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OZET

PSEUDOMONAS AERUGINOSA FAJLARININ iZOLASYONU VE
TANIMLANMASI
DOKTORA TEZi
SEYMA BETUL ENCU
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiIGi ANA BIiLiM DALI
GIDA MUHENDISLiIGi DOKTORA PROGRAMI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. iBRAHIM CAKIR)

BOLU, ARALIK - 2024
X1l + 117 sayfa

Pseudomonas aeruginosa, yiiksek antibakteriyel direnci, ortam kosullarina
hizli uyum saglayabilmesi ve biyofilm {iretimi ile 6n plana ¢ikan firsat¢r bir
patojendir. Bakteriyofajlar, bakteri hiicrelerini enfekte ederek onlarin inhibe
olmasin1 saglayan viriislerdir. Bu c¢alismada P. aeruginosa’ya etkili fajlarin
izolasyonu ve karakterizasyonu amaglanmistir. Calisma kapsaminda 8 farklir P.
aeruginosa susu ve 15 fajin izolasyonu ve saflastirilmast saglanmigtir. Fajlarin
latent donemleri 5-30 dk. arasinda; patlama biiyiikliikleri ise 10 ile 200 POB/hiicre
arasinda bulunmustur. Bu fajlarin adsorpsiyon hizlar1 ise 4,6x107 ile 1,62x108
mL/dk arasinda bulunmustur. Adsorpsiyon oranlari ise en diisiik %87 ve en yliksek
%100 olarak bulunmustur. Fajlarin konak¢i skalasi ve EOP degerleri belirlenmistir.
Fajlar ¢alismada kullanilan farkli cinsteki bakterileri enfekte etmezken farkli bir tiir
olan P. brassicacearum’a da litik etki gdstermistir. Yine tez kapsaminda fajlarin
farkli sicaklik, pH ve NaCl iceren ortamlarda yiiksek stabilite gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica fajlarin farkli oranlarda antibiyofilm etkinligi tespit edilmistir.
Fajlarin DNA’lar1 izole edilmis ve Smal, Ndel, EcoRI, EcoRV, Xhol restriksiyon
enzimleri ile kesilmistir. RFLP analizinin sonucuna gore 8 farkli faj secilmistir. Bu
fajlarin TEM mikrograflarina gére podoviriis oldugu, kafa ¢aplarinin 42,6 nm ile
69,6 nm; kuyruk uzunluklarinin ise 10 nm ile 41,6 nm arasinda oldugu bulunmustur.
Bu fajlardan olusturulan karigim ile su, yagsiz siit ve marul orneklerinde P.
aeruginosa’ya kars1 denemeler yapilmistir. Faj karisimi MOI 100 degerinde su ve
yagsiz siitteki bakterileri tamamen inhibe etmistir. Marul 6rneginde ise inhibisyon
elde edilememistir. Calismada P. aeruginosa suslari 48 saat boyunca faj karigimina
tabi tutulmus ve siire sonunda suslarin streptomisine, siproflaksasine, tetrasikline
ve penisiline kars1 farkli diizeylerde duyarlilik kazandig: tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Pseudomonas aeruginosa, Bakteriyofaj, Faj terapi,
Antibiyofilm



ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PSEUDOMONAS
AERUGINOSA PHAGE
PHD THESIS
SEYMA BETUL ENCU
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR:Prof. Dr. IBRAHIM CAKIR)

BOLU, DECEMBER 2024
X1l + 117 pages

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen that stands out with
its high antibacterial resistance, rapid adaptation to environmental conditions, and
biofilm production. Bacteriophages are viruses that infect bacterial cells and inhibit
them. This study aimed to isolate and characterize phages effective against P.
aeruginosa. Within the scope of the study, isolation and purification of 8 different
P. aeruginosa strains and 15 phages were provided. The latent periods of the phages
were found to be between 5 min and 30 min; and their burst sizes were found to be
between 10 and 200 POB/cell. The adsorption rates of these phages were found to
be between 4.6x107 and 1.62x10® mL/min. The adsorption rates were found to be
the lowest 87% and the highest 100%. The host scale and EOP values of the phages
were determined. While the phages did not infect different types of bacteria used in
the study, they also showed lytic effects on a different species, P. brassicacearum.
Again, within the scope of the thesis, it was determined that the phages showed high
stability in different temperature, pH and NaCl containing environments. In
addition, different rates of antibiofilm activity of the phages were determined.
DNAs of the phages were isolated and cut with Smal, Ndel, EcoRI, EcoRV, Xhol
restriction enzymes. According to the results of RFLP analysis, 8 different phages
were selected. According to TEM micrographs, these phages were found to be
podovirus, their head diameters were between 42.6 nm and 69.6 nm, and their tail
lengths were between 10 nm and 41.6 nm. The mixture formed from these phages
was tested against P. aeruginosa in water, skim milk and lettuce samples. The phage
mixture completely inhibited the bacteria in water and skim milk at MOI 100.
Inhibition was not obtained in the lettuce sample. In the study, P. aeruginosa strains
were exposed to the phage mixture for 48 hours and at the end of the period, it was
determined that the strains gained different levels of sensitivity to streptomycin,
ciprofloxacin, tetracycline and penicillin.

KEYWORDS: Pseudomonas aeruginosa, Bacteriophage, Phage Therapy,
Antibiofilm
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1. GIRIS

Gida giivenligini tehlikeye atan mikrobiyal kontaminasyon, insan yasamini
ve saghigimi ciddi sekilde etkileyen bir unsurdur. Bakteriler gida kaynakli
hastaliklarin en yaygin nedenidir. Gida patojenlerinin basinda ise Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp., Staphylococccus aureus
tirleri gelmektedir (Bintsis, 2017). Gidalarda bozulmaya neden olan ve insan
sagligimi tehdit eden bakteriler, ultraviyole, kurutma ve yaygin olarak kullanilan
kimyasal dezenfektanlar gibi geleneksel bakterisidal yontemlere karst direng
gosterebilmektedir. Bozulmalara neden olan bakterilerden Pseudomonas spp.,
giiclii bir sekilde protein ve lipit hidrolizi yetenegine sahiptir. Bu ozellikleri
nedeniyle de gidalarin hizli bir sekilde bozulmasina neden olup gidalarin israf
olmasina yol agmaktadirlar (Huang vd., 2024a). Metabolik ¢ok yonliiliikk ve farkli
stres kosullariyla (fiziksel, kimyasal ve antibakteriyel bilesikler) basa g¢ikma
yetenekleri, Pseudomonas iiyelerinin  dikkat ¢ekici  6zelliklerindendir.
Pseudomonas, hayvanlarda ve insanlarda kolonize olabilen, ¢cogu zaman su yoluyla
bulasan firsat¢1 patojen olarak kabul edilen tiirleri igermektedir. Firsat¢1 patojenler
acisindan, P. aeruginosa tiirii bu cinste en ¢ok ¢alisilan tiirdiir. Bu tiiriin tiyeleri
saglikli veya bagisiklik sistemi zayif kisilerde ciddi enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (Vaz-Moreira vd., 2012).

Pseudomonas aeruginosa, Gram negatif, hareketli, aerobik ve g¢ubuk
seklinde bir bakteridir (Chegini vd., 2020). Bu bakteri sahip oldugu gen dizisi ile
degisen cevre kosullarina oldukga kolay uyum saglamaktadir (Zameer vd., 2016).
Cok sayida viriilans faktorii, yiiksek antibiyotik direnci, biyofilm olusturma
yetenegi bu bakterinin 6nemli 6zelliklerindendir (Qin vd., 2022). P. aeruginosa,
her ne kadar firsat¢1 patojenlerin basinda gelse de gida giivenligi agisindan yeterince
caligilmamis bir mikroorganizmadir. Gelisme i¢in gerekli minimum diizeyde besin
ihtiyaci, hizl1 adaptasyon 6zellikleri ile gida isletmelerinde kolayca yayilabilmekte
ve gida giivenligi agisindan problem yaratabilmektedir. Bu durum P.
aeruginosa’nin antibiyotikler veya dezenfektanlarla kontrol edilmesi oldukga zor
bir bakteri olmasindan kaynaklanmaktadir (Lambert, 2002). Su, siit {irlinleri, et ve
bitkisel gidalarda; lavabolar, su kaplari gibi nemli ortamlarda; hastane, okul
kantinleri gibi toplu mekanlardan izole edildigi 6nceki ¢alismalarla bildirilmistir

(Xuvd., 2019; Li vd., 2023a).



Gerek tilkemizde gerekse diinyada gida kaynakl
zehirlenmelere/hastaliklara kars1 birgok 6nlem alinmasina ragmen tamamen Oniine
gecebilmek miimkiin olmamistir. Bugilin hala en 6nemli saglik problemlerinin
basinda gida kaynakli hastaliklar gelmektedir. Bu durumun baslica sebebi
bilingsizce antibiyotik kullanimina bagli olarak bakterilerin kazanmis oldugu
antibiyotik direncidir. Dolayisiyla tiim diinya antibiyotige alternatif yontemler
aramaktadir. Ayrica giliniimilizde tiiketicilerin bilinglenmesi ile daha az islem
gbormiis, katki maddesi icermeyen dogal igerikli iiriinlerin talebinde ciddi bir artis
vardir. Bu nedenle klasik gida isleme ve muhafaza yontemlerinin disinda, olusan
bu talebe yonelik yeni yontemler arastirilmaktadir. Arastirilan bu yoOntemleri
genellikle dogal icerikli, biyolojik materyallerin kullanildigr  yontemler
olusturmaktadir (Ghanbari vd., 2013). Mikrobiyal kalitenin korunmasinda
bakteriyofajlarin kullanimi arastirilan yeni yontemler arasinda yerini almaktadir
(Garcia vd., 2010). Tiiketicilerin tercihleri, ¢ig gidalarin tliketimindeki artis,
beslenme aliskanliklarindaki degisim vb. nedenler ve Pseudomonas suslarinin
antibiyotik ve antimikrobiyallere kars1 gosterdigi yliksek direng ve bulasi
durumunda ise sahip oldugu potansiyel tehlikeler géz 6niinde bulunduruldugunda
fajlarin  kullanim olanaklarinin arastirilmasi kagimilmaz olmaktadir. Nitekim
fajlarin basarili bir sekilde insan, hayvan ve bitki hastaliklarinda tedavisinde
kullanildiklar1 bilinmektedir. Gidalarda da bazi patojenlerin inhibisyonu amaciyla
olusturulmus ticari preparatlar bulunmaktadir (Au vd., 2021).

Bakteriyofajlar, bakteri hiicrelerini enfekte ederek onlarin pargcalanmasini
saglayan viriislerdir (Anany vd., 2017). Bakteriyofajlarin hedef konakgilari
prokaryot hiicreler oldugundan insanlara kars1 zararh bir etki olusturmamaktadir.
Bununla birlikte gidalarda kullanimi sirasinda gidanin organoleptik 6zelliklerine
zarar vermemeleri de fajlarin gidalarda kullanimini cazip hale getirmektedir (Melo
vd., 2020). Dolayisiyla daha 6nce de bahsedildigi gibi P. aeruginosa’nin olumsuz
cevre kosullarina karsi oldukg¢a hizli adaptasyonu ve antimikrobiyallere kars
kazandig1 bagisiklik dikkate alindiginda, bu bakterinin eliminasyonunda yeni
yontemlerin arastirilmasi tercihten ote bir zorunluluk haline gelmektedir. Litik
fajlarin bakteri hiicrelerini etkili bir sekilde parcalamasi ve bu esnada gidanin
besinsel ve organoleptik Ozelliklerine olumsuz etkisinin bulunmamasi, fajlarin
biyokoruma amaciyla gidalarda kullanim1 ve kontaminasyon riskini azaltmasi/yok

edebilecek olmasi yoniinden umut vaat etmektedir. Tiim bu bilgiler 1s181nda bu tez



kapsaminda P. aeruginosa’ya etkili litik fajlarin izolasyonu ve karakterizasyonu
hedeflenmistir. Ayrica bu fajlarin farkli gidalarda etkinligi denenerek literatiirde
yetersiz sayida bulunan caligmalara katki saglanmistir. Bununla birlikte fajlarin
replikasyon parametreleri ve farkli kosullardaki stabilitesi incelenmistir. Fajlarin
DNA izolasyonu yapilmis ve RFLP (restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi)
teknigi ile fajlarin ayrimi saglanmigtir. Farkli bulunan fajlar ile bir kokteyl
hazirlanmis ve bu kokteyl ile konakg1 bakterilerin antibiyotik direnci tizerindeki
etkisi incelenmistir. Ayrica elde edilen fajlarin antibiyofilm 6zelliginin belirlenmesi

de bu tezin hedefleri arasinda olmustur.

