15. Profajlarin tizerinde bulunan tRNA Tipleri

tRNA Tipi Profaj(lar)

Asn (Asparajin) KP1-®1, KP2-02, KP2-04, KP3-02
Arg (Arginin) KP1-®1, KP2-®2, KP3-®2, KP3-05
Gly (Glisin) KP2-®3

Cys (Sistein) KP2-®3

Leu (Losin) KP2-®3, KP2-®7

Ser (Serin) KP2-04
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Profajlarda Viral Savunma ve Regulasyonla ligili Protein Dagilimi
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Sekil 8. Profajlarin lizerinde kodlanan savunma ve regiilasyon proteinleri

Yukaridaki gorsel, KP1, KP2, KP3, KP4 izolatlarina ait 16 profajda yer alan viral savunma ve regiilasyonla

iligkili proteinlerin dagumini gostermektedir. Her renk farkli bir protein kategorisini temsil etmektedir.

3.4. Pangenom Analizi

16 profajin pangenom analizi yapilmistir. Toplam 786 pangen tespit edilmistir. 16
izolatta ortak olarak bulunan core gen ve soft core gen bdlgesi bulunmamaktadir. Genomlar
arasinda paylasilan ¢cok az ortak gen vardir / veya oranmi ¢ok diisiiktiir. Genomlar yiiksek
oranda farkli veya genetik olarak cesitlilik gostermektedir. Profajlarin genomlarin bir
kisminda (%15-%75 oranda bulunan) olan ancak hepsinde olmayan genleri ifade eden 12
adet klondan olusan 29 Kabuk gen bdlgesi tespit edilmistir. Profaj genomlarinda %0-%15
oranda bulunan 624 gen bulut gen olarak belirlenmigstir. 12 kabuk proteinin fonksiyonu
bilinmemektedir. Fonksiyonlarina gdre 5 adet yapi/montaj, 2 adet litik/lizojeni 1 adet lizizle
iligkili gen 4 adet faj savunma proteinleri 4 adet regiilasyonla iligkili ve 1 adet MGE iliskili
gen bolgesi tespit edilmistir. En ¢cok ortak gen bolgesi tasiyan profajlar ve ortak gen sayilari
su sekildedir; KP1-®1; KP2-®2 (23), KP1-®1; KP4-®3 (20), KP2-02; KP4-®3 (24), KP2-
®4; KP3-®5 (24), KP2-®7; KP3-®1 (33), KP2-07; KP3-®4 (19), KP3-02; KP4-03.
Profajlar iizerinde taginan ortak proteinlerine iliskin detayli analiz Sekil 8. ve Tablo 16°de

verilmistir.
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Tablo 16. Kabuk genleri ve bulunduklari profajlar

Profajlar Gen Kabuk genler
sayisi
KP1-®1; KP2-2; KP4-03 1 Hipotetik protein
KP1-®1; KP2-®2; KP2-D5 1 Hipotetik protein
KP2-®5; KP3-®2; KP4-D4 1 Hipotetik protein
Faj N-6-adenin-metiltransferaz
Faj aantiterminasyon protein Q
Lizozim
Terminaz
KP1-®1; KP2-®2; KP4-03 12 Hipotetik protein(4x)
Faj head morphogenesis
Faj tail tape measure family protein
Nlpc/P60
Faj Host 6zgiilliik faktorii J kuyruk proteini
KP2-01; KP2-03; KP2-®7 1 IS1-like element IS1B family Transpozaz
Trar/dksa transkripsiyonel regulator*
KP1-®1; KP3-02; KP4-®3 2
Faj N-6-adenin-metiltransferaz
KP2-®2; KP3-02; KP4-03 1 Hipotetik protein
Parb/repb/Spo0J proteini
Nitrit transporter
KP2-04; KP3-05; KP4-d4 4
Hipotetik protein
Faj Host 6zgiilliik faktorii J kuyruk proteini
KP2-®7; KP3-®1; KP4-®1 1 Replikasyon endoniikleaz
CII transkripsiyonel regulator
KP1-®1; KP2-02; KP3-02; KP4-®3 | 4 Hipotetik protein(2x)
Host niikleaz inhibitor Gaml
KP1-®1; KP2-®4; KP3-05; KP4-04 | 1 Hipotetik protein
KP1-®1; KP3-05; KP4-03; KP4-®4 | 1 SGNH/GDSL hidrolaz
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Sekil 9. Profajlar iizerinde kodlanan ortak genlerin dagilimi
Ustteki ~ matristeki ~ her  kare  iki  profaj arasindaki  ortak  gen  sayilsim  gdsterir.

Kirmizi1 tonlar yiiksek, mavi tonlar diisiik ortak gen sayisini ifade eder. Alttaki dendrogram profajlar arasi gen

benzerligini gosterir. Yakin dallar, daha fazla ortak gene sahip profajlari ifade eder.
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3.5. Filogenetik Analiz

3.5.1. Niikleik asit dizisine gore yakin iliskili fajlar ile intergenomik

analiz

16 faj ve yakin iliski olduklar1 10 faj arasindaki intergenomik benzerlik gorilmiistiir.
Buna gore KP3-®1; NC 047818.1 profaji ile %91.5, KP2-®7 profaji ile %47.9 ve
NC 049342.1 faj1 ile %53.9 benzerlige sahiptir. KP3-®1lve KP2-®7 aym tiiriin farkli
varyantlart olabilirler. KP2-®7; KP3-®4 profaji ile %33.5, NC 500465 faj1 ile %55.3
intergenomik benzerlige sahiptir. KP4-®1 profaji, NC _049450.1 fajiile %70.2 intergenomik
benzerlige sahiptir. KP1-®1 profaji1 ile KP2-®2 profaji arasindaki benzerlik oran1 %38.0
iken KP4-®3 profaji ile benzerligi %33.7 olarak bulunmustur. KP2-®2 ile KP4-®3
arasindaki intergenomik benzerlik %40.8°dir. KP1-®2 profaji;; NC 005857.1 faji ile
intergenomik benzerlik oran1 %31.8 iken NC_021857 faj1 ile %48.9’dur. KP2- @5 profajt
ile NC_004775.2 faj1 arasindaki intergenomik benzerlik %32.3 diir.

Tablo 17. Yakin iliskili Bakteriyofajlar ve Morfotipleri

Profaj no | Yapisal gruplandirma Yakin iliskili fajlar
KP1
KP1-®1 Siphoviridae Tip 1 FAJ _Erwini_vB_EhrS_59 NC_048198
KP1-®2 Siphoviridae Tip 1(Kiime 3) FAJ_Klebsi_phiKO2_NC_005857
KP2
KP2-®1 Myoviridae Tip 1(Kiime 3) FAJ_Shigel_SfII_NC_021857
KP2-®2 Siphoviridae Tip 1 FAJ_Erwini_vB_EhrS_59 NC_048198
IFAJ_Klebsi_ST16_OXA48phi5.4_
KP2-®3 Myoviridae
INC_049450
KP2-®4 Siphoviridae Tip 1(Kiime 3) IFAJ_Salmon_118970_sal3_NC_031940
KP2-®5 Podoviridae Tip 3 FAJ_Salmon_epsilon15_NC_004775
KP2-®7 Myoviridae Tip 1(Kiime 9) FAJ_Escher_500465_1_NC_049342
KP3
KP3-®1 Myoviridae Tip 1(Kiime 9) FAJ_Klebsi_4L.V2017_NC_047818
KP3-®2 Myoviridae Tip 1(Kiime 7) FAJ Salmon_SEN34 NC_028699
KP3-®3 Siphoviridae Tip 1(Kiime 3) FAJ_Salmon_118970_sal3_NC_031940