1.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonadaceae ailesine ait genellikle toprak
ve sudan 6zellikle de atik sularla kontamine olan bitki ve hayvan dokularindan izole
edilebilen bir bakteridir (Romling vd., 1994; Lalucat vd., 2020). Gram negatif ve
aerobik olan bu bakteri, fermantatif olmayip glikozu oksidatif yolla pargalayip asit
olusturma yetenegine sahiptir. Hareket etmeye yardimci olan kamei bulundurur,
basil seklindedir. Ayn1 zamanda oksidaz ve katalaz pozitif olup laktoz ve sakkarozu
kullanamamaktadir (King ve Phillips, 1978).

Optimum gelisme sicaklig1 37°C olan P. aeruginosa, 4°C ile 42°C arasinda
canliligini siirdiirebilmektedir. Oksijen mevcut olmadiginda nitrat, nitrit veya azot
oksit dahil olmak {izere alternatif harici elektron alicilarim1 kullanabilmektedir.
Nitrat veya nitrit yoklugunda arjinin, substrat diizeyinde fosforilasyon ile katabolize
edilebilmekte ve anaerobik biiylime icin bir enerji kaynagi olarak hizmet
edebilmektedir (Filiatrault vd., 2006; LaBauve ve Wargo, 2012).

P. aeruginosa’nin tipik suslarinda suda ve kloroformda ¢oziinen mavi-yesil
renkli pigment olan piyosiyanin {retimi gorilmektedir (Haynes, 1951).
Piyosiyanin, azot igeren heterosiklik bir bilesik olan fenazin tlirevi ikincil bir
metabolittir. Ayrica c¢ok sayida farklt mikroorganizma grubu {izerinde
antimikrobiyal etkiye sahiptir. P. aeruginosa i¢in hem bir viriilans faktorii hem de
bir QS (Quorum Sensing) sinyal molekiilii olarak kabul edilir. P.
aeruginosa tarafindan salgilanan diger pigmentler arasinda pyoverdin (sari, yesil ve
floresan), pyomelanin (ag¢ik kahverengi) ve pyorubrin (kirmizi-kahverengi)
pigmentleri de bulunmaktadir. King A besiyerinde mavi ve kirmizi-kahverengi

pigment liretimine bagl bu renkteki kolonilerin P. aeruginosa ‘ya ait olabilecegi



belirtilmistir. Bilinmeyen bir koloninin P. aeruginosa’ ya ait oldugunun en belirgin
isaretlerinden biri de organizma tarafindan 2-aminoasetofenon iiretiminden elde
edilen karakteristik meyvemsi, tiziim benzeri koku oldugu sdylenmektedir (King ve
Phillips, 1978; Jayaseelan vd., 2014).

Hastane ortamlarinda ¢ok yaygin goriilen patojenlerden biri olan P.
aeruginosa, saglik hizmeti kaynakli enfeksiyonlarin %50'sinden fazlasina neden
olmaktadir (Tuon vd., 2022). Ozellikle kritik hastalar ve bagisiklik sistemi
baskilanmuis bireyler i¢in gercek bir endise kaynagidir. Yiiksek mortaliteye yol agan
en bliylik sorun, ilaca direngli suslarin ortaya ¢ikmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
bakteri hemen hemen tiim antibiyotik siniflarin1 kapsayan, antibiyotik direnciyle
iliskili ¢ok sayida faktor gelistirebilen bir patojendir (Bassetti vd., 2018).

Antibiyotiklerin yaygin ve uygunsuz kullanimi, insan enfeksiyonlarinda
daha sik goriilen ve morbiditeye 6nemli dl¢iide katkida bulunan ¢oklu ilaca direngli
bakteriyel patojenlerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Hatta bazi bakterilerin
'son care ilaglar' denilen antibiyotiklere dahi diren¢ gosterdigi bilinmektedir. P.
aeruginosa yaygin olarak bu duruma 6rnek gosterilebilen bir bakteridir (Chan vd.,
2016). Diinya Saglik Orgiitii'niin yayinlamis oldugu bir rapora gére de P.
aeruginosa, etkili olabilecek yeni antibiyotiklerin bulunmasini gerektiren en kritik
3 bakteriden biridir (WHO, 2017). Yine Diinya Saglik Orgiitii’niin Mayis 2024 ’te
giincellemis oldugu raporda antimikrobiyal direncli bakteriler listesinde P.
aeruginosa yer almaktadir (WHO, 2024). Ortaya ¢ikan ¢oklu ilaca direngli
bakterilerle miicadele etmek i¢in yeni terapotik yaklasimlarin kullanilmasi ve yeni
stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bakteriyofajlarin terapotik bir
ajan olarak kullanilmasi, son zamanlarda en umut verici yaklasimlardan biri haline
gelmektedir. Kimyasal yapiya sahip antibiyotiklerin aksine fajlar, konake1
hiicrelere 6zgiilliik ve antibakteriyel 6zellik gdsteren biyolojik kimliklere sahiptir
(Naknaen vd., 2023).

P. aeruginosa’nin klinik mikrobiyolojide 6n planda oldugu bilinmektedir.
Ancak bakterinin toprak ve su olan habitat1 diisiiniildiigiinde gidalara bulagma riski
cok yiiksektir ve bu bakteri gida mikrobiyolojisi ag¢isindan yeterince
taninmamaktadir. P. aeruginosa hiicre dis1 enzim salgilama kapasitesi nedeniyle,
ozellikle yiiksek su icerigi ve besin agisindan zengin gidalar olan meyve ve
sebzelerde, et yiizeylerinde ve diisiik asitli siit tirlinlerinde yaygin olarak bozulmaya

neden olan bir bakteridir. Yiiksek adaptasyon kapasitesi ve diisiik sicakliklarda



biiyiime yetenekleri nedeniyle P. aeruginosa diinya capinda yaygindir ve
dolayisiyla gida enfeksiyonunun yaygin bir etkenidir (Zameer vd., 2016; Li vd.,
20233).

Yapilan ¢aligmalara bakildiginda da P. aeruginosa’nin tiikketime hazir
salatalardan (Franzetti ve Scarpellini, 2007), et ve karkas yiizeylerinden (Poursina
vd., 2023), siipermarket ve yerel marketlerde satisa sunulan marul, havug gibi ¢ig
sebzelerden (Allydice-Francis ve Brown, 2012), ¢ig siit (Swetha vd., 2017) ve
pastorize siitlerden (Samet-Bali vd., 2013) kasaplarda kullanilan bicaklar ve
tezgahlardan (Alimi vd., 2022) izole edildigi goriilmektedir. Bununla birlikte
lavabolar, su kaplar1 gibi nemli ortamlarda; hastane, okul kantinleri gibi toplu
mekanlardan izole edildigi 6nceki ¢aligmalarla bildirilmistir. Ayn1 zamanda i¢cme
suyu, musluk suyu, siselenmis su ve kanalizasyon suyundan izole edilebilen en
tehlikeli bakteridir. Musluk sulari i¢in kontaminasyon gostergesidir (Xu vd., 2019).
Bekletilen i¢cme suyunun P. aeruginosa tarafindan kirlenmesi siklikla
bildirilmektedir. Kaynak suyunun, su enjeksiyon tanklarinin, boru hatlarinin, su
iretim siirecindeki filtrasyonun, ters ozmoz tesislerinin vb. eksik dezenfeksiyonu
veya capraz kontaminasyonu siselenmis suyun kirlenmesine neden olan olasi
nedenlerdir. Icme suyunun P. aeruginosa tarafindan kirlenmesi sonucu bu su
icildiginde en basit etkileri arasinda kusma ve ishal goriilebilmektedir (Li vd.,
20233).

Fiziksel ve kimyasal yontemlerle eliminasyona karsi kendini koruma
yontemi olarak biyofilm olusturmasi bu bakteriyi gida kaynakli hastaliklar ve
bozulma i¢in 6nemli bir endise kaynagi haline getirmektedir (Su vd., 2024).
Karigtirma tanklari, ficilar ve borular gibi gida endiistrisi ekipmanlar P.
aeruginosa’nin etkili bir bigimde kolonize oldugu yiizeylerdir (Thi vd., 2020).
Ayrica isletmelerde metal ylizeylerde olusturduklar1 biyofilmler ¢apraz
kontaminasyona neden olabilmekte, bu nedenle gida ile temas eden ylizeylerin

dezenfekte edilmesi gerekmektedir (Zameer vd., 2016).

1.1.1 Patojenite ve Viriilans Faktorler

P. aeruginosa inanilmaz derecede karmasik, birbirine bagli bir¢ok sistem
tarafindan kontrol edilen, hiicreyle iligkili ve hiicre dis1 ¢ok sayida viriilans faktore
sahiptir. Dis zarda bulunan lipopolisakkaritler ve dis zar proteinleri, kamg1 ve pili,

ekzotoksin A gibi ¢esitli toksinler ve hidrolitik enzimler salgilayan salgi sistemleri,



fosfolipaz C, DNaz, piyosiyanin, ramnolipit, aljinat, sideroforlar ve QS sistemi P.
aeruginosa’ya ait viriilans faktorlerdir. Buna ek olarak QS genlerinin, P.
aeruginosa genomunun yaklasik % 10'unu diizenledigi disiiniilmektedir (Diggle ve
Whiteley, 2020; Jurado-Martin vd., 2021).

Ekzotoksin A, en Onemli viriilans faktorlerden biridir. Protein
biyosentezinin inhibisyonuna yol agar. Ekzotoksin A giiglii bir sitotoksindir ve
insan alt1 primatlar da dahil olmak iizere ¢esitli hayvanlar i¢in ldiirtictidiir (Pollack,
1983).

Ramnolipitler yiizey aktif maddelerdir. P. aeruginosa'da ramnolipit
sentezinin biyofilm olusumunda, siirii hareketinde ve antibiyotik direncin
olusumunda rol oynadig1 bildirilmistir (Soberon-Chavez vd., 2021). Fosfolipaz C
(hem hemolitik hem de hemolitik olmayan) akciger yiizey aktif madde proteinlerini
hidrolize etmektedir. Bu hemolitik enzimler, eritrositlerin lizisine neden olan ve
plazma zarmin iglevini bozan sitolitik toksik proteinlerdir (Hassanein, 2014).

Elastaz A ve B (LasA, LasB) gibi ¢esitli proteolitik enzimler de yine
viriilans faktorlerdendir. Bu enzimler konak elastinini pargcalama yetenegine
sahiptir. Ozellikle, "psodolizin" olarak da adlandirilan LecB, epitel siki
baglantilarin1 bozma yetenegine sahip en bol bulunan proteaz olarak kabul
edilmektedir (Badillo-Larios vd., 2024).

Ekzopolisakkaritler, bakteri tarafindan salgilanan ve kurutma, oksitleyici
maddeler ve konak savunmasi gibi zorlu hayatta kalma ortamlarina kars1 bakteriyel
toleranst arttirmak i¢in salgilanan ekstraseliiler makromolekiillerdir. Bu
makromolekiiller P. aeruginosa igin biyofilm olusumu igin 6nemlidir ve hastalarda
bakteriyel kaliciliga katkida bulunan adhezinler olarak da islev gorebilmektedirler.
Aljinat, Psl ve Pel P. aeruginosa tarafindan salgilanan ii¢ ekzopolisakkarittir.
Aljinat genellikle kistik fibroz hastalarindan izole edilen suslar tarafindan
salgilanirken, Psl ve Pel esas olarak ¢evreden elde edilen suslar tarafindan iiretildigi
tespit edilmektedir (Liao vd., 2022).

Diger bir viriilans faktor olan piyosiyanin, reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimine ve doku hasarina neden olmaktadir. P. aeruginosa tarafindan iiretilen
DNaz ise besin kaynagi olarak kullanilacak hiicre dist DNA'nin ayrigmasi i¢in ¢ok
onemlidir. Yine bu patojen tarafindan iiretilen hemolizin, farkli hiicre tiplerini

parcalayarak enfeksiyonlarin yayilmasini kolaylastirmaktadir (Edward vd., 2023).



Lipopolisakkarit (LPS) dis yapiy1 korumak ve konak hiicrelerini zehirlemek
icin dnemli bir ylizey yapisal bilesenidir. LPS'deki lipid A'nin endotoksisitesi, doku
hasarini, baglanmay1 ve konak reseptorleri tarafindan taninmayi saglamakta ayrica
antibiyotik toleransi ve biyofilm olusumu ile iligkili olabilmektedir (Qin vd., 2022).

Yiizme, segirme ve siirli hareketliligi i¢in 6nemli olan pili ve flagella,
enfeksiyonda da rol oynamaktadir. Yiizeylere pili aracili baglanmanin biyofilm
olusumunda 6nemli bir ilk adim oldugu diisiiniilmektedir. Flagellanin da konakg1
epitel dokular tarafindan iiretilen ve KF (kistik fibroz) balgaminda yaygin olarak
misin P. aeruginosa yapismasina aracilik etmede 6nemli oldugu gosterilmistir
(Diggle ve Whiteley, 2020).