69




Tablo 17. Devamm Yakin iliskili Bakteriyofajlar ve Morfotipleri

KP3-®4 Tespit edilemedi FAJ Escher 500465 _1 NC_049342
KP3-®5 Siphoviridae Tip 1(Kiime 3) FAJ Salmon_118970_sal3_NC _ 031940
KP4
KP4-®1 Myoviridae Tip 1(Kiime 9) FAJ_Klebsi_ST16_OXA48phi5.4_NC_049450
KP4-®3 Siphoviridae Tip 1 FAJ_Erwini_vB_EhrS_59 NC_048198
KP4-d4 Siphoviridae Tip 1(Kiime 5) FAJ_Entero_mEp237_NC_019704
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Sekil 10. Yakin iligkili fajlarin filogenetik agaci ve intergenomik analizi

A) 16 profajin filogenetik agaci, B) BLASTn veri tabaninda 16 profaj’in yakin dizi benzerligine sahip fajlar
ile VIRIDIC analizi. Koyu renkler, genomlar arasinda yiiksek benzerligi gosterir. Ustteki seritler, hizalanan
genom orani ile genom uzunluklarinin benzerligini belirtir; koyu renkler ve uzun seritler, yiikksek uyumu ifade
eder. Sol kisimdaki mavi tonlar yiiksek, turuncu tonlar ise diisiik benzerlik oranlarini yansitir. Siyah, yiiksek

oranlart; agik gri diigiik oranlari temsil eder.

3.5.2. Genler arasi1 mesafeler

KP1-01, KP2-®1, KP2-®5, KP3-02, KP3-05, KP4-®3, KP4-®4 fajlar1 analiz
verilerine gore bazi genler arasinda beklenmedik mesafe(lere) sahiptir. KP2-®2 profajinda;
Tcl<->Hcl, Nel<->Hcl, Tcl<->ADI ve Nel<->ADI1 proteinlerini kodlayan genler
arasinda beklenmedik mesafe(ler) vardir. KP2-®7 profajinda, Tc1<->Ad1 ve Nel<->Ad1

proteinlerini kodlayan genler arasinda beklenmedik mesafe(ler) vardir. KP3-®1 profajinda,
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Tcl<->Ad1 ve Nel<->Adl proteinlerini kodlayan genler arasinda beklenmedik mesafe(ler)
vardir. KP4-®1 profajinda ise Tcl<->Adl ve Nel<->Ad1 proteinlerini kodlayan genler

arasinda beklenmedik mesafe(ler) vardir.

3.5.3. Yapisal homoloji

16 profaj i¢in en yakin faj homologlar tespit edilmistir. Ayn1 kiimede yer alan ¢ogu
profaj i¢cin genomlarinda tespit edilen ilgili genlerin farkli fajlar ile homoloji gosterdigi
goriilmiistiir. KP2-®5 Podoviridae of Tip 3, KP2-®3 Myoviridae ailesi, KP1-O1, KP2-2
ve KP4-®3 Siphoviridae Tip lile iligkilendirilmistir. Ancak kiime tespiti i¢in yeterli proteom
benzerligi saptanamamistir. FAJ Escher 500465 1 NC 049342 faj1 ile dizi homolojisine
sahip KP3-®4 genomunda ilgili proteinlerin higbiri bulunmamakta olup morfotipi tespit
edilememistir. KP1-®2, KP2-®4, KP3-®3, KP3-05 profajlar1 yapisal olarak Siphoviridae
Tip 1 Kiime 3 ailesine atanmistir. KP1-®2faji; MCP, portal, MTP, Ad1, Hcl, Nel, Tcl
proteinleri faj phiKO2 (%89, %90, %84, %91, %91, %93, %84) ile iliskilendirilmistir.
TermL proteini ise faj PY54 (%58) ile iligkilendirilmistir. KP2-®4 faji; MCP ve TermL,
proteini i¢cin ST64B (%84), MTP, Hcl, Nel ve Tcl proteinleri i¢in faj HK97(%67, %66,
%83, %57) ile benzer oldugu tespit edilmistir.

Adl ve portal proteinleri ise sirasiyla faj V (%43) ve faj P27 (%82) ile
iliskilendirilmistir. KP3-®3 faji; ilgili proteinlerin dizi benzerligine goére P27, ST64B,
Geobacillus virus E2, P27 veHKO97 fajlan ile diisiik yiizde benzerligine sahiptir. KP3-®5
faji; MCP, portal, TermL, Ad1 proteinleri faj V (%70, %85, %38, %50) ile iliskilendirilistir.
MTP, Hcl, Nel ve Tcl proteinleri ise faj HKO97 (%66, %64, %83, %S57) ile
iliskilendirilmigstir. KP4-®4 profaji yapisal olarak Siphoviridae Tip 1 Kiime 5 ailesine
atanmigstir. KP4-®4 profaji; benzerlik oranlart diisiik olmakta birlikte MCP proteine igin
%19 benzerlikle faj A500’e; portal, Hcl ve Tcl proteinlerine icin sirasiyla %35, %22 ve
%?22 benzerlik ile faj M6 fajina benzerdir. TermL proteini i¢in faj KS7 ile %43 benzerdir.
Ad] proteini i¢in %25 benzerlikle faj Xp15 ve Nel proteini i¢in ise %22 oranda RTP faj1 ile
benzer oldugu goriilmistiir. KP2-®1 profaji Myoviridae Tip 1 Kiime 3 ailesine atanmustir.
KP2-®1 profaji;; MCP ve Portal proteinleri agisindan ST64B (%96, %99) (Salmonelle
enterica) faji ile en benzerken; TermL, Sheath, Adl, Hcl, Nel, Tcl proteinleri i¢in fajV
(%96, %99, %86, %82, %92, %98) (Shigella flexneri) ile yakin iligkilidir. KP3-®2 profaji
Myoviridae Tip 1 Kiime 7 ailesine atanmistir. KP3-®2 profaji; ilgili proteinlerin dizi
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benzerligine gore B054, Aaphi23, F8, Bcep43, BcepNY?3 fajlari ile diisiik yiizde benzerligine
sahiptir. KP2-®7, KP3-®1, KP4-®1 profajlart Myoviridae Tip 1 Kiime 9 ailesine atanmustir.
KP2-07 profaji; MCP proteini faj 186 (%59) ile iliskilendirilmistir. TermL, Nel, portal
proteinleri sirastyla %67, %47, %67) faj RSAI ile benzerdir. Sheath, MTP faj PSP3 ile
(swrastyla %69, %58) benzerdir. Ad1 proteini faj PSP3(%43) ile benzerken Tcl proteini faj
WPhi (%47) ile benzerdir. KP3-®1 profaji; MCP, Nelproteinleri faj 186(%59, %48) ile
iligkilendirilmistir. Portal, TermL proteinleri faj RSA1(%66, %67), MTP, sheath proteinleri
faj PSP3(%58,%69), Ad1 proteini faj phiE202 (%43) ve Tcl proteini faj L-413C (%48) ile
iliskilendirilmistir. KP4-®1 profaji; ilgili proteinlerin dizi benzerligine gére phi CTX, L-
413C, 186, phiE202, RSAT1 fajlar ile diisiik yiizde benzerligine sahiptir. Yakin iligkili

bakteriyofajlar ve morfotiplerine iliskin detayli analiz Tablo 17°de verilmistir.
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4. TARTISMA