Ayrica bakterilerin bagigiklik sistemi olarak bilinen CRISPR-Cas sistemi,
faj direnci gibi gesitli alternatif islevlerde 6nemli bir role sahiptir. P. aeruginosa'da
bulunan QS, CRISPR-Cas mekanizmasini aktive eder ve bu nedenle QS
inhibitdrleri, anti-CRISPR-Cas adaptasyonlari (yani uygulanan faja karsi direncin
kazanilmasi) olarak kullanilabilir. CRISPR-Cas savunma mekanizmalariin QS
inhibitorlerinin yardimiyla inhibisyonu, P. aeruginosa'nin faj tedavisi kullanilarak

oldiiriilmeye daha duyarli olmasina yol agabilmektedir (Azam ve Khan, 2019).

1.1.2 Biyofilm Olusumu

Biyofilm, hiicre dis1 polimerik maddelerin (EPS) bir araya gelmesiyle
olusan bir matrisin i¢inde yer alan karmasik bir bakteri toplulugudur. Biyofilm
olusumu, sicaklik dalgalanmasi ve besin mevcudiyeti gibi yasam kosullarindaki
beklenmedik degisiklikler sirasinda tiirlerin hayatta kalmasi igin takip ettigi temel
stratejilerden biridir. Boylece biyofilm igindeki bakteriler, konak¢i bagisiklik
tepkilerinden kagabilmekte ve antimikrobiyal tedaviye planktonik hiicrelere gore
1000 kata kadar daha fazla direnebilmektedir (Thi vd., 2020). Ayrica biyofilm
olusumunun da karmasik bir sekilde QS ile baglantili oldugu bilinmektedir (Edward
vd., 2023).

P. aeruginosa en iyi bilinen biyofilm olusturucu bakterilerdendir. Bu
yoniiyle biyofilm calismalarinda model gorevi gérmektedir. Hiicre disi matris,
polisakkaritler, lipitler, proteinler ve niikleik asitler (hiicre dist DNA veya eDNA
ve RNA) ve hiicrelerin ilk yapismasina yardimci olan ve biyofilme yap1 saglayan
biyoylizey aktif maddeler icermektedir. Aljinat, Psl ve Pel, biyofilm matrisindeki

ana bilesenlerden sorumlu {i¢ ekzopolisakkarittir. Aljinat iiretimi, antibiyotiklere ve
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insan bagigiklik savunma mekanizmalarina duyarliligi azaltmaktadir. Biyofilm
ekzopolisakkarit matrisi, antimikrobiyallerin  diflizyonunu  Onleyen ve
antibiyotikleri hareketsiz hale getiren diftizif bir bariyer gérevi goriir. Gram-negatif
bakteriyel biyofilmler, antibiyotiklere kars1 diger biyofilmlere kiyasla daha fazla
diren¢ gostermektedir. Bunun sebebi, Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlarinda
bulunan LPS yapisinin, antibiyotiklerin hiicrelere niifuz etmesini engellemesinden
kaynaklanmaktadir (Azam ve Khan, 2019; Tuon vd., 2022).

Langsrud vd., (2016) diizenli sanitasyon yapilan 3 farkli somon isleme
tesisinden Gram negatif agirlikli bakteri izolasyonu yapmistir. Arastirmacilar, bu
tesislerdeki konveyor bantlarindan izole edilen tiim cinsleri temsil edecek sekilde
14 bakteri susundan olusan bir kokteyl (Listeria, Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Brochothrix, Serratia, Acinetobacter, Rhodococcus ve Chryseobacterium)
hazirlamislar ve model ortamda biyofilm olusumunu incelemislerdir. iki giin sonra
celik yiizeylerde (12°C) yaklasik 10° KOB.cm™'lik stabil biyofilm olustugu ve bu
biyofilm popiilasyonunda baskin olarak Pseudomonas spp.’nin yer aldigini tespit

edilmistir.

1.1.3 Antimikrobiyal Diren¢

P. aeruginosa antibiyotikler ve/veya dezenfektanlarla kontrol edilmesi
oldukca zor bir mikroorganizmadir. Antibiyotiklerin uygunsuz kullanim
antimikrobiyal direncin artisinda en Onemli sebeplerinden olmakla birlikte, P.
aeruginosa bir¢ok antibiyotik grubuna dogal olarak direngli oldugu bilinmektedir
(Lambert, 2002).

Antibiyotik direnci igsel, edinilmis veya adaptif olabilmektedir. I¢sel direng
mikroorganizmanin  kromozomunda kodlanmistir. igsel direng, dis zarin
gecirgenliginin azalmasi, aktif pompa sistemi ile antibiyotigin disar1 atilmasi ve
kromozomal f-laktamaz (AmpC) enziminin varligina baghdir. AmpC,
periplazmada bulunmaktadir ve etkili bir sekilde penisilinler gibi bir¢ok beta-
laktam grubu antibiyotigi hidrolize edebilmektedir. Adaptif direng ise gesitli stres
kosullarinda ortaya g¢ikar. Bu kosullar gen ifadesinde degisiklie neden olarak
diren¢g saglayabilecek genlerin regiilasyonuna neden olur. Adaptif direng
mekanizmalar1 kalic1 degildir ve stres faktoriiniin ortadan kaldirilmasiyla etkisiz

hale gelir. Edinilmis direng, diger organizmalardan diren¢ genlerinin kazanilmasi
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veya avantajli mutasyonlarin se¢ilmesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (Gellatly

ve Hancock, 2013; Langendonk vd., 2021).

1.2 Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlar, ¢ogalmak igin bakteri hiicresine ihtiya¢c duyan zorunlu
bakteri viriisleridir. Bu viriisler oldukga yliksek konaker spesifikligi gosterirler ve
bu ozellik genellikle bir tiire ait suslarla sinirlidir (Monk vd., 2010). Fajlarin
diinyadaki en gesitli ve en bol bulunan varliklar oldugu ve sayilarinin da yaklasik
103132 gldugu tahmin edilmektedir. Fajlar toprak, diski, derin sular, viicut ve lagim
sular1 gibi pek ¢ok yerde bulunmaktadir. Genellikle konakg1 hiicreleri ile ayni
ortamdan izole etmek miimkiindiir (Lin vd., 2017).

Bakteriyofajlar, 1880 yillarinda Avrupa ve Amerika laboratuvarlarinda
ciddi bakteriyolojik calismalarin baslamasindan sonra neredeyse 40 yil boyunca
tanimlanmamugtir. Fajlarin kesfine dair ilk rapor Ernest Hanbury Hankin tarafindan
1896 yilinda verilmistir. Bu rapor Hindistan’da nehir sularinin, 6zellikle Vibrio
cholera ve birgok patojen bakteriye karsi antimikrobiyal etkisinin varligina yonelik
olmustur. Bu kesiften sonra da benzer etkilerin goriildiigii ¢alismalar rapor edilse
de fajlarin, 1915'te Ingiliz mikrobiyolog Frederick Twort tarafindan ve ondan
bagimsiz olarak 1917'de Fransiz-Kanadali mikrobiyolog Felix d'Hérelle tarafindan
kesfedildigi kabul edilmektedir. D’Hérelle kesfinden sonra bakteriyofajlarin
terapotik ajanlar olarak islev goérme yeteneklerini ve dogasini sistematik olarak
arastirmistir (Carlton, 1999; Kutter ve Sulakvelidze, 2004).

D’Hérelle ilk ¢alismalarini Shiga dysentery inhibisyonuna yonelik
yapmustir. Dizanteri hastalarindan giinliikk digki  6rnekleri alarak 6rnekleri
filtrelemis ve filtrati taze Shiga kiiltiirlerine eklemistir. Deneylerde bulanik Shiga
kiltiiriintin -~ bir slire sonra berraklagtigini  gézlemlemistir. Bu  viriise
"Bacteriophagum intestinale" adini vermistir. Bu "bakteriyofaj" adi artik bu tiir
fenomenler icin, litik siireci ilk baslatan materyalin kaynag:1 veya etki ettigi belirli
organizma ne olursa olsun genel olarak kullanilmaya baglanmistir (Kuttner, 1923;
Bruynoghe, 1927).

Erken donem faj arastirmalarinin ¢ogu, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi
icin faj terapisinin gelistirilmesine odaklanmis ve sirketler faj preparatlar
pazarlamaya baslamistir. Ancak, fajlarin biyolojik bir tehlike olabilecegi endisesi

ve ortaya ¢ikan antibiyotigin basarisi, faj terapisine olan ilginin azalmasina neden



olmustur. Faj calismalar1 ancak eski Sovyetler Birligi ve diger Dogu Avrupa
tilkelerinde devam etmistir. Temel faj biyolojisi 1940'larin basinda fajlarin elektron
mikroskobu ile goriintiilenmesiyle kanitlanmistir. Bundan sonra gida giivenligi ve

tarim igin, faj teknolojileri daha hizli benimsenmistir (Salmond ve Fineran, 2015).

1.2.1 Fajlarin Yapisi

Fajlarin biiyiikliikleri oldukga farklilik gosterse de genellikle 24 ila 200 nm
arasinda degismektedir. Fajlar en basit haliyle kafa (kapsit), genetik materyal ve
kuyruk kismindan olusmaktadir. Bir protein kilif olan kapsit tarafindan korunan faj
genomu, viral enfeksiyon icin kosullar saglandiginda kapsitten hedef hiicrenin
sitoplazmasina salinmaktadir. Genel olarak, kapsitin boyutu da genom boyutuna
bagli olarak degismektedir (Hatfull ve Hendrix, 2011; Naureen vd., 2020).

Fajlar morfoloji ve genetik materyal acisindan farklilik gostermektedir.
Fajlarin yaklasik %85'inin ¢ift sarmalli DNA’ya (dsDNA) sahip oldugu tahmin
edilmektedir (Nami vd., 2021). Faj tiiriine bagli olarak genomik materyalleri, tek
sarmalli RNA (ssRNA), c¢ift sarmalli (dSRNA) RNA veya tek sarmalli DNA
(ssDNA) olarak goriilebilmektedir. Genomlar1 depolayan kapsitler ise genellikle
ikosahedral (20 yiizlii) yapidadir. Ancak helezon gibi farkli sekiller de
goriilebilmektedir. Ornegin Tectiviridae ve Corticoviridae ailelerinde bulunan
fajlarda, bir i¢ lipit zar1 goriilirken, Cystoviridae fajlarinda dis zar tabakasi
bulunmaktadir (Sanz-Gaitero vd., 2021). Genom biiyiikliikleri ise 4 kb ila 600 kb
arasinda degismektedir (Briissow ve Hendrix, 2002).

Escherichia coli’ye etkili faj olan T4 faj1, fajlarin morfolojisini tanimlamada
bir model gorevi gormektedir (Sekil 1.1). Bu faj 200 nm uzunlugunda ve 80-100
nm genisliginde olan biiyiik fajlar arasindadir. Kasilabilen bir kuyruga sahip olan
bu faj 20 yiizii olan ikosahedral bir kafa yapisina sahiptir (Sharma vd., 2017). Bu
fajin tiim genomu ise 2003 yilinda dizilenmistir (Miller vd., 2003). ikosahedral kafa
172 kb¢ dsDNA'y1 kapsiillemektedir (Yap ve Rossmann, 2014).
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3 I —)Taban plakasi

Sekil 1.1. T4 fajinin temel yapisi

(Leiman vd., 2003’ten uyarlanmistir)

1.2.2 Fajlarin Yasam Dongiileri

Fajlarin konake1 hiicreyi kullanarak cogalmasimi saglayan ilk adim fajin
konakgiya baglanmasidir. Fajlar konakg¢isini hiicre yilizeyinde bulunan reseptdrler
ile tanmyarak baglanmaktadir (Lin vd., 2017). Bu baglanma iki asamalidir.
Genellikle ilk baglanma tersine c¢evrilebilmektedir. Ancak bundan sonraki
baglanma geri doniisimsiizdiir ve faja ait genetik materyalin konakcgiya
aktarilmasiyla sonuglanmaktadir. Bu aktarim kuyrugun kasilmasiyla veya
bakteriyel hiicre zarlarinin bozulmasina neden olan bazi 6zel enzimlerin varlig
olmak tizere iki yolla saglanmaktadir. Genetik materyal konakgiya aktarildiktan
sonra replikasyon icin iki secenek vardir. Bu secgenekler litik ve lizogenik dongii
olarak adlandirilmaktadir (Karthik vd., 2014).

Litik dongilide (Sekil 1.2) genetik materyal bakteriye aktarilmis ve faj
bilesenlerini olusturmak {izere bakteri hiicresi ele gecirilmistir. Hiicre igerisinde
faja ait kapsit, kuyruk, kuyruk fibrilleri gibi parcalarin liretimi saglanmaktadir.
Viral genom kapsit igerisinde paketlenir ve ardindan kuyrugun montaji yapilir.
Ardindan bakterinin hiicre duvari, faj enzimleri tarafindan zayiflatilir, bu da hiicre
membrani ve duvarinin yirtilmasina yol agarak olgun fajlarin, enfekte olmus bakteri

hiicresinden salinimini saglamaktadir (Guttman vd., 2005).
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Sekil 1.2. Litik dongii

Bakteri Genomu

Iliman veya lizogenik fajlar ya litik dongiiye girerler ya da niikleik asitlerini
konak¢1 genomuna entegre etmektedir. Konak¢i genomuna entegre olan faj
DNA’sina profaj denir. Niikleik asidin entegrasyonu ile profaj yapisi hiicrenin her
boliinmesinde yavru bakterilere transfer edilir. Bu profaji barindiran bakterilere ise
lizojenik bakteri ad1 verilir (Sekil 1.3). Bazi kimyasallara maruz kalma, UV gibi
etkenler bu lizogenik dongiiniin sona ermesine yol agabilmekte ve litik dongii
devreye girmektedir. Bu siirece indiiksiyon denir (Karthik vd., 2014). Profaj konak
hiicrede fenotipik degisimlere neden olabilmektedir. Hatta profaj viriilans gen

tagiyorsa bunun bakteri patojenitesinin artmasina neden olabilecegi bilinmektedir
(Chen vd., 2020).
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Sekil 1.3. Lizogenik dongii

Litik ve lizogenik dongii disinda nadir goriilen ancak 6nemli olan baska bir
yasam dongiisii ise pseudo-lizogeni olarak adlandirilan bir dongidiir. Pseudo-
lizogenik dongiide faj niikleik asidi, konakgry1 enfekte ettikten sonra ne istikrarl
uzun vadeli bir baglant1 (lizogeni) olusturur ne de litik tepkiyi tetikler. Bunun yerine
faj niikleik asidi konakgi hiicrenin i¢inde inaktif bir formda kalir. Bu durumun besin
yoklugunda olustugu diisiiniilmektedir. Faj, besin smirli oldugunda ve bakteriyel
konaklar eksik oldugunda agliktan ve ¢evreden yok olmaktan kaginmak i¢in bu tiir

bir etkilesim gelistirmektedir (Naureen vd., 2020).

1.2.3 Fajlarin Siniflandirilmasi

Virlislerin - siniflandirilmasi, ilk basta bireysel ¢abalarla smirliyken,
Uluslararasi Viriis Taksonomisi Komitesi'nin (ICTV) kurulmasiyla diinya ¢apinda
koordineli bir girisim haline gelmistir. ICTV, her Uluslararasi Viroloji
Kongresi'nden sonra prensip olarak verileri ve onerileri toplayip periyodik olarak
bir rapor yaymlamaktadir. Bu rapor, viriis ailelerini ve cinslerini agiklamakta
mevcut taksonlarin giincellemelerini ve yeni gruplarin detaylarii igermektedir

(Ackermann ve Berthiaume, 2023). ICTV igerisinde yer alan Bakteriyel ve Arkaeal
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Alt Komite (BAVYS) fajlarin siniflandirilmasina odaklanmis durumdadir (Chibani
vd., 2019). Bu komite fajlari, genomun molekiiler bilesimi (ss/ds, DNA veya RNA),
morfolojisi, kapsit yapisi ve konake¢1 araligi dahil olmak pek cok ozellige gore
siniflandirmaktadir (Zhu vd., 2022).

Tarihsel olarak fajlar, PCR, dizileme veya bugiin bildigimiz birgok
molekiiler yontemin varligindan oOnceki zamanda morfolojilerine gore
siniflandirilmistir. Kuyruklu fajlar i¢in resmi taksonomi, fajlar1 A (kasilabilen
kuyruk), B (uzun, kasilmayan kuyruk), C (kisa kasilmayan kuyruk) olmak iizere ii¢
morfotipe siniflandiran David Bradley'in oncli siniflandirma ¢alismasindan
tiiretilmistir. Bu sistem daha sonra Ackermann ve Eisenstark tarafindan
gelistirilmistir (Bradley, 1967; Turner vd., 2021).

Literatiirde yer alan pek ¢ok ¢alismada bakteriyofajlarin yaklasik %96'sinin,
i¢ aileyi iceren Caudovirales takimina ait oldugu goriilmektedir (Zrelovs vd.,
2020). Bu takim igerisinde yer alan kasilabilen kuyrugu olan fajlar Myoviridae, kisa
kuyrugu olan fajlar Podoviridae ve kasilmayan uzun kuyruklu fajlar ise
Siphoviridae ailelerine dahil edilmektedir (Giri, 2021). Ancak bu siniflandirma
aciklandig1 sekilde yalnizca morfolojiye dayali bir smiflama olarak karsimiza

cikmaktadir (Sekil 1.4).

Myoviridae Podoviridae Siphoviridae

Sekil 1.4. Morfolojiye dayali Caudovirales faj aileleri (eski siniflandirma)

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) tarafindan desteklenen veri
tabanina gore Caudoviricetes sinifinda tanimlanan fajlarin sayisi 2015'te 1359'dan
2022'de 4483'e cikmustir. Virlis kesfine yonelik kapsamli dizileme cabalar
nedeniyle ICTV, yeni tanimlanan fajlarin tam sayisin1 yakalayamamaktadir. Bu
nedenle ICTV yakin zamanda faj simiflandirma sistemini (Agustos, 2022)

giincellemistir. Morfolojiye dayali olan Siphoviridae, Podoviridae ve Myoviridae
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gibi birkag biiyiik aile kaldirilmis ve niikleotit bazli genomik benzerlikler
kullanarak fajlar yeniden siniflandirilmistir. Giiniimiizde stirekli olarak yeni fajlarin

kesti ve tiirler aras1 benzerlikler siniflandirmada bazi zorluklarin olmasina neden

olmaktadir (Zu vd., 2022; Guan vd., 2023).

Ayni zamanda "podoviriis", "miyoviriis" veya "sifoviriis" gibi morfolojik
(taksonomik olmayan) tanimlayici terimlerin ayirt edici 6zellikleri yansitmak ve
tarihsel referanslarini korumak i¢in kullanimina izin verilmistir; ancak 2022’den bu
yana herhangi bir resmi taksonomik anlam ifade etmemektedirler (Turner vd.,

2023).

1.2.4 Pseudomonas aeruginosa Fajlari

Bakteri inhibisyonunda fajlarin kullanimi, antibiyotik tedavisine alternatif,
giivenli, etkili ve tamamen dogal bir secenek durumundadir. Antibiyotik direncli
suslarin  yayginlhigindaki keskin artis faj tedavisine olan ilgiyi yeniden
canlandirmistir. PSeudomonas cinsini hedef alan bakteriyofajlar ilk olarak yirminci
ylizyiin  ortalarinda  kesfedilmistir. Bu  mikroorganizmanin  hastane
enfeksiyonlarindaki biiylik rolii ve yliksek antibiyotik direnci nedeniyle, P.
aeruginosa'yi inhibe etmek i¢in bakteriyofajlarin kullanilmasi biiyiik ilgi gdrmiistiir
(Don ve Van Den Ende, 1950; Chegini vd., 2020).

Fajlar boyut, karmasiklik, genetik yap1 ve morfoloji agisindan farklilik
gostermektedir. P. aeruginosa’ya etkili fajlar da morfolojik ve genetik agidan
gesitlidir. Cogu Pseudomonas faji kuyrukludur. Cift sarmalli DNA (dsDNA)
genomlarina ve miyoviriis, podoviriis veya sifoviriis morfolojisine sahiptir (Sekil
1.5). Bu nedenle Caudoviricetes sinifinin iiyeleridir (Alipour-Khezri vd., 2024).

Garcia-Cruz vd. (2024) izole ettikleri @DCL-PA6 fajinin miyoviriis
morfolojisi gosteren Caudoviricetes sinifinda Pbunavirus oldugunu tespit etmistir.
Fajin genom biiyiikliigii 64 kb¢ uzunlugunda bulunmustur. Farlow vd. (2020) izole
ettikleri 10 litik P. aeruginosa fajinin genom biiytikliiklerini 43,299 ile 88,728 b¢
arasinda bulmustur. Fajlarin ve G+C igerikleri %52,1 ila % 62,2 arasinda bulunmus
ve 68 ila 168 kodlama dizisi igermektedir. Costa vd., (2024) atik sulardan 27 adet
P. aeruginosa faji izole etmistir. Bu fajlar dsDNA igeren Caudoviricetes sinifininda
podofaj morfolojisi gosteren Autographiviridae, Bruynoghevirus, Schitoviridae,
Zobellviridae; sifofaj morfolojisi gosteren Samunavirus, Casadabanvirus,

Mesyanzhinovviridae, Detrevirus ve yine Caudoviricetes smifina ait miyofaj
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morfolojisine ait Pbunavirus ve Phikzvirus olarak tanimlanmistir. Yine Pbunavirus
cinsi genomlart ile homoloji gosteren faj vB_PaeM_LS1 genomu, %55,7 G+C
igerigine sahip 66,095 b¢ dogrusal ¢ift sarmalli DNA'dan olusmaktadir. Toplam 92
ongoriilen acik okuma gercevesi (ORF) ve 0 tRNA geni mevcuttur. Ongoriilen
ORF'ler arasinda, yalnizca 36'sinin belirli islevlere sahip oldugu ve Ongoriilen
proteinlerin yaklasik %60"min islevi bilinmedigi bildirilmistir (Yuan vd. 2019).
Whiteley ve Whiteley, (2024)’de izole ettikleri litik Pseudomonas fajinin kapsit
boyutunu 59,3 + 3,6 nm ¢apinda ve kuyruk uzunlugu 120.2 + 4.4 nm uzunlugunda
bulmustur. Faj genomunun 57,462 b¢ uzunlugunda, %57'lik bir GC igerigine sahip,
Queuovirinae alt familyasinda ve Nipunavirus cinsine ait oldugu tespit edilmistir.
Lizogenik faj D3 ¢ift sarmalli DNA genomuna sahip 56,426 b¢ uzunlugunda ve 90
varsayimsal ORF igermektedir (Kropinski, 2000).

Autographiviridae Casadabanvirus Phikzvirus

Sekil 1.5. Caudoviricetes sinifina ait farkli faj 6rnekleri

Faj genomlariin 200 kb¢’ den biiyiik olmasi durumunda bu fajin "dev veya
jumbo" olarak kabul edilmesi 6nerilmistir. PhiKZ faj1, dev olarak siniflandirilan ilk
bakteriyofajdir ve P. aeruginosa iizerinde etkilidir. Bu fajin, bas ¢ap1 120 nm,
kuyruk uzunlugu ise 180 nm ve biiyiik bir dsDNA olan genomunun boyutu 280.334
b¢’dir (Mesyanzhinov vd., 2002). Faj enfeksiyonundan sonra DNA paketlemesi
stirasinda basin tiim i¢ boslugunun DNA ile doldugu diisiiniilmektedir. Bu durumda,
kapsitin i¢ boyutunun paketlenmis genomun toplam hacmiyle orantili oldugu
varsayilmaktadir. Ancak, phiKZ kapsiti genom paketlemesinde benzersiz ek bir
yapisal 6zellige sahiptir. Faj basinin merkezinde, diisiik elektron yogunluklu "i¢
govde" adi verilen bir silindir bulunur. Bu silindir, i¢ gévdenin etrafina makara
benzeri bir sekilde paketlenmis lifli bir malzeme ile ¢evrilidir. i¢ gévdenin kendisi

yay benzeri bir goriinime sahiptir (Sekil 1.6). Bu yapilar, faj pargaciklarinin
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bakterilere adsorpsiyonundan sonra kaybolur. PhiKZ faji, i¢c gévde yapisinin
gorsellestirildigi ilk bakteriyofajdir (Krylov vd., 1984; Sokolova vd., 2014).

Sekil 1.6. PhiKZ (a) ve PhiKZ benzeri fajin (b) i¢ gévde yapilari

P. aeruginosa’ya etkili fajlar genetik materyal olarak dsDNA disinda,
ssDNA (faj Pf3 gibi) ve dsRNA (faj phi8 gibi) genomlarin1 da igerebilmektedir
(Luiten vd., 1985; Hoogstraten vd., 2000; Ruokoranta vd., 2006).