KDKP izolatlari, giiniimiizde ¢oklu ilag direnci gelistirmis olmalar1 nedeniyle DSO’niin
kritik oncelikli listesi igerisinde yer alan kiiresel bir halk saglig1 tehdididir. Bu bakteriler,
evrimsel siiregcte yatay gen transferi mekanizmalar1 araciliiyla yalnizca antimikrobiyal
diren¢ kazanmakla kalmayip, ayni zamanda farkli c¢evresel kosullara adaptasyon
yeteneklerini de artirmislardir. Bu adaptif avantajlar, s6z konusu bakterilerin
eradikasyonunu oldukga giiclestirmektedir. Yatay gen aktariminda plazmitlerin rolii uzun
stiredir arastirilmakta ve iyi bilinmektedir; ancak genom dizileme platformlarin gelismesi ile
cogu bakteri genomunda %20 gibi yiiksek oranlarda profaj dizileri tespit edilmistir [4].
Profajlarin ilgili diren¢ genlerinin ediniminde ve bakteri tiirleri arasindaki yayilimina
aracilik etmesindeki rolii ve konak bakteri hiicresindeki; viriilansi, konak genomundaki
genlerinin ekspresyonu ve biyolojik 6zelliklerini etkilemesi, biyofilm olusturma 6zelligi,
antibiyotik direnci, bagisiklig1 gibi hiicresel olaylardaki rolii ve ozellikle KDKP izolatlar
acisindan oynadigi rol hala yeterince aydinlatilamamistir. Bu baglamda, tez ¢alismamizda
farkli sekans tiplerine sahip klinik izolatlarda yer alan profaj dizilerini tanimlamay1 ve bu
dizilerin konak genomuna katkilarin1 genomik diizeyde incelemeyi amagladik. ilgili sekans
tipleri yeni genetik pargalar edinme ve daha fazla viriilans ve direng belirteglerini yakalama
egiliminde olup epidemiyolojik olarak da ytiksek riskli ve ¢coklu ilag direnci ile iliskili oldugu
bilinmektedir [190, 191].

Bu klinik izolatlarin genomlarina entegre olan 19 lizojenik profaj dizisinden faj biitiinliigi
acisindan yiiksek skoru olan 16’s1 calismaya dahil edilmis, bu profajlarin genomik 6zellikleri
biyoinformatik araclarla analiz edilmis ve bakteri genomuna olasi katkilar1 arastirilmistir.
Belirlenen 16 profajin litik dongiiye indiiklenebilirliklerini degerlendirmek amaciyla MitC
UV, antibiyotik ve litik fajlarla etkilesim gibi gesitli indiiksiyon protokolleri uygulanmis ve
biyolojik ve morfolojik ozelliklerinin de incelenebilmesi i¢in Kkiiltiirle izole edilmeye
calisilmistir. Profajlarin agar iizerindeki faj plaklarinin goriiniirliigiinii artirmak amaciyla
MTT boyama yontemi uygulanmistir. MTT uygulamasi sonrasinda plak olusumu gozlenmis
olsa da izolasyonlar1 ve piirifikasyonlar1 gerceklestirilememistir. indiiksiyon basarisini
ortaya koymak i¢in molekiiler diizeyde analizler gerceklestirilmesi gerekmistir. Zira bazi
profajlar, geleneksel indiiksiyon faktorlerine karsi duyarsiz olabilmekte ve bu durum klasik

yontemlerle tespit edilmelerini engellemektedir.
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Bu noktada, profaj indiiksiyonunun giivenilir sekilde degerlendirilebilmesi igin
indiiksiyon protokolleri sonunda filtre islemi sonrasinda faj DNA izolasyonu ve sekans
analizi gerceklestirilmis, ayr1 contig olusturan faj dizileri biyoinformatik analizle gosterilmis
ve kromozomda saptanan faj bolgeleriyle hizalanmistir. Literatiirde de profajlarin
indiiklenebilirlikleriyle ilgili benzer durumlar rapor edilmistir. Ornegin, Lactococcus lactis
suslarinda mitC ile indiiklenemeyen profajlar, yalnizca DNA temelli analizlerle tespit
edilebilmistir [192]. Yine bagka bir ¢alismada, yliksek verimli dizileme teknikleri sayesinde
klasik yOntemlerle saptanamayan profajlarin  genomik lokalizasyonlar1 basariyla
belirlenmistir [193]. Bu calismalar, profajlarin bazi durumlarda ¢ok diisiik frekanslarda
spontan litik dongliye gegebilecegini ve bunun agar plaklarinda gozle goriiliir bir faj plagi
olusturmaya yetemeyebilecegini gostermektedir. Ayrica, Corynebacterium glutamicum
suslarinda yer alan CGP3 profajinin sadece kii¢lik bir hiicre alt popiilasyonunda spontan
olarak indiiklenebildigi; bu nedenle klasik yontemlerle tespit edilemedigi bildirilmistir
[194]. Indiiksiyonun gerceklesmemesinin bir diger nedeni ise ¢evresel kosullar
olabilmektedir. pH, iyon dengesi, agar konsantrasyonu ve oksijen miktar1 gibi parametreler,
faj replikasyonu ve yayilimi iizerinde baskilayict etkiler olusturabilir [195]. Bunlara ek
olarak, fajlarin basarili sekilde replike olabilmeleri, konak hiicrenin fizyolojik durumu ile
dogrudan iliskilidir. Bu nedenle, plak olusumunun gozlenmemesi yalnizca profajin
indiiklenememesine degil, ayn1 zamanda enfeksiydz faj partikiillerinin iiretilememesine de
bagli olabilmektedir. Profajlarin enfeksiydz faj partikiilleri olusturamamasi ise genellikle
defektif yapilarina dayanmaktadir. Bu durum; profaj genomundaki mutasyonlar, yapisal
genlerdeki (O0rnegin kapsid veya kuyruk proteinleri) bozulmalar, eksik paketleme
mekanizmalari ve hatali DNA replikasyonu gibi faktérlerden kaynaklanabilir. Ornegin, fajin
kapsid ya da kuyruk proteinlerini kodlayan genlerinde olugan mutasyonlar sonucunda yeni
faj partikiillerinin tretilememesi, plak olusumunun goézlenememesine yol agmaktadir [5,
196]. Bu baglamda, bircok bakteriyel genomda defektif profajlarin bulundugu ve bunlarin
aktif faj iretme yetenegini kaybettikleri bilinmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda analiz edilen
ve MitC, UV, litik fajlara mazuriyet gibi klasik indiiksiyon faktorlerine maruz birakildiginda
enfeksiydz faj partikiilii olusturamayan profajlarin, diisiik hareketlilik potansiyeline sahip
olduklar1 ve bu durumun ¢esitli genetik bozukluklardan kaynaklanabilecegi ongoriilmiistiir.
Bu hipotez dogrultusunda her bir profajin genomik yapisi ayrintili olarak analiz edilmistir.
Yapilan karsilastirmali analizler sonucunda, bazi yapisal genlerin referans profaj dizilerine

gore konumlarimin farkli oldugu tespit edilmistir. Bu tiir yapisal kaymalar, faj partikiiliiniin
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dogru sekilde olugmasini engelleyebilecek nitelikte olabilir. Genler arasi optimal mesafenin
bozulmasi, ORF kaymasina ve bunun sonucunda hatali ya da yetersiz protein ekspresyonuna
neden olabilir. Bu tiir bozulmalar, litik dongilide gorev alan kritik genlerin de islevsiz hale
gelmesine yol acarak indiiksiyon basarisizligina katki saglayabilir. Ayrica, genlerin genom
tizerindeki organizasyonunun degismis veya bozulmus olmasi, transkripsiyonel
diizenlemeleri etkileyerek faj aktivitesini olumsuz yonde etkileyebilir.