Inoviridae ailesinin tiyeleri olan filamentli fajlar (Pf) zarfsiz ve 5,5-10,6
kb'lik siiper sarmal, dairesel, ssDNA genomuna sahip virtslerdir (Sekil 1.7).
Inoviriisler yapisal olarak sarmal simetriye gore iki smifa ayrilabilir: Smf I
Inoviriisler oldukga simetriktir ve Escherichia coli'yi enfekte eden Fd ve M13 gibi
tiirleri igerir. Simif II Inoviriisler biikiilmiis, sarmal bir simetriye sahiptir ve Pf
fajlarm1 igerir. Inoviriisler, Gram-negatif bakterilerin piluslarina tutunur ve
olusturulan yeni fajlar, konak¢iy1 6ldiirmeden hiicrelerden ekstriizyonla salinirlar.
Faj DNA's1 kromozom disinda kalabilir veya bakteri genomuna entegre olabilir. Pf1
ve Pf3 fajlart ICTV tarafindan tiir olarak taninma kriterlerini karsilayan P.
aeruginosa filamentli fajlaridir (Secor vd., 2020; Knezevic vd., 2021; Gavric ve
Knezevic, 2022).
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Sekil 1.7. Inoviridae sematik gosterimi

DsRNA fajlarinin kesfi, ii¢ segmentli dSRNA genomuna sahip lipit iceren
bir bakteriyofaj olan phi6'nin tanimlanmasi 1973 yilina dayanir. Faj phi6, ABD,
Nebraska'da Pseudomonas bulagsmis fasulye samanindan izole edilmistir. Fajin
konakgis1 P. syringae pv. phaseolicola’dir (Vidaver vd., 1973). Phi6, bilinen diger
tim bakteriyofajlardan iki temel agidan farklidir: polihedral bir kapsidi ve

segmentli bir dSRNA genomunu ¢evreleyen bir lipit zarfa sahip ilk tanimlanan
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fajdir. Bu zarfl1 viriisler Cystoviridae ailesinde yer alir. Cystoviridae fajlari kiiresel
(Sekil 1.8) ve yaklasik 85 nm ¢apindadir. Bu ailede yer alan fajlar toplamda 12,7—
15,0 kb¢ uzunlugunda, dogrusal, ii¢ segmentli ¢ift sarmalli RNA igerir. Tiim
segmentler birkag viral proteini kodlar. Konakgi araliklar1 cogunlukla Gram negatif
bakteriler ve 6zellikle Pseudomonas tiirleridir (Poranen vd., 2017). ICTV yakin
zamanda viriislerin taksonomik siniflandirmasi i¢in ek siralamalar tanitmustir.
Viriisleri konak 0Ozgiilliigline, morfolojik o6zelliklere veya Ornegin hastalik
semptomlarina gore gruplandirmak yerine gercek filogenetik iliskileri yansitan
siiflandirmay1 baz almaktadir. Polimeraz geni (RdRp veya ters transkriptaz
kodlayan) de RNA virlislerinin filogenetik analizlerinde ve siniflandirilmasinda

kullanilacak bir ayirt edici gen olarak se¢ilmistir (Méantynen vd., 2023).

e
W;) (%) .
X dsRNA segmentleri

Sekil 1.8. Cystoviridae sematik gosterimi

GenBank Genom veri tabaninda 2016 yilina kadar 6 adet ¢ift sarmalli RNA
(dsRNA) bakteriyofajinin (phi6, phi8, phil2, phil3, phi2954 ve phiNN) ve 12 tek
sarmall1 RNA (ssRNA) bakteriyofajinin genom dizileri yer almistir. Yang vd., 2016
yilinda hastane kanalizasyonundan P. aeruginosa’ya etkili ilk i¢ segmentli dSSRNA
genomuna sahip faj phiYY’yi izole etmistir. Bu faj kuyruksuz, kiiresel ve yaklasik
50 nm ¢apindadir. Bu kesfin ardindan phiY'Y'nin P. aeruginosa enfeksiyonlarina
kars1 antimikrobiyal potansiyeli aragtirilmistir ve phiY Y'nin antibiyotik direncli P.
aeruginosa'nin neden oldugu kronik akciger enfeksiyonunun tedavisinde ilk insan
uygulamasi1 olarak bildirilmistir. PhiYY, siddetli pulmoner P. aeruginosa
enfeksiyonu, tip I solunum yetmezligi olan 40 yasinda bir hastada son ¢are olarak
uygulanmistir. Faj hastadan izole edilen piyomelanin iireten P. aeruginosa susuna

etkili olmustur. Uygulama dsRNA fajinin kronik akciger enfeksiyonunun
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tedavisinde uygulanmasini temsil etse de dsSRNA fajinin giivenligi ve etkinligi i¢in

daha fazla degerlendirme gerektirmektedir (Li vd., 2023b).

1.3 Fajlarin Gidalarda Kullanimi

1.3.1 Biyokoruma

Gida sanitasyon teknikleri ve patojen gozetimindeki bir¢ok ilerlemeye
ragmen, gida kaynakli hastaliklar diinya ¢apinda hastaneye yatis ve 6liimiin 6nemli
bir nedeni olmaya devam etmektedir. Pastorizasyon, yiiksek basingli isleme,
1sinlama veya kimyasal dezenfektanlar gibi geleneksel yontemler, gidalardaki
mikrobiyal popiilasyonu ¢esitli derecelerde azaltmakta ancak birtakim problemleri
de beraberinde  getirmektedir.  Yiksek yatinm  maliyeti, kimyasal
antimikrobiyallerin asindirici dogalari nedeniyle isleme ekipmanina olas1 hasar,
gidalarin organoleptik nitelikleri ve besin degeri lizerindeki kayiplar ve bu
dekontaminasyon stratejilerinin, gidalarda dogal olarak bulunan bir¢ok yararlt
bakteriyi de ayrim gézetmeksizin 6ldiirmesi bu problemlere 6rnek verilebilir. Bu
eksikliklerden birkacini ele alan umut verici bir teknik, patojenik bakterileri 6zel
olarak hedeflemek ve onlari gidalardan uzaklastirmak i¢in ¢evreden izole edilen
litik bakteriyofajlar1 kullanan yesil ve dogal bir yontem olan bakteriyofaj
biyokontroliidiir (Moye vd., 2018).

Faj biyokontrolii, gidalarda patojen bakterileri, normal ve genellikle yararl
mikroflorayr olumsuz yo6nde etkilemeden inhibe etmek igin litik fajlarin
kullanilmasidir. Bu teknoloji yalnizca patojenik bakterileri etkili bir sekilde inaktif
hale getirmekle kalmaz ve gida raf omriinliin uzamasini saglar. Ayn1 zamanda
tehlikeli kalintilarin olmamasi, fajin uygun konak¢1 varliginda kendini ¢ogaltma
ozelligi, digiik maliyet avantajlarina da sahiptir. Bu nedenle ticari faj {iriinleri
bir¢ok iilkede kullanilmaya baslanmistir (Ge vd., 2022; Costa vd., 2023).

Gida giivenligi uygulamalar1 i¢in ilk faj triinii olan ve Listeria
monocytogenes'i hedef alan ListShield™, 2006 yilinda hazir tiikketime uygun et ve
kiimes hayvanu iiriinlerine dogrudan uygulanmak iizere Gida ve ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onay almistir (Vikram vd., 2022). Giiniimiizde firmalar farkli patojenleri
hedef alan pek c¢ok faj iirlinilinii satisa sunmaktadir. Phageguard, AgriPhage, Eliava,
FagoFarma, Iskraphage gibi 20’yi askin firmanin faj terapi, hayvan sagligi, gida
giivenligi gibi farkl alanlarda faj preparati bulunmaktadir (Phage Products, 2024).
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Gidada kullanilmak iizere tasarlanan fajlar yiiksek litik etkiye sahip
olmalidir. Konake1 araliklart hedef mikroorganizmanin epidemiyolojik olarak
onemli tiim suslarini kapsamalidir. Ayrica latent siireleri kisa olmalidir. Segilen
fajlar amaglanan kullanim ortaminda stabil olmalidir. Tiim bunlara ek olarak
fajlarin genis bir konakg¢1 araligr da olmalidir, ancak bu sinirlama faj kokteylleri
kullanilarak hafifletilebilir (Kazi ve Annapure, 2016).

Bu bolimde son yillarda gidalarda yapilan bakteriyofaj calismalarina
ornekler verilmistir:

Abdelaziz vd. (2024) faj vB_BceS-M2 ve yaygin olarak kullanilan bir
antimikrobiyal peptit olan nisinin, gidalardaki B. cereus'a karsi antimikrobiyal
etkinligi artirmaya yonelik calisma yapmislardir. Nisinin fajla sinerjik etki
gosterdigini, potansiyel olarak besiyerinde faj direngli bakterilerin gelismesinin
engellendigi gosterilmistir. Calismada tam yagl ve yagsiz siit, haslanmis piring,
peynir ve dondurulmus kofteler dahil olmak {izere ¢esitli sivi ve kati gida
matrislerinde hem 4°C'de hem de 25°C'de uygulamalar gerceklestirilmistir.
Kombinasyonun diisiik sicaklikta farkli gidalarda olduk¢a etkili oldugu
goriilmiistiir. Yine benzer bir calismada DZ1 adli B. cereus fajinin piring unu ve siit
orneklerinde etkinligi belirlenmistir. Piring unu Orneginde 25°C'de 6 saat
inkiibasyondan sonra, bakteri sayist 3,44 log KOB/mL azaltilmis ve 12 saat
sonrasinda B. cereus sayisi tespit limitlerinin altina diigmiistiir. Siit 6rneklerinde ise
25 °C' de 6 saat sonunda faj uygulanan grupta B. cereus sayisinin 4,21 log KOB/mL
azaldig1 ve sonraki saatlerde ise B. cereus tespit edilemedigi bildirilmistir (Huang
vd., 2024b).

Peng-Fei vd., (2024) tavuk etinde ve domuz etinde faj kullanarak E. coli
0O157:H7 ve Salmonella inhibisyonunu hedeflemislerdir. Kontrol gruplarinda
4°C'de 10 saatlik depolama sirasinda, bakteri sayisi stabil kalmistir. Tavuk
orneklerinde Salmonella sayist MOI (Multiciple of Infection):1000 degerinde 2
saatin sonunda tespit limitlerinin altinda indirgenmistir. Ayni sekilde E. coli
O157:H7 sayis1 da 2 saatin sonunda tespit limitlerinin altinda bulunmustur. Domuz
orneklerinde ise MOI 100 degerinde Salmonella sayis1 3,90 log KOB/cm?’den 1,88
log KOB /cm*ye ve E. coli O157:H7 sayis1 3,89 log KOB /cm?’den 1,67 log
KOB/cm? ye indirgenmistir. Salmonella inhibisyonunun hedeflendigi baska bir
calismada ise tilketime hazir olarak satilan kavun ve ananas dilimlerinde faj

karigiminin etkinligi incelenmistir. Calismada hazirlanan kokteyl ile kavunda S.
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Typhimurium sayisinda MOI 1000 ve 10000 degerlerinde 2 log KOB/g azalis;
ananas Orneklerinde ise MOI 10 ve 100 degerlerinde 1 log KOB/g azalis saglandigi
tespit edilmistir (Encu vd, 2024).

Bir bagka ¢alismada ise tar¢in yagi1 ve bakteriyofajin birlikte ve ayr1 ayri
Listeria monocytogenes iizerine etkisi incelenmistir. Calismada faj vB_LmoS-
PLM9 ve tar¢in yaglarinin birlikte kullaniminin, tekli islemlerden daha yiiksek
verimlilik gosterdigi bildirilmistir. MOl 100 degerinde faj ve % 0,125 oraninda
tarcin yagi kullanilan siit 6rneklerinde L. monocytogenes’in tespit limitleri altinda
kaldig1 goriilmistir (Maung vd., 2024).

Lambuk vd., (2024) dana eti, ¢ikolatali siit ve marulda Staphylococcus
aureus’un inhibisyonunu hedeflemisler ve faj mSA4 ile sirasiyla 2,8 log KOB /cm?,
2,1 log KOB /mL ve 3,2 log KOB /cm? indirgeme elde etmislerdir.