Bir diger olas1 mekanizma ise, bazi profajlarin kendi genomlar1 tarafindan kodlanan gen
tirtinlerinin indiiksiyon siirecinde represor islevi goérmesidir. Bu represor proteinler, litik
dongii aktivasyonunu baskilayarak profajlarin lizojenik durumda kalmasmi saglar.
Dolayisiyla, profajlarin indiiksiyon basarisizligi, hem yapisal-genetik hem de diizenleyici
(regiilator) faktorlerin etkilesimli bir sonucu olabilir. Ornegin, Ren proteininin bir faj
(6zellikle A faji) tarafindan bakteri genomuna tasinmasi, bakteriye dogrudan avantaj
saglamaz; aksine, bu olay genellikle fajin kendi replikasyon dongiisiinii optimize etmek i¢in
gergeklesir. Ancak, Ren proteininin bakteriyel hiicre i¢cinde yaratabilecegi etkiler, bakterinin
metabolizmas1 ve stres yanitlar1 iizerinde dolayli etkiler olabilir. KP1-®1 ve KP2- ®2
profajlarinda tespit edilen Ren proteini, A fajinin rexA ve rexB genlerinin birlikte ifade
edilmesinin neden oldugu UV isinina duyarliligi azaltir. rexA ve rexB ekspresyonu,
promotoriindeki bir mutasyonla birlikte zamanindan 6nce hiicre lizisine neden olabilir. Ren
proteini bu lizisi senkronize ederek fajin daha verimli ¢ogalmasini saglar ve hiicre 6liimiinii
kontrol altina alir [143, 144, 145]. Bir baska adaptasyon proteini olan Din, bakteriyel SOS
yanitina bagli olarak profaj indiiksiyonunun inhibisyonunda rol alabilir. Bu inhibisyon, fajin
lizojenik durumda kalmasini saglayarak, konak savunma mekanizmalarindan kagmasina ve
DNA hasar1 kosullarinda hayatta kalmasina olanak tanimaktadir [146]. Ayrica SOS yaniti
sirasinda 6nemli olan peptidaz motifleri eksik veya kusurlu ise RecA veya LexA aracili
mekanizmalarin etkinlesmesini kisitlar ve basarisiz profaj indiiksiyonu ile sonu¢lanmasini
aciklayabilir [112]. Ancak bu etkilesimlerin fonksiyonel diizeyde dogrulanabilmesi igin
ilave deneysel caligmalara ihtiyag vardir. Ayrica birgok faj, rolleri tam olarak anlagilamayan
cesitli tRNA genlerini kodlar, bunlarin litik siiregte translasyon verimliligini artirdiklar1 veya
konakc¢1 tRNA'lar1 bozan konak¢1 savunmalarina kars1 koyduklar1 6ne siiriilmiistiir [197].
tRNA eksikligi olan bir faj mutantinin net plaklar olusturduklari1 ve zorunlu litik biiyiimeye
yol agtiklar1 bildirilmistir. Profajlar lizerinde ¢ok sayida ve ¢esitli tipte tRNA’larin tasindigt
goriilmiistiir. Bu tRNA’lar, 6zellikle lizojeninin kurulmasi sirasinda faj plak fenotipini ve

olusum verimini etkileyebilir; bu nedenle klasik plak tespit yontemlerinde yanlis yorumlara
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yol agabilir. [198]. Indiiksiyon aym zamanda litik faj maruziyeti ile tetiklenmeye
calisilmigtir. KP2-®4 profajinda tespit edilen ve fonksiyonu net olarak bilinmeyen YebO
membran proteininin, siiper enfeksiyona neden olarak konak hiicrenin bagka fajlar tarafindan
enfekte olmasini Onledigi bilinmektedir [185]. Bu sebeple ilgili profajin plak olusumu
gozlemlenecek kadar faj partikiilii tiretememis olmasini agiklayabilir.

Plazmitler gibi profajlar da antibiyotik diren¢ ve viriilans genlerinin yatay gen
transferi yoluyla tasinmasinda gorev alan 6nemli genetik araglar olarak dikkat cekmektedir.
Bu arastirmada elde edilen veriler, profajlarin antibiyotik diren¢ genlerini tagimadiklari
ancak konak genomunun genetik cesitliligine ve potansiyel patojenitesine anlamli diizeyde
katki saglayabilecegini gostermektedir. Profaj bolgelerinde tespit edilen bazi genler; konak
bakterinin viriilansin1 artirma, metabolik kapasitelerini genisletme ve cesitli ¢evresel stres
faktorlerine karsi adaptasyon yetenegini gelistirme potansiyelini saglayabilmektedir. Ayrica,
hiicresel diizenleme siirecleriyle iliskili baz1 regiilatdr genlerin de profaj bolgelerinde yer
aldig1 saptanmis olup, bu genlerin konak hiicrenin antibiyotiklere, cevresel streslere ve diger
baskilayici kosullara uyum saglamasinda rol oynayabilecegi degerlendirilmektedir [199].
Bakteri sag kalimi ve stres yanitini diizenleyen transport sistemi proteini olan PotF
proteininin, Enterobacteriaceae ve Pseudomonadaceae iiyesi mikroorganizmalarda
bulundugu ve bunlarin en sik putresin lireticileri arasinda yer aldigi bildirilmistir [200]. KP3-
@1 profajinda tespit edilen Putresin, stres yanitinda ve sinyal molekiilleri olarak biyolojik
aktivite gosterir [201]. Bunun disinda, KP2-®1 profajinda tespit edilen oksijene duyarsiz
NADPH nitrorediiktaz, glutaredoksin 1 proteinleri redoks diizenleme ve stres yanitinda yer
alirken; asit fosfataz AphA bakteriyel beslenme, karbon metabolizmasi, patogenez ve
viriilansini etkilemektedir [130]. KP1-®1 profajinda tespit edilen SGNH/GDSL hidrolazlari,
biyokiitle doniisiimii, patogenez ve hiicresel sinyal iletiminde rol alan terapotik hedef
bolgelerdir [173]. Ayrica, KP1-®2 ve KP2-05 profajlarinda tespit edilen PerC familyasina
ait transkripsiyonel regiilator proteinlerinin, fimbrial yapilarin sentezi ve anaerobik
metabolizma gibi ¢evresel adaptasyona yonelik genlerin diizenlenmesinde rol aldig:
bilinmektedir [142]. Bu regiilatorlerin, profaj kaynakli ekspresyonlar1 yoluyla konagin
cesitli stres kosullarina karsi direng gelistirme kapasitesini dolayli olarak artirabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu bulgular gesitli ¢alisma verileri ile desteklenmektedir. Ornegin E. coli
K-12'de bulunan 9 profajin silinmesi sonucu konak¢inin biyofilm olusturma ve olumsuz

ortamlara karsi adaptasyon yeteneginin olumsuz yonde etkilendigi tespit edilmistir [40].
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Staphylococcus aureus'ta profajlarin virtilans, antibiyotik direnci ve genom evrimindeki
rollerine vurgu yapilmstir.