Bogun vd. (2024) ise tavuk iirlinleri iiretim siirecinde gida zinciri boyunca
Campylobacter yiikiiniin azaltilmasina yonelik saha c¢alismalar1 yapmistir. Bu
calismada faj ve diger antimikrobiyal ajanlar tek basina ve kombine halinde igme
suyu ve yem katki maddesi olarak kullanilmistir. Sodyum propiyonat, potasyum
sorbat ve sodyum diasetattan olusan organik asit karisimimin igme suyu yoluyla
uygulanmasi, digki 6rneklerinde ve kesim aninda kor bagirsak 6rneklerinde 4,9 log
KOB/mL gibi 6nemli azalma saglamistir. Fletchervirus faji NCTC 12673 ve
Firehammervirus faji vB_CcM-LmgsCPL1/1'den olusan faj karigiminin
uygulanmasi ise dozlamadan 1 giin sonra diski1 Orneklerinde Campylobacter
yiikiinde 1,1 log KOB/mL azalis saglamistir. Sadece yem yoluyla kurkumin
uygulanmasi kiiclik ve tutarsiz azalmalara yol agmistir. Test edilen tim Onlem
uygulamalarinin kombinasyonu olan grupta 1,1 log KOB/mL'ye kadar azalmalar
gbzlemlenmistir. Saha denemelerinin sonuglarina gore, birincil {iretimde hem tek
basina hem de kombine azaltma Onlemlerinin etlik piliglerde Campylobacter
yiikiinii azaltabildigini, ancak hicbir uygulamada sinerji goézlemlenmedigi
belirtilmistir.

Bitki patojenlerine kars1 miicadelede geleneksel antimikrobiyal ajanlarin,
bakir bazli bakterisitlerin ve antibiyotiklerin kullanimu, bitkilerde biyoakiimiilasyon
ve mikrobiyal direng¢ gibi ¢esitli sorunlara neden olmaktadir. Bitki patojeni olan
Pseudomonas syringae’nin cay bitkisinde inhibisyonun amaglandigi bir ¢calismada
bitkiler faj vB_PsS LDT32 ile muamele edilmistir. Yapilan incelemede bitkilerde

Pseudomonas syringae sayisinin 4 giin sonra 1 log/0,5 g azalis gosterdigi tespit
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edilmistir (Liu vd., 2024a). Vu vd., (2024) sebzelerde yumusak c¢iliriimeye neden
olan Pectobacterium tiirlerine kars1 iki fajdan (phiPccP-2 ve phiPccP-3) olusan bir
faj kokteyli hazirlamistir. Bu faj kokteyli, in vitro denemelerde tek faj
uygulamalarina kiyasla faj direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasini engellemistir. Cin
lahanasi yapraklarinda yapilan denemede de faj kokteyli uygulamasi, olgunlagmis
yapraklarda yumusak ¢iliriime semptomunun gelismesini etkili bir sekilde
engellemistir. Ayrica ¢alismada ek olarak {i¢ fajdan (phiPccP-1, phiPccP-2 ve
phiPccP-3) olusan bir faj kokteyli Cin lahanasi fidelerine uygulanmis ve kokteyl
Pectobacterium suslarinin karisimina karsi istiin biyokontrol etkinligi gostermistir.
Sonug olarak, faj kokteyllerinin gelistirilmesinin tek faj uygulamalarina kiyasla
mahsullerde Pectobacterium suslarinin neden oldugu yumusak ¢iiriime hastaliginin
biyokontroliinde daha etkili bir yaklagim oldugu belirtilmistir.

Kabuklu deniz iiriinleri ile yapilan bir uygulamada ise hedef bakteri olarak
Vibrio parahaemolyticus’un inhibisyonu hedeflenmistir. Calismada yapay olarak
kontamine edilen orneklerin faj VP41s3 ile muamelesi saglanmig ve 24 saat
sonunda Orneklerde 2,11 log KOB/mL birimlik bir inhibisyon elde edilmistir (Liu
vd., 2024b). Deniz ciftlik baliklarinda ve omurgasizlarda hastalik salginlarina
neden olan Vibrio alginolyticus’a kars1 yesil biyokontrol yodntemlerinin
gelistirilmesini hedefleyen bir ¢alismada deniz suyundan izole edilen faj VaPW
kullanilmigtir. VaPW'nin V. alginolyticus enfeksiyonuna karsi in vivo koruma
etkisini tahmin etmek icin karideslerle bir sagkalim testi gerceklestirilmistir. Farkli
MOI’ lerde fajla tedavi edilen gruplardaki V. alginolyticus ile enfekte karideslerin
sagkalim oranlar1 7 giin boyunca takip edilmistir. MOI 0,01'den ve ¢ok daha diisiik
olan MOI 0,0001'deki faj gruplarinda sagkalim oraninda hafif bir iyilesme (%55)
goriiliirken MOI 0,01 ve 1 'lerdeki fajla tedavi edilen gruplar cok daha yiiksek (%65
ve %70) sagkalim oranlari1 gostermistir (Wang vd., 2024).

Bakteriyofajlarin gida koruyucu olarak kullanilmasinin etkinligi, gida
matrisi, ylizey alani, temas siiresi, bakteri yiikii, bakteriyofaj dozaji ve diger
bilesiklerin varligr gibi cesitli faktorlere baglhidir. Bakteriyofajlarin giday1
korumada basarili bir sekilde uygulanmasi, optimum sonuglara ulagsmak icin
dikkatlice degerlendirilmesi gereken bu temel degiskenlerden etkilenir (Chaudhary
vd., 2024).

Literatiirde yapilan caligmalara bakildiginda P. aeruginosa’nin gidalarda

fajlar ile eliminasyonuna yonelik caligmalarin yetersiz oldugu goriilmektedir.
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Kauppinen vd. (2021) sularda P. aeruginosa’nin fajlar ile biyokontroliinii
amaglamiglardir. Bu amagla atik sulardan izole ettikleri fajlar ile (Pseudomonas faji
vB_PaeM_ V523 ve Pseudomonas faji vB_ PaeM_V524) yaptiklar1 denemede 6 saat
igerisinde P. aeruginosa inhibisyonu gozlemlenmistir. Denemelerde en fazla azalis
faj kokteyl ile yapilan analizde bulunmustur (>3,4 log). Yine benzer olarak Grami
vd. (2021) izole ettikleri PA25 fajmin P. aeruginosa inhibisyonunda etkisini
incelemisler ve 3 ila 5 log arasinda inhibisyon sagladigini tespit etmislerdir. Bu
caligmada faj ile muamele edilen atik su 6rneklerindeki P. aeruginosa suslarinin
streptomisin, gentamisin ve rifampisin antibiyotiklerine kars1 direncinin azaldig1 da
belirlenmistir. Sharma vd. (2021) atik sulardan izole ettikleri Pseudomonasphage
DRL-P1’nin litik aktivitesini ve farkli kosullardaki etkinligini incelemislerdir. Fajin
4°C ila 40°C sicaklik araligma ve pH 5,0 ila 10,0 kosullarinda stabilitesinin
bozulmadigi rapor edilmistir. Kirlenmis ylizeyler i¢in yapay olarak kirletilmis lam
modeli olusturularak fajin %90 dekontaminasyon potansiyeli oldugu rapor
edilmistir. Zhang vd. (2022) faj endolizin enzimleri ile yaptiklari caligmada
siselenmis su, siit, tavuk ve somon {izerinde bu enzimlerin P. aeruginosa’ya karsi
etkinligi degerlendirilmistir. Calismada EDTA ile veya yalniz olarak etkinligine
bakilan enzimlerin su (2,2 log) tavuk (0,6 log) ve somonda (1,1 log) indirgeme
saglayabildigi kaydedilmistir. Siit ile yapilan denemede canli sayimlarda 6nemli bir
azalma olmamustir. Yilmaz (2024) P. aeruginosa’ya etkili vB_Pae-K10 ve vB_Pae-
K13 fajlarinin 4 ve 37°C’de litik aktivitesinin oldugunu, yapilan deneylerde 4°C’de
tavuk etinde P. aeruginosa’ya karsi ¢ok kuvvetli enfektif etki gosterdigini ve
dolayisiyla tavuk etinde biyokoruyucu olarak kullanma potansiyeline sahip oldugu

belirlenmistir.

1.3.2 Sanitasyon ve Antibiyofilm Ajam

Fajlar gidalarda patojen inhibisyonun yan: sira endiistride sanitasyon ve
antibiyofilm ajani olarak kullanilabilmektedir. Son yillarda bakterilerin olugturmus
oldugu biyofilmleri faj preparatlar1 ile Onlemeye yonelik caligmalar artmisg
durumdadir. Fajlarn, kapsiil polisakkaritlerini veya biyofilm matrisinin
ekzopolisakkaritlerini  pargalamak i¢in kullanilan depolimerazlar iirettigi
bilinmektedir. Bu enzimler fajlarin biyofilm boyunca niifuz etmesini ve hiicre
ylizeyindeki reseptorlere erisimini saglamaktadir. Peptidoglikan1 pargalayan ve

bakteri hiicrelerinin igeriden lize olmasina neden olan faj enzimleri olan
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endolizinlerin de biyofilmleri pargaladig1 tespit edilmistir. Bu 6zelliklere dayanarak
fajlarin, enzimlerinin veya fajlarin antibiyotiklerle birlikte kullanimi biyofilm
kontrolii i¢in umut verici stratejiler olarak kabul edilmektedir (Meneses vd., 2023).

Bakterilerin gida isleme ylizeylerine tutunmasi, bu yiizeylerin patojenik
bakterilerin rezervuari olarak hizmet edebilmesini beraberinde getireceginden insan
saglig1 i¢in bilytk bir tehdittir. Yuan vd. (2019) faj vB PaeM LS1’nin P.
aeruginosa biyofilmlerine kars1 kapasitesini lam tizerinde incelemistir. Biyofilmler
4.8.,12. ve 24. saatlerde gozlemlenmistir. Biyofilm azalimi en iyi 8 saat muamele
edilen preparatta meydana gelmistir. Canli hiicre sayimlarinda da 4 saat boyunca
fajla muamele edilen biyofilm hiicrelerinin yaklasik %93,5 oraninda, bakteriyofaj
eklenmesinden 8 saat sonra alinan 6rneklerde ise en etkili biyofilm azalmas1 %99,7
oraninda gozlenmistir. Zhang vd. (2022) faj endolizin enzimleri ile yaptiklari
calismada polistiren regine ve paslanmaz ¢elik yiizeylerde P. aeruginosa
biyofilmlerine karsi giiclii bir etki gozlendigini belirtmistir. Canli biyofilm
hiicrelerinde 37°C'de 2 saatlik islemden sonra %99,9°’dan fazla azalma oldugu
goriilmiistiir. Yapilan galigmalar fajlarin veya fajlar ile olusturulan kokteyllerin
ozellikle P. aeruginosa biyofilmlerine kars1 gostermis oldugu yiiksek inhibisyon
etkisi gida endiistrisinde faj tabanli dezenfektanlarin kullanilabilirligini
gostermektedir. Direkt fajlar ile veya farkli antimikrobiyal materyaller ile yapilan
gida denemelerinin azlig1 ise bu konuda yeni ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini
gostermektedir.

Diger patojenlere etkili fajlarla ilgili antibiyofilm calismalar1 da mevcuttur.
E. coli de gidanin ¢apraz kontaminasyonuna ve yilizey kontaminasyonuna neden
olan kolayca biyofilm olusturan bir bakteridir. Bras vd., (2024) faj phT4A’1,
25°C'de plastik ve paslanmaz celik yiizeylerdeki E. coli biyofilmini dnlemek ve
azaltmak icin kullanmistir. Faj phT4A'nin inaktivasyon etkinliginin yiizeye bagl
oldugu ve plastik yiizeylerde daha yiiksek inaktivasyon gosterdigi belirtilmistir.
Plastik ve paslanmaz ¢elik tizerinde sirasiyla 6 saatlik inkiibasyondan sonra E. coli
biyofilminde maksimum 55 ve 4,0 log KOB/cm? azalma gozlemlenmistir.
Biyofilm 6nleme deneylerinde ise faj 12 saat sonra 3,2 log KOB/cm? biyofilm
olusumunu onlemistir. Bu ¢alismada faj tedavisi sirasinda faj direngli bakterilerin
ortaya ¢iktig1 gozlemlenmis olsa da faj direngli bakterilerin faj duyarli bakterilere
kiyasla daha diisiik bir biyofilm olusturma kapasitesi oldugu ve genel olarak fajlarin

patojenik bakterilere kars1 yiizey dezenfektani olarak uygulanabilir olabilecegini
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belirtilmistir. Benzer olarak Abou Zeid vd. (2021) 4 faj iceren bir faj kokteyli ile
MDR (Multidrug-resistant) E. coli'nin biiyiimesini 8 saatte in vitro olarak tamamen
engellemis ve 24 saatlik biyofilm gelisimini 6nemli 6l¢iide ortadan kaldirmistir. Bu
calisma, bu dort yeni fajin, biyofilm tireten MDR E. coli’ye kars1 antimikrobiyal
ajan olarak daha da ileri diizeyde karakterize edilebilecegini 6ne stirmektedir.