Calisma verilerine gore, viriilans faktorlerini ve antibiyotik direncini kodlayan genlerle
binlerce varsayilan profaj dizisi kesfedilmistir. Profajlar iizerinde yer alan viriilans veya
direng genlerinin yatay gen transferi mekanizmalariyla farkli bakteriyel taksonlara
aktarilabildigi ve profajlara ait genlerin ile fonksiyonlarin tespiti sayesinde bakteriyel suglar
arasindaki evrimsel iligskiler ve yayilim dinamikleri hakkinda oOnemli bilgiler elde
edilebilecegi vurgulanmistir [52]. Streptococcus'ta, vanG tipi vankomisin direng lokusu ve
oksazolidinon direng geni optrA dahil olmak iizere on antimikrobiyal smifa direng
kazandiran yirmi bes antimikrobiyal diren¢ geni barindiran SMfajlar olarak adlandirilan
yaygin bir profaj ailesi karakterize edilerek profajlarin direng genlerinin yayilimina katkisi
vurgulanmigtir [58]. R. solanacearum’da PhiRSM’nin entegrasyonun viriilanst azalttigi
tespit edilmistir [50]. STEC suslarinda ise spontan profaj indiiksiyonu sonucu kolonizasyon
icin gerekli olan tip 3 sekresyon sisteminin CII tarafindan negatif olarak kontrol edildigi
goriilmiistiir [53, 54].

Calismaya dahil edilen bakterilere daha ayrintili baktigimizda, ST985 sekans tipli izolatta
tespit edilen profajlar lizerinde AMD geni tespit edilmemistir. Ancak iizerlerinde tagidiklari
cesitli genler bakteriyel viriilans ve patojenite katki saglamaktadir. Ornegin KP1-®1
tizerinde bulunan Ren proteini ve KP1-®2 profaji {izerinde tespit edilen PerC, Dinl ve YafY
endosomal lipoproteinler, ¢esitli stres faktorlerine karsi genom biitlinliigliniin korunmasini
ve farkli ¢evresel kosullara adaptasyonu saglayan énemli stres proteinlerdir [141, 142, 143,
146]. Ayrica KP1-®2 profaj1 iizerinde tespit edilen cesitli dehidrogenaz ve hidrolaz
proteinleri, konak hiicrenin lipid, amino asit, karbonhidrat ve koenzim metabolizmasi,
redoks sinyalizasyonu ve enerji metabolizmasi i¢in dnemlidir. KP1-®1 profajinda tespit
edilen TagO proteini ise bakterinin hiicre duvari1 bileseni sentezinde rol alarak hiicre
duvarinin yapisal biitiinliigli saglayarak bakteriye avantaj kazandirmaktadir [160].

ST101 6zellikle nazokomiyal enfeksiyonlarla iligkili istilaci bir klon olup diger ST lere
kiyasla artan 6liim oranlariyla iliskilidir [202]. Bu izolatta tespit edilen profajlar {izerinde
AMD genine rastlanmamistir. Ancak KP2-®4 profajinda tespit edilen L, D-transpeptidaz
ErfK, hiicre duvart sentezi sirasinda, penisilin baglayic1 proteinlerin, bitigik glikan
zincirlerine ¢apraz baglanmasini engelleyerek beta-laktam antibiyotiklerin etkinligini inhibe
ederek antimikrobiyal dirence katki sagliyor olabilir [137]. Ek olarak profajlar lizerinde ¢ok

sayida ve c¢esitte bakteriyel adaptasyon ve viriilansi arttiran proteinlere de rastlanmistir. Bu
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klona entegre olan profajlar iizerinde adherans proteini papA ve kapsiil biyosentezinde rol
alan rmIB proteini, bakteriyel patojenite ve viriilansi artiran 6nemli proteinlerdir. PapA
proteini, konak hiicrelere yapismay1 saglayan piluslarin ana yapisal proteinidir ve enfeksiyon
i¢in kilit pargadir. Bakteriyel konakeilarin diger organizmalara yapismasini ve enfeksiyon
bolgelerine tutunmasint ve yayilmasini destekler. Profajlar, patojenlerin kolonizasyon
kabiliyetini artirarak enfeksiyonlarin kaliciligini saglar [104, 105]. Ayrica bazi profajlar
tizerinde ¢esitli stres faktorlerine karsi adaptasyonu saglayan proteinlere de rastlanilmistir.
Ornegin KP2-®1 profaj1 iizerinde bulunan tRNA-dihidroiiridin sentaz DusB, DinF, cupin
alan1 igeren protein, asit fosfataz AphA, faj sok protein G, PrtN piyosin, PerC ve Ren proteini
bakterinin farkli cevresel kosullara ve strese uyum saglama yetenegine katkida bulunur [128,
129, 130, 133, 142, 143, 147, 151]. KP2-®7 profajinda tespit edilen 1si1-sok proteinleri,
fizyolojik ve stres kosullarinda protein katlanmasi, entegrasyonu, transportu ve
denatiirasyonu ile hiicresel fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde rol alan temel molekiiler
saperonlardir. Bu molekiiler saperonlar, yeni sentezlenen ve denatiire edilen
proteinlerin dogru katlanmasi i¢in gereklidir [134,135].

KP2-07 profajinda tespit edilen bir diger dnemli protein PiuB proteinidir. Bu protein
demir metabolizmasina ek olarak ekzoseliiler polisakkarit {iretimi, biyofilm olusumu,
hareketlilik, oksidatif stres direnci ile iligkilidir [ 152]. KP2-®1 profajinda tespit edilen YmfL
proteini konak hiicre adezyonun ve invazyona katki saglamanin yani sira antibiyotik direngli
veya hipermukoid E. coli izolatlar1 i¢in genetik bir belirte¢ oldugu da bilinmektedir [137].
KP2-®1 profajinda tespit edilen alanin rasemaz, hiicre duvar1 bileseni olan peptidoglikan
sentezi i¢in L-alaninin D-alanine doéniisiimiinde rol alarak hiicre biitiinliiglinii ve bakteri
sagkalimini destekler. Bu durum enfeksiyon siirecinin ilerlemesi i¢in konaga fayda saglar
[132]. KP2-®1 profajinda tespit edilen asit fosfataz AphA, bakteriyel beslenme, karbon
metabolizmasi, patogenez ve viriilansini etkilen bir diger protein gruplaridir [130]. KP2-®1
profajinda tespit edilen litik transglikosilaz peptidoglikan yapisin1 kesmeden sorumludur
[129]. Bu durum yeni antimikrobiyal hedef olarak kullanilmasini saglayabilir. Benzer
sekilde KP2-®2 profajinda tespit edilen hidrolaz aktivitesine sahip olan NIpC/P60 family
proteinlerinin yakinlarinda bulunan sistein proteazlarinin yeni nesil antibiyotikler i¢in
islevsel bir hedef olabilecegi diisiiniilmektedir [156]. KP2-®7 profajinda tespit edilen
oksidorediiktazlar hem fajlarin hem de konak hiicrelerin enerji metabolizmasinda kritik rol
oynar [166, 167]. KP2-®7 profajlarinda tespit edilen diguanilat siklaz YeaP, c-di-GMP

seviyesinin agirt ekspresyonu sonucunda hiicre yiizeyinde degisikliklere, anormal hiicre
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boliinmesine, biyofilm olusumunun artmasina ve flagella aracili yiizme motilitesinin
azalmasina neden olabilir [172].