Cha vd. (2019) bir faj endolizini olan LysCSA13'lin polistiren, cam ve
paslanmaz ¢elik dahil olmak lizere cesitli yiizeylerde stafilokok biyofilmlerini
gidermede yiiksek bir etkinligi gdzlemlemis ve biyofilm kiitlesinde yaklasik %80-
90'l1ik bir azalma gdérmiistiir. Ayrica, 300 nM LysCSA13, paslanmaz ¢elik ve cam
tizerinde olusan stafilokokal yerlesik hiicreleri, kontrole kiyasla 1-3 log birim
oraninda etkili bir sekilde ortadan kaldirmistir. Taramali elektron mikroskobu
analizi ile biyofilm matrisine gomiilii hiicrelerin etkili deformasyonu ve ortadan
kaldirilmas1  goriintiilenmistir. Arastirmacilar, LysCSA13%in temas yiizeyi
matrisinden bagimsiz olarak stafilokokal planktonik hiicreleri ve biyofilmleri etkili
bir sekilde kontrol edebilecegini ve LysCSA13'ilin ¢esitli gida isleme ortamlarinda
umut vadeden bir biyokontrol ajani olarak olas1 kullanimini dnermistir.

Antibiyofilm ajanlar1 olarak bireysel aktivitelerinin yani sira, lizin ve
depolimerazin bir kombinasyonu ile biyofilmlerin etkili bir sekilde uzaklagtirilmasi
saglanabilir. Olsen vd. (2018) endolizin LysK ve poli-N-asetilglukozamin
depolimeraz DA7'nin statik ve dinamik modellerde stafilokok biyofilmlerine kars1
etkinligini aragtirmistir. Hem LysK hem de DA7, sirasiyla diisiik mikromolar ve
nanomolar konsantrasyonlarda polistiren ve cam yiizeylerden statik ve dinamik
biyofilmleri uzaklastirmistir. Enzimler birlestirildiklerinde sinerjik olarak hareket
etmis ve dinamik modelde bireysel enzim tedavisine gore canli hiicre sayisin
onemli dlglide azaltmistir. Genel olarak, sonuglar LysK ve DA7'nin tek baslarina
ve kombinasyon halinde giiclii anti-biyofilm ajanlar1 oldugunu gostermistir.

Ancak, fajlar tarafindan bir biyofilmin tamamen yok edilmesinin zor
oldugunun farkinda olmak onemlidir: matrisin ve diger salgilanan molekiillerin
varligi faj difiizyonunu bozabilmekte ve fajlar icin bir tuzak gibi
davranabilmektedir. Ayrica tedavi sirasinda ¢ogalabilen faj direngli fenotiplerin
varlig1 ve biyofilm topluluklarinin yiiksek cesitliligi konakg1 spesifik olan fajlarin,

biyofilm tedavisini tamamlamasina engel olabilmektedir (Meneses vd., 2023).
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Bakteriler

Fajlarin izolasyonunda Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi, Gida
Miihendisligi Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan
P. aeruginosa NCTC 12924 ve P. aeruginosa ATCC 27853 standart suslari
kullanilmistir. Yine laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan P. putida DSM
6125, E. coli O157:H7 ATCC 43888, S. Enteritidis NCTC 12694, B. cereus ATCC
10876 suslart ve yerel izolatlar olan Proteus vulgaris, Lelliottia amnigena,

Morganella morganii fajlarin konakg1 skalasinin belirlenmesi igin yararlanilmistir.

2.1.2 Antibiyotik Duyarhhk Testi

Bakterilerin  antibiyotik  duyarliliklarinin =~ belirlenmesi ~ amaciyla
siprofloksasin (CIP5), tetrasiklin (TE30), streptomisin (S300), gentamisin (CN10),
penisilin (P10) antibiyotik diskleri (Liofilchem, Italya) kullanilmustir.

2.1.3 1izolasyon Ornekleri
Tez ¢alismast kapsaminda bakterilerin ve fajlarin izolasyonunun saglanmasi
amaciyla gesitli 6rnekler toplanmistir. Bakteri izolasyonu i¢in toplanilan izolasyon

materyalleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Bakteri izolasyonunda kullanilan 6rnekler

Ornek Cesidi Ornek Sayis1
Cig Siit 24
Cesme Suyu 6
Beyaz Et ve Kirmiz1 Et 3
Mandalina-1
Marul-3
Karnabahar-1
Havug-1
Biber-1
Roka-1
Salatalik-1
Toplam:9
Tiiketime Hazir Salata 1
Cevresel Ornekler (Su, toprak vb.) | 4

Sebze ve Meyve
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Toplanilan 6rnekler Boliim 2.2.1°de verildigi sekilde analize alinmistir. Faj

izolasyonu i¢in toplanilan izolasyon materyalleri ise Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. Faj izolasyonunda kullanilan 6rnekler

1. Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi

Egitim ve Arastirma Hastanesi atik

suyux2

Bolu Abant izzet Baysal Universitesi,

Golkoy Kampiisii, Kanalizasyon suyu

Yedigoller, Sazligol

Bolu, Golkoy Koyii, Golkdy Baraji

Bolu, Doganci Koy, Mudurnu Cay1

Bolu, Doganci K&yii, Cevre sulari

Bolu, Kiimes altlik suyu

Bolu, Doganci K&yiix3

Bolu, Karakoy Koyiix3

Bolu, Civril Koyt x4

Bolu, Kiirkgiiler Kdyiix4

Bolu, Sultanbey Koyt

Bolu, Agacilar Koyii

Bolu, Sultanbey Koyiix3

Bolu, Sandallar Koyii

Bolu, Kasaplar Koyii

10. Bolu, Hamidiye Koyii

11. Bolu, Orencik Koyii

12. Bolu, Camyayla Koyl

1. Bolu Abant izzet Baysal Universitesi,
Golkoy Kampiisiix2

2. Bolu, Doganci Koyii

3. Bolu, Golkdy Koyii

no

Atik su, ¢evre sulari, dere vb.

Cig inek siitii drnekleri

©CONOUORAWNDEINO U AW

Toprak 6rnegi

2.2 Yontem

2.2.1 Bakteri izolasyonu

Bakteri izolasyonu i¢in laboratuvara getirilen 6rneklerin %0,85’lik FTS ile
seri dilisyonlar1 hazirlanmis ve Cetrimide Agarda yayma kiiltiir yontemine gore
ekimleri gerceklestirilmigtir. Ekim yapilan Petri kutular1 24-48 saat 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucu Petri kutularinda olusan sari-yesil
koloniler se¢ilmis ve siirme yontemi ile secilen kolonilerin saflagtirilmasi
saglanmistir. Saflastirilan siipheli kolonilerin biyokimyasal testleri yapilmistir.
Biyokimyasal testleri yapilan siipheli P. aeruginosa suslarmin tamlar1 BAIBU,
Bilimsel Endiistriyel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi
(BETUM)’nde bulunan MALDI TOF-MS ile hizmet alim1 seklinde saglanmistir.
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2.2.1.1Biyokimyasal Testler

2.2.1.1.1 42 °C’de Gelisme Testi

Ardisik pasaj yapilan kiltirlerde 42°C’de gelisme P. aeruginosa igin
karakteristik bir 6zelliktir. Saflastirilan kiiltiirler Nutrient Broth besiyerine inokiile
edilmis ve 24 saat boyunca 42°C’de inkiibe edilmistir. Gelisme olan tiipler pozitif
olarak degerlendirilmistir (Al-Saffar ve Jarallah, 2019).

2.2.1.1.2 Gram Boyama
Saflastirma isleminden sonra segilen izolatlarin 18-24 saatlik aktif
kiiltiirleri, Gram boyama islemine tabi tutulmustur. Gram boyama adimlar1 su

sekilde yapilmistir:

1. Aktif kiiltiirlerden steril bir 6ze ile bir koloni alinmis ve bir lam iizerine
aktarilmistir. Koloni 1 damla saf su ile yayilmis ve kurumaya birakilmistir.
Lam bek alevinden 2-3 kez gegirilerek fiksasyon yapilmistir.
2. Preparata kristal viyolet damlatilarak 1 dakika beklenilmistir. Preparat saf
su ile durulanmistir.
3. Liigol-iyot ¢ozeltisi damlatilarak 1 dk. beklenilmistir. Ardindan preparat
yikanmustir.
4. Daha sonra %95°lik etil alkol damlatilarak 10-15 sn. beklenmistir. Preparat
saf su ile durulanmustir.
5. Safranin damlatilmig ve 10-30 sn. beklenilmistir. Preparat yikanmis ve
kurumaya birakilmigtir.
Kuruyan preparatin iizerine immersiyon yagi damlatilmistir. Koloniler
immersiyon objektifinde (x100’liik objektif) incelenmistir. Mavi-mor renkteki
koloniler Gram pozitif, pembe renkli koloniler ise Gram negatif olarak

degerlendirilmistir (Temiz, 2016).

2.2.1.1.3 Katalaz Testi

Saflastirilan koloniler TSA (Tryptic Soy Agar/CASO) besiyerine ekilmis ve
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi Petri kutusunda
bulunan koloniler tizerine %3 liikk H202 ¢6zeltisinden 2-3 damla damlatilmistir. Gaz

kabarciklarinin olusumu, pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2016).
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2.2.1.1.4 Oksidaz Testi

Oksidaz testi aerob bakterilerde bulunan oksidaz enziminin varligini
belirlemek i¢in yapilmaktadir (Halkman, 2019). Oksidaz testi i¢in hazir ticari olarak
satilan Bactident Oxidase kullanilmistir. Bu amagla tek kullanimlik plastik 6ze ile
kat1 besiyerinden bir koloni alinmig ve reaktif damlatilarak 60 sn. i¢indeki mavi-

menekse renk pozitif olarak degerlendirilmistir.

2.2.1.1.5 Asetamit Testi

Asetamit Broth besiyeri bilesiminde yer alan asetamit, tek karbon
kaynagidir. Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas fluorescens ayriminda
kullanilmaktadir (Halkman, 2019). Asetamit Broth besiyerine ekim yapilmis ve
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi gelisme goriilen

tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir.

2.2.1.1.6 UV Isima Testi

Cetrimide Agarda P. aeruginosa kiiltiirlerinin - UV 1518a maruz
birakildiginda floresans 1s1ma verdigi bilinmektedir. Saflastirilan kiiltiirler
Cetrimide Agara siirme kiiltir yontemi ile ekilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonras1 koloniler UV 1s1k altinda incelenmistir. Isima veren

kiiltirler pozitif olarak degerlendirilmistir (Bhuiya vd., 2018).

2.2.1.1.7 Sitrat Testi

Sitrat testi bakterilerin sitrat bulunan besiyeri ortaminda sitrat1 tek karbon
kaynag1 olarak kullanip kullanmadigini belirlemek amaciyla yapilmaktadir. Bu
amacla Simmon sitrat besiyeri kullanilmistir. Bakteri kiiltiirii, igne uglu 6ze ile tiip
icerisinde bulunan yatik agarli Simmon sitrat besiyeri ylizeyine ekilmistir. Ttip,
37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Besiyerinin renginin orijinal yesil renginden

maviye donmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2016).

2.2.1.1.8 MacConkey Testi

MacConkey Agar lizerinde gelisen pembe renkli koloniler laktozu fermente
etme yetenegine sahiptir. P. aeruginosa laktozu fermente edememektedir.
Dolayisiyla laktoz fermantasyonu olmadiginda pH’da bir degisiklik
olmayacagindan pembe renge doniismeyen koloniler P. aeruginosa olarak
degerlendirilmistir (Al-Saffar ve Jarallah, 2019).
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2.2.2 Bakteriyofaj izolasyonu

Faj izolasyonu i¢in Knezevic vd.’nin (2009) kullandig1 yontem modifiye
edilmistir. Laboratuvara getirilen siv1 6rnekler oncelikli olarak kaba filtre kagidi
kullanilarak siiziilmistiir. Kat1 ornekler ise bir miktar %0,85’lik FTS ile
sulandirilarak siizilmeleri saglanmistir. Elde edilen filtratlar 6000 rpm’de 15 dk.
santrifiij edilmistir. Siipernatant steril siselere alinmig, %210 kloroform ile
kanstirilmis ve 4°C’de depolanmastir.

Stipernatantlarda faj varliginin belirlenmesi i¢in ¢ift tabaka agar yontemi
kullanilmistir. Bu amagla Oncelikli olarak konakg¢i bakterilerin aktiflestirilmesi
saglanmistir. Aktif ve logaritmik fazda bulunan 50 pL konakg1 hiicre yumusak agar
(%0,5 agar iceren) TSA igerisine aktarilarak karistirllmistir. Bu karigim igerisinde
onceden dokiilmiis ince tabaka CASO Agar bulunan Petri kutularina yayilmastir.
Petri kutularina dokiilen agar katilastiktan sonra isaretli bolgelere elde edilen
stipernatantlardan 10’ar pL damlatilmis ve Petri kutulari, 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon sonucu Petri kutularindaki isaretli

bolgelerde bulunan litik zonlarin veya plaklarin varlig1 incelenmistir.

2.2.3 Fajlarin Zenginlestirilmesi, Titre Belirleme ve Saflastirma

Damlatma islemi sonucunda plak veya zon goriilen siipernatant 6rnekleri
olast faj soliisyonlar1 olarak zenginlestirme islemine tabi tutulmustur.
Zenginlestirme islemi Eppendorf tiipiiniin icerisinde gergeklestirilmistir. Bu amacla
steril bos Eppendorf tiipii igerisine 10 uL konake1 bakteriden eklendikten sonra 100
uL faj soliisyonu eklenmistir. Oda sicakliginda 10-15 dakika bakteri ve faj,
adsorpsiyonun saglanmasi i¢in bekletilmis ve daha sonrasinda Eppendorf tiipii
tizerine 1 mL TSB (Tryptic Soy Broth) eklenip 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre artiklarinin uzaklastirilmas: amaci ile
12.500 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi yapilmistir. Elde edilen silipernatant steril
bir Eppendorf tiipline alindiktan sonra %10 kloroform ile karigtirilmistir. Bu
islemler yaklasik 108 POB/mL faj titresi elde edilene kadar pasajlar yapilarak
tekrarlanmigtir (Sillankorva vd., 2010).

Titre belirleme islemi icin son tarihli zenginlestirmeden seri diliisyonlar
hazirlanilmis ve ¢ift tabaka agar yontemi kullanilmistir. Bu amagla, log fazdaki
bakteriden 70 pL alinarak 3 mL yumusak agar iizerine eklenerek karigtirilmistir. Bu

karisim Onceden hazirlanmis ince tabaka agar {izerine yayilmistir. Agar
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katilagtiktan sonra Petri kutusu tizerinde isaretli bolgelere faj diliisyonlarindan 10’ar
uL damlatilmis ve 37°C°de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
Petri kutularindaki faj plaklar1 sayilmis ve faj titresi asagida verilen formiil (2.1) ile

hesaplanmustir.
Faj titresi (POB/mL) = Plak say1s1 x Diliisyon Faktérii x 10? (2.1)

Zenginlestirmeler sonucu yaklasik 10°-108 POB/mL titreye ulasan fajlarin
tek plak izolasyonu yapilmistir. Tek plak izolasyonu i¢in faj sollisyonunun
diliisyonlar1 hazirlanmigtir. Her bir diliisyon bir Petri kutusuna yayilacak sekilde
gerekli diliisyonlardan 100 pL alinarak 70 pL konakg1 bakteri ile yumusak agara
ilave edilmis, kanstirildiktan sonra ince tabaka agar Tlzerine yayilmistir.
Inkiibasyona birakilan Petri kutularinda olusan plak morfolojileri incelenerek farkls
olan plaklar secilmistir. Bu plaklar steril enjektor ignesi ile kesilmis ve steril temiz
bir Eppendorf tiipiine alinmistir. Uzerine yaklasik 100 pL besiyeri ilave edilerek
agar igerisindeki fajlarin besiyerine gegmesi Saglanmistir. Ardindan konakgi
bakteriden 10 pL ilave edilerek klasik zenginlestirme prosediiriine devam edilmistir
(Acar Soykut, 2007).

2.2.4 Fajlarin Gelisme Egrilerinin Belirlenmesi

Logaritmik fazda bulunan konak¢1 bakteriden 900 pl alinarak ve iizerine
titresi 10’ POB/mL olan fajdan 100 pL eklenmistir. Fajlar 37°C’de 10-15 dakika
inkiibe edilerek siire sonunda adsorbe olmayan fajlar1 uzaklastirmak i¢in 6000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve Siipernatant uzaklagtirilmistir. Peletler, 10 mL
TSB besiyerinde ¢oziildiikten sonra 107°ye kadar diliisyonlar1 hazirlanarak
inkiibasyona birakilmistir. Sifirinci dakika dahil ilk 30 dakika boyunca her 5
dakikada bir, daha sonra 20 dk. araliklarla faj bakteri karisimindan 10 pL alinmis
ve diliisyonlar yapilarak ¢ift tabaka agar yontemi ile faj titresi belirlenmistir. Faj
titrelerinin sabit kaldig: siire ile latent donem belirlenmistir. Artarak sabit kalan faj
sayisinin latent donemdeki faj sayisina oranlanmasiyla faj patlama biiytkliikleri

bulunmustur (Acar Soykut, 2007).

2.2.5 Fajlarin Adsorpsiyon Grafiklerinin Belirlenmesi
Fajlarin adsorpsiyon grafiklerinin belirlenmesi igin Kropinski (2009)’nin

kullandig1 yontem kullamlmustir. Log fazindaki kiiltiirler, 10’ KOB/mL olacak
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sekilde seyreltilmistir. Konake1 kiiltiir ve faj MOI 0,1 olacak sekilde asagidaki
denklik (2.2) ile hesaplanmis ve karigtirilmig, 10 dakika boyunca 37°C'de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sirasinda 1 dakikalik araliklarla 50 pL karisimdan alinarak
buz akiisii igerisinde bekleyen 950 uLL CASO igerisine eklenmistir. Seri diliisyonlar
yapilarak siipernatanttaki konak¢iya absorbe olmamis fajlarin titreleri
belirlenmistir. Asagidaki esitlikler (2.3 ve 2.4) kullanilarak fajlarin adsorpsiyon hiz

sabiti (k) ve adsorpsiyon orani belirlenmistir.
MOI (Multiciple of Infection) =Faj titresi (POB)/Bakteri sayisi (KOB) (2.2)
k=[(2.3/(Bxt)]x[log (PO/P)] (2.3)
Adsorpsiyon orani: [(PO—P) /P0)] X100 (2.4)

Esitlikte verilen k, adsorpsiyon hiz sabitini; B, bakteri konsantrasyonunu;
PO, baslangic faj titresini; P, son faj titresini; t, faj titresi PO’dan P’ye diisiinceye

kadar gegen zamani temsil etmektedir.

2.2.6 Fajlarin Konakg¢i Skalasimin Belirlenmesi

Daha &nce izole edilmis ve tanimlanmis olan Bolu Abant Izzet Baysal
Universitesi, Mikrobiyoloji Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan patojen
bakterilerin ve bu calisma kapsaminda izole edilmis suslarin fajlara kars1 duyarh
olup olmadiklarini incelenmistir. Bu amagla test edilecek logaritmik fazdaki
bakteri, 3,5 mL yumusak agar ile karistirilarak 6nceden dokiilmiis olan agarli
besiyeri iizerine yayilmistir. Agarm katilasmasindan sonra titresi yaklasik 10°
POB/mL olan fajlar, 10’ar pL olacak sekilde agar lizerinde belirlenmis bolgelere
damlatilmistir. Ardindan Petri kutulari, 37 °C’de 18-24 saat inkiibasyon birakilmis
ve siire sonunda faj plaklariin olusup olusmadigi kontrol edilmistir (Acar Soykut,
2007).

2.2.7 Fajlarm Farkh Kosullarda Stabilitesinin Belirlenmesi

Fajlarin farkli sicakliklardaki (50-60-70-80°C) stabilitesinin belirlenmesi
amactyla 1 mL yaklasik 102 POB/mL faj soliisyonu belirtilen sicaklikta 1 saat
bekletilmistir. Ardindan fajlarin titresi ¢ift tabaka agar yontemi ile tespit edilmistir.
Farkli  NaCl konsantrasyonlarinda  (%2-4-6-8-10-15-20-25-30)  fajlarin

stabilitesinin belirlenmesi amaciyla farkli tuz igerigine sahip SM tampon (Salin
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magnezyum, pH 7.5: 5.8 g/L NaCl, 2g/L MgS04.7H,0, 50mL/L 1 M Tris-CI (pH
7.5), 5 mL %?2 jelatin ¢6zeltisi, 1L distile su) hazirlanmis ve fajlar 25 °C’de 1 saat
boyunca bekletilerek siire sonundaki faj titreleri ¢ift tabaka agar yontemi ile
belirlenmistir. Yine benzer olarak fajlarin farkli pH (2-3-4-5-8-9-10-11-12)
degerlerinde 1 saat tutulmasi ve siire sonunda faj titrelerinin belirlenmesi ile farkli
pH’larda aktif kalip kalmadiklari kontrol edilmistir (Elgawish, 2023).

2.2.8 Fajlarin Antibiyofilm Ozelliklerinin Belirlenmesi

Fajlarin P. aeruginosa biyofilmlerine kars1 etkinligi 96 kuyucuklu polistiren
plakada incelenmistir. Biyofilm g¢alismalar1 3 farkli deney modeli olusturularak
gerceklestirilmistir. Oncelikle faj ve bakteri belirlenen MOI degerlerinde (MOI 1,
10, 100 ve 1000) toplam hacim 200 pL olacak sekilde esit hacimde aktarilmis ve
37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda kuyucuklar PBS (pH 7,4) ile ii¢
kez yikanmistir. Plaka oda sicakliginda 30-40 dakika kurutulmustur. Daha sonra 15
dakika boyunca %0, 1 kristal viyole ile boyanmis ve ardindan saf su ile yikanmustir.
Biyofilme tutunan kristal viyole %95 etanol i¢inde ¢oziindiiriilerek, OD’leri mikro
plaka okuyucuda (Allsheng AMR-100T, Cin Halk Cumhuriyeti) 570 nm'de

okunmustur. Biyofilm inhibisyonu asagida verilen esitlik (2.5) ile hesaplanmustir.

Biyofilm inhibisyonu (%) = [(Kontroliin Optik Yogunlugu — Ornegin Optik
Yogunlugu) / Kontroliin Optik Yogunlugu] x100 (2.9)

Diger deney setinde ise 200 uL faj soliisyonu 96 kuyucuklu plakaya
tutunmas: i¢in 24 saat bekletilmis ardindan kuyucuklar tutunmayan fajlarin
uzaklastirilmasi i¢in PBS (pH 7,4) ile yikanmistir. Kuyucuklara daha 6nce konulan
faj ile esit hacimde bakteri kiiltiirii inokiile edilmis ve fajlarin biyofilm olusumunu
engellemesi/Onlemesi tespit edilmistir.

Son olarak olusan biyofilmin fajlar ile giderilmesi tespit edilmistir. Bu
deneyde ise kuyucuklara 200 L, 10° KOB/mL bakteri kiiltiirii inokiile edilmis ve
24 saat boyunca biyofilm olusturmasi saglanmistir. Siire sonunda kuyucuklar
yikanmis ve kuyucuklara farklt MOI (1,10,100 ve 1000) degerine gore 200 pL faj
(10°, 10°%, 107 ve 108 POB/mL) inokiile edilmistir. Plaka tekrar 24 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki biyofilm miktar: tespit edilerek
olugsmus biyofilmin ne kadar giderildigi % olarak tespit verilmistir (Hosseinidoust
vd., 2013).
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2.2.9 Fajlarin DNA izolasyonu

Fajlarmn DNA izolasyonu i¢in 108-10° POB/mL titrede olan faj lizatlar
17500 rpm’de (dv/dk) 90 dk. santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Cokmiis olan faj
peleti 200 L SM tamponu ile siispanse edilmistir. Bu siispansiyona son derigimleri
1 pg/mL olacak sekilde DNaz ve RNaz eklenmistir. Ardindan 37°C’de 1 saat
inkiibe edilmistir. Sonrasinda faj DNA’lari, GeneJET Viral DNA and RNA
Prufication Kit (Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, ABD) kullanilarak Kit
protokoliine gére izole edilmistir. Izole edilen DNA’dan 3 pL alinmis ve bir
parafilm iizerinde 1-2 puL Loading Dye ile pipetleme yapilarak karistirilmistr.
DNA-Loading Dye karisim1 % 1 agaroz ve son konsantrasyonu 1 puL/mL olacak
sekilde etidyum bromiir igeren, 1X TAE (Tris-asetat-EDTA) tamponu igerisindeki
agaroz jele yiiklenmistir. DNA’lar 60 V/cm'lik bir dielektrik kuvvette yaklasik 30
dakika yiiritilmistir (Yildirim, 2023). Yiritme islemi sonunda bantlarin
parlaklig1 incelenmistir. DNA'larin safliklar1 260 ve 280 nm’de ABS (absorbans)

degerlerinin birbirine oranlanmasiyla tespit edilmistir.

2.2.10 Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
Analizi

Faj DNA’lan jel elektroforez ile goriintiilendikten sonra bant parlakligina
bakilarak enzim kesimine girecek olan yaklasitk DNA miktarina karar verilmistir.
Analiz