ST307 son zamanlarda kan kiiltlirii izolatlarinda artan istilact bir klon olarak
bilinmektedir [202]. Bu izolata entegre olan profajlar iizerinde de bakteriyel patojeniteyi
artiran ¢esitli proteinler tespit edilmistir. KP3-®4 profaj1 iizerinde kodlanan adherans faktori
PapA, enfeksiyonun ilk adimi olan konak hiicreye baglanma sirasinda gerekli bir viriilans
proteindir [54]. KP3-®4 profaj1 iizerinde bakteriyel demir tasima ve kapsiil biyosentezinde
rol alan fbpC [87], demir aliminda gdrevli ybtP proteinleri yasamsal islevler igin gerekli olup
bakteriyel viriilansa katki saglarlar [88]. KP3-®1 profajinda tespit edilen Grx1, Dinl, KP3-
@5 profajinda tespit edilen TerB proteini ve KP3-®3 profajinda tespit edilen tRNA-
dihidroiiridin sentaz DusB, KP3-®4 profajinda tespit edilen 1s1 sok proteini GrpE ¢evresel
strese karsi adaptasyonunu saglar [114, 127, 128, 136, 146,]. KP3-®2 profajinda tespit edilen
MarR ailesi transkripsiyonel regiilatorleri ise ¢esitli antibiyotiklere, ¢evresel kimyasal
tehlikelere ve spesifik oksidatif stres kosullarina yanitlarda yer alirlar [139]. KP3-04
profajinda tespit edilen Iron-uptake factor PiuB bakteriyel viriilans1 arttiran 6zellikle
biyofilm olusumu, hareketlilik, oksidatif stres direnci ile iligkili bir proteindir [132]. KP3-
®2 profajinda tespit edilen MarR ailesi transkripsiyonel regiilatorii olan MalR geni,
Corynebacterium difterie ve Mycobacterium leprae gibi c¢esitli tiirlerde bulunmaktadir. C.
diphtheriae'deki MalR lokusunun genomik organizasyonu, Corynebacterium glutamicum'a
uspA proteinin kodlayan operon bdlgesi ile neredeyse 6zdestir [183]. MalR'nin yliksek
ekspresyonu, ¢evresel strese yanit olarak hiicre membranin yeniden sekillenmesinde yol acar
ve ciddi biiylime kusurlarina neden olup uzamis bir hiicre morfolojisi gelisimine neden olur.
Peptidoglikan ve dall1 zincirli yag asitlerinin sentezinde yer alan MalR mutantinin [AmalR]
cesitli B-laktam antibiyotiklere karsi degismis duyarlilig1 gdsterilmistir. MalR ayrica, gesitli
profaj genlerinin bir baskilayicis1 olarak da gorev almaktadir. Ornegin CGP3 profaji icin
yapilan bir calismada MalR, strese duyarli indiiksiyonunun kontroliinii diizenleyerek profaj
indiiksiyonunu baskilar [183]. KP3-®1 profajinda tespit edilen PotF'nin biyofilm olusumu
ve hiicre zarmin biitlinliigii izerinde rol oynayabilecegi gosterilmistir [178, 200, 201]. KP3-
@5 fajinda TerB Family proteini kodlayan gen bdlgesi, telliirit direnci, faj inhibisyonu,
kolisin direnci ve patojenite ile iligkilendirilmistir ve bakteri tiirleri, 6zellikle patojenik tiirler
arasinda yaygin olarak bulundugu bildirilmistir. TerB proteininin telliiritin toksik olmayan

telliire indirgenmesinde ve oksidatif strese karsi genel savunmada da rol alir [114].
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ST2096 sekans tipine sahip olan izolata entegre olan profajlar {izerinde de bakteriyel
patojeniteyi artiran ¢esitli proteinler tespit edilmistir. KP4-®1 profajinda tespit edilen RND
ailesine ait efflux pompalari, gram-negatif bakterilerde antibiyotik direncinde kritik rol
oynar. Bu tasiyicilar, toksik bilesenleri hiicre disina atarak bakteri hayatta kalmasim
destekler [179]. KP4- @1 profaji iizerinde tespit edilen diguanilat siklaz YeaP proteini konak
hiicrenin anormal hiicre boliinmesine, biyofilm olusumunun artmasina ve swimming
hareketinin azalmasina neden olabilir [172]. Benzer sekilde KP4-®4 profaji {izerinde
virlilansla iligkili olan algU proteini biyofilm olusumunu desteklemektedir. Bu protein
mukoid hiicrelerde oldukga aktiftir [109].

KP4-03 fajinda tespit edilen NIpC/P60 family proteinleri, peptidoglikan biyosentezi ile
hiicre duvari sentezini diizenler. [156]. KP4-®4 profajinda tespit edilen Gliserol-3-Fosfat
Asiltransferaz, gliserolipidlerin biyosentezinde ilk ve hiz sinirlayici adimi katalizlemeden
sorumlu oldugu i¢in fajlar, bu enzimi kullanarak konak hiicre membranlarinin lipid
bilesimini degistirebilir [171]. KP4-®4 profajinda bulunan Dinl, glutamat 5-kinaz, KP4-®3
profajinda tespit edilen MCP proteini ST2096 klonlarina adaptasyon yetenegi kazandirabilir
[146, 155, 169]. P4-®1 profajinda tespit edilen DEAD/DEAH-box helikazlari, viriisler ve
konake1 bagisiklik sistemi arasindaki evrimsel silahlanma yarisinda 6nemlidir [188, 189].

Profajlar iizerinde kodlanan ortak bazi ortak faj savunma proteinleri tespit edilmistir.
Ornegin KP2-®2, KP2-®3, KP2-®4, KP2-05, KP2-®7 profajlarn iizerinde tespit edilen
cesitli DNA metiltransferaz enzimleri evrimsel siirecte faj genomlarini konak tehditlerine
kars1 koruyan ve fajin devamlilig1 i¢in dnemli proteinlerdir. Bir diger 6nemli protein ise
KP2-®1 ve KP2-®2 profajlar iizerinde tasinan faj antiterminasyon protein Q’dur. Bu
protein fajin konak hiicreyle olan etkilesimlerinde kritik olup transkripsiyonuna devam
etmesini ve enfeksiyonun ilerlemesi icin gereklidir [123]. KP2-®2 profajinda tespit edilen
KilA-N domain-containing protein, bakterileri ve Okaryotlar1 enfekte eden biiyilk DNA
viriislerinde yaygin olan iki DNA baglayict motifi igeren proteinlerdir. KilA-N anti-viral
konak hiicre algilamasina kars1 koruma saglamak i¢in sitoplazmadaki viral DNA'y1 saklar
[124]. Ek olarak KP2-®2 profajinda tespit edilen anti-CBASS protein Acbl, faj
enfeksiyonunu 6nlemek icin hiicre 6liimiinii indiikleyen ve siklik niikleotid sinyalleri ile viral
yayillmay1 engelleyen bakteriyel CBASS sistemine karsi gelistirilen faj savunma
mekanizmasinin parcasidir. Anti-CBASS protein Acbl proteinleri ile bakteri CBASS
sisteminin inhibisyonu saglanir [126]. Boylece faj genomu kendini konak tehditlerine kars1

koruyabilir. KP2-®4 profajinda tespit edilen ve fonksiyonu net olarak bilinmeyen membran
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proteini YebO, siiper enfeksiyona neden olarak konak hiicrenin baska fajlar tarafindan
enfekte olmasini Onleyerek konak hiicrenin sagkalimini destekler [185]. KP2-®1 profaji
tizerinde tespit edilen YafO toksini hem bakteriyel savunmada hem de bazi hiicresel
siireclerin diizenlenmesi i¢in énemlidir [184]. Benzer sekilde KP2-®7 profajinda tespit
edilen RatA (Y{fjG) toksini, protein sentezini durdurarak bakteriyel fizyolojiyi etkileyerek
savunma tepkisi olusturur [186].

Anti-CRISPR proteinleri, DNA metiltransferazlar, glikosiltransferazlar ve asetilazlar,
toksin/antitoksin sistemleri, DNA kesim proteinleri, profajlarin bakteriyel savunma
sistemlerinden korunmasina ve bakteriyel genomlarla etkili bir sekilde entegrasyonuna
olanak saglar. Bu proteinlerin varlig1 fajlarin patojenite ve diren¢ genlerini yayilimindaki
roliinii anlamak icin 6nemli ipuglar1 verebilirler. Ayn1 zamanda profajlarin bakteriyle
simbiyotik bir iligki i¢inde hayatta kalmasina ve evrimsel basarisina katkida bulunur. Bu
bulgular, profajlarin hem savunma hem de saldir1 mekanizmalarini gelistirdigini gostererek,
bakteriyofaj-bakteri iliskilerinin dinamiklerini anlamada &nemlidir. Ozellikle bakteriyel
savunma mekanizmasini bloke etmeye odakli evrimlesen acr genlerinin varlig1 faj-bakteri
birlikte evriminin onemli bir gostergesidir. Dolayisiyla fajlar ve bakteriler arasindaki
evrimsel silahlanma yarisinin bir pargasi olarak bu genler 6nemli bir adaptasyon stratejisi
olusturarak mikrobiyal ekosistemlerde genetik cesitliligi ve dinamikleri etkilemektedirler
[203, 204]. Profajlar iizerinde en sik rastlanan Acr tipi AcrlIA olup alt gruplari ise AcrlIA7
AcrllA15°tir.  Ayrica AcrlF, AcrVA, AcrlE tipleri de tespit edilmistir. Bu proteinler,
CRISPR-Cas sisteminin farkli tiplerini hedef alarak c¢esitli inhibisyon mekanizmalar
sergilemektedir. Anti-CRISPR genlerinin evrimsel kdkenlerini arastirilmasi sonucu anti-
CRISPR genlerinin, fajlar arasinda yatay gen transferi yoluyla yayildigini bildirmislerdir.
Dogal ekosistemlerde anti-CRISPR genlerinin yayginligint aragtirmistir. Anti-CRISPR
genleri, deniz ve toprak bakterilerinde yaygin olarak bulunmus ve fajlarin adaptasyonunda
onemli rol oynamistir. Bu genler, bakteriyel genomlarin evriminde ve mikrobiyal
ekosistemlerin dinamiklerinde etkili bir arag olarak tanimlanmistir. AcrlIA proteinlerinin
CRISPR-Cas9 sisteminde nasil ¢alistigini inceleyen baska bir ¢alismada AcrllA4 proteini,
Cas9'un DNA hedefleme ve kesme aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir. CRISPR tabanh
gen diizenleme teknolojilerinde, AcrlIA4’lin yan etkileri azaltmak i¢in kullanilabilecegi
belirtilmistir [205]. Pseudomonas aeruginosa bakterisini enfekte eden fajlarda tespit edilen
AcrF1 ve AcrF2 proteinleri, CRISPR-Cas tip I-F sistemini inhibe ederek bakteriyel
bagisiklig1 etkisiz hale getirmistir. Bu proteinler, Cas3 proteinine baglanarak CRISPR
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aracilifiyla DNA kesimini engelledigi anlasilmistir [206]. Baska bir ¢alismada; AcrF3
proteininin Cas3 enzimine baglanmasini ve CRISPR aktivitesini inhibe etme mekanizmasini
incelenmistir. AcrF3 proteini, CRISPR sisteminin DNA hedefleme ve parcalama islemini
etkili bir sekilde engellemistir. Protein yapisinin kristal analizi, Cas3 tizerindeki kritik
baglanma bolgelerini engelledigini gérmiislerdir [207].

Bu durum Anti-CRISPR proteinlerinin, CRISPR-Cas tabanli gen diizenleme
teknolojilerinde off-target etkileri azaltmak ve gen diizenleme siireclerini daha kontrollii hale
getirmek i¢in potansiyel araglar olarak degerlendirilebilecegini diisiindiirmektedir. Ayni
zamanda bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde artan dirence bagl olarak kisith antibiyotik
seceneginde bakteriyofaj terapisi gibi yenilik¢i tedavilerin gelistirilmesinde, savunma
proteinlerinin etkileri ve mekanizmalarinin anlagilmasi i¢in 6nemlidir.

KDKP klinik izolatlarimizda taginan profajlar tizerinde viriilans genleri bulunurken AMR
genlerinin yoklugu, profajlar icinde AMR ve VF genlerinin birlikte bulunma olasiliginin
diisiik oldugunu diisiindiirmektedir. Litaritiir verilerine gére, AMR genlerini kodlayan
profaj tipleri ile viriilans geni kodlayan profaj tipleri farkli olabilir. Ornegin tiim genom
dizilimi yapilan 7 tliriin (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
cloacae ve Escherichia coli) mevcut profajlari incelenmistir. AMR ve VF genlerin bulunma
oranin tiire bagl oldugunu ve biiylik 6lciide farkli oldugu goriilmiistiir. Sonuglarimizla
benzer olarak AMR ve VF genlerinin ayni profaj {izerinde nadiren bir arada bulundugu
bildirilmistir [208]. Bu durum 16 profaj iizerinde sadece VF genlerinin mevcudiyetini
desteklemektedir. Ek olarak AMR geni bakimindan zengin profajlarin, P1 benzeri fajlar
oldugu ve bu genlerin konak genomlarina transferinden 6nemli 6l¢lide sorumlu oldugu
bilinmektedir. 16 KDKP profajin iizerinde AMR geni tasiyan profajlarin tespit
edilmemesinin bir diger acgiklamasi ise; AMR genlerini kodlayan profajlarin aksine, VF
genlerini kodlayan profajlar genellikle faj yapist ig¢in gerekli olan yapisal proteinleri
kodlayan gen bolgelerine sahiptir. Dolayisiyla VF tasiyan profajlar genellikle saglam bir
virion yapisina sahip iken AMR tasiyan profajlar genellikle kusurlu yapidadir. Bu sebeple
KDKP klinik izolatlarina entegre olan yiiksek faj biitiinliigiine sahip 16 profaj lizerinde tespit
edilememis olabilir. Ek olarak profajlar iizerinde integron bdlgesi tespit edilmemistir. Bu
durum AMR genlerinin saptanmamasinin olasi nedenlerinden biri olabilir. Smif 1 integron
iceren profajlarin, icermeyenlere gore daha fazla sayida AMR geni i¢cermesi sonuglarimizi

[208].
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Farkli sekans ve kapsiiler tiplere ait farkli suslarin genomunda taginan profajlarin genel
anlamda birbirlerinden farkli genom yapilarina sahip oldugu ve pangenomdaki ortak gen
sayisinin kisith oldugu goriilmiistiir. Bu genlerin biiyiik cogunlugu bulut genler olup, analiz
edilen fajlarin gen aligverisine yatkin oldugu goriilmiistiir. 16 profajin pangenom analizi
sonucu tespit edilen 29 ortak kabuk gen bolgelerinin 12 tanesinin kodladig1 proteinlerin
fonksiyonu bilinmemektedir. Ancak, ortak paylasilan genlerin ¢ogunun fonksiyonu; faj
yasam dongiisii, yapi/montaj, faj savunma ve regiilasyonla iliskili olup; temel faj
dongiisiiniin devami i¢in gerekli olan genlerden olustugu gorilmiistiir.

Faj genom organizasyonu evrimsel korunmusluk acisindan 6nemli biyolojik ipuglart
verebilir. Anotasyon sonucunda c¢ogu profajin yapisal genlerinin genom {izerindeki
oryantasyonu referans degerlerden farkli olmasi ilgili profajlarin yeni varyantlar
olabilecegini diisiindiirmektedir. Belirli genler arasindaki uzun mesafeler, rekombinasyon
ve/veya yatay gen transferi sonucu yeni DNA segmentlerinin eklenmesinden kaynaklantyor
olabilir.

Filogenetik analiz sonucunda profajlarin farkli derecelerde akraba olduklar1 goriilmiistiir.
Birbirleriyle benzerlik oranlari oldukea diisiiktiir. Yakin akraba fajlar arasindaki hizalanmig
yiiksek genom franksiyonu, bazi genomik bolgelerin 6nemli 6l¢iide korundugunu ancak yine
de yiiksek gen aligverisinin de oldugunu gostermistir. Baz1 profajlarin benzer homoloji
gosterdigi goriilmiistiir. Ornegin KP1-®2, KP2-04, KP3-®3 ve KP3-®5 profajlari evrimsel
siirecte benzer yapisal homolojiye sahip oldugu Siphoviridae Tip 1 Kiime 3 grubunda yer
aldig1 goriilmiistiir. Bu durum aymi atasal kdkene sahip olan fajin farkli ST klonal suslari
enfekte ederek genomlarina yerlestigini gostermektedir. 16 profaj i¢in tespit edilen yakin faj
homologlarina gore ayn1 kiimede yer alan ¢ogu profaj i¢cin genomlarinda tespit edilen ilgili
genlerin farkl fajlar ile homoloji gosterdigi gortilmiistiir.

Ayn1 homoloji benzerligi ile Myoviridae Tip 1 Kiime 9 ailesine atanan KP2-®7 ve KP3-
@1 ve KP4-®1 profajlart ve Siphoviridae Tip 1 ile iligkilendirilen KP1-®1, KP2-02 ve KP4-
@3 profajlar1 i¢in de gegerlidir. En genis yapisal morfoloji ¢esitligine sahip klonal grubun
ST101 KP2 ve ST307 KP3 suslarinda oldugu goriilmektedir. En yaygin morfotip
Siphoviridae olarak belirlenmistir. KP2-®3 ve KP4-®1‘in yakin iligkili oldugu
PHAGE Klebsi_ST16, genelde yiiksek riskli klonlar1 olan ST307 ve ST2497 ile iliskilidir.
IncFIB(K) ve IncX3 gibi BlaNDM-1 ve blaOXA-48 gibi diren¢ genlerini tasiyan
plazmitlerle bir arada bulunur [209]. Ancak KP2 ST101 sekans tipi olup Col440Il,
ColRNAI, IncFIA(HIT), IncR, repB(R1701) plazmitlerine sahiptir. KP4 ST2096 ssekans
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tipi olup ColKP3, IncFIB(K), IncFIB, IncHI1B plazmitlerine sahiptir. Bu durum
PHAGE Klebsi ST16 birgok klonla etkilesime agik oldugunu ve birgok plazmit tipi ile
iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. KP2 klinik izolatlarimizda 64653 bp ve 106 ORF’ye
sahip KP2-®7 (saglam), 41229 bp ve 58 ORF’ye sahip KP3-®4 (siipheli) profajlari,
PHAGE Escher 500465°1ile yakindan iliskili oldugu goriilmiistiir. Artan genom boyutu ve
kazandig1 genlerin ¢esitligi bu profajin gen aligverisi acisindan dinamik bir yapiya sahip
oldugunu ve zamanla yeni genler kazanarak evrimlestigini gostermektedir. Bu durum
profajlarin klonal gruplar arasinda yatay gen transferi aktif olarak hareket ettiklerini
diisiindiirmektedir. Pangenom, intergenomik ve filogenetik analiz sonucu elde edilen veriler
dogrultusunda, profajlarin genetik cesitliligini ve bakteriyel genomlara etkilerini anlamada

onemli araglar oldugu goriilmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvar1 kiiltiir koleksiyonunda bulunan daha onceki
caligmalarda karbapenem-direngli olarak tanimlanan 20 adet K. pneumoniae izolat1 profaj
indiiksiyonu i¢in ¢aligsmaya dahil edilmis; bu izolatlar arasindan farkli sekans tipi belirlenen
4 izolat ise tiim genom dizileme islemi i¢in kullanilmistir. Bu izolatlarin genomlarina entegre
olan profajlarin karakterizasyonu gerceklestirilmis ve yatay gen transferi ile bakteriyel
evrime katkis1 incelenmistir. KDKP izoaltlarina entegre olan 19 profaj bolgesi tespit edilmis
ve aralarindan yiiksek faj biitiinligii gésteren 16 profajin detayli analizi yapilmistir.

Tespit edilen profajlar cesitli yontemler ile indiiklenmeye ¢alisiimistir. Ancak tespit
edilen profajlarin geleneksel indiiksiyon faktorlerine karsi duyarsiz olduklar1 goriilmiistiir.
Bu sebeple klasik yontemlerle tespiti miimkiin olamadigi i¢cin molekiiler yontemlerle
indiiksiyon basaris1 degerlendirilebilinmistir. Bu baglamda, profaj indiiksiyonunun giivenilir
sekilde degerlendirilebilmesi i¢in molekiiler yontemlerin kullanimi 6nemlidir.

Profajlarin antibiyotik diren¢ genlerini tasimadiklar1 ancak konak genomunun genetik
cesitliligine ve potansiyel patojenitesine anlamli diizeyde katki saglayabilecegini
goriilmiistiir. Profaj bolgelerinde tespit edilen bazi genler; konak bakterinin viriilansini
artirma, metabolik kapasitelerini genisletme ve cesitli ¢evresel stres faktorlerine kars
adaptasyon yetenegini gelistirme potansiyeline sahiptir. Ayrica, hiicresel diizenleme
stiregleriyle 1liskili bazi regiilator genlerin de profaj bolgelerinde yer aldig1 saptanmis olup,
bu genlerin konak hiicrenin antibiyotiklere, cevresel streslere ve diger baskilayici kosullara
uyum saglamasinda rol oynayabilecegi diigiiniilmektedir. Dolayisiyla KDKP izolatlarinda
tespit edilen profajlar konagin evrimsel siiregte yatay gen transferi mekanizmalar
aracilifiyla yalnizca antimikrobiyal diren¢ kazandirmakla kalmayip, ayn1 zamanda farkli
cevresel kosullara adaptasyon yeteneklerini de arttirmaktadirlar. Bu adaptif avantajlar, s6z
konusu bakterilerin eradikasyonunu oldukca gii¢lestirmektedir.

Pangenom, intergenomik ve filogenetik analiz sonucu elde edilen veriler dogrultusunda
profajlarin, genetik ¢esitliliginin yiiksek oldugu ve bakteriyel evrime katki saglayan 6nemli
bir araglar oldugu goriilmektedir. Bu fajlarin spesifik 6zelliklerini ve uygulamalarini

aydinlatmak i¢in daha detayli analizlere ihtiya¢ vardir.
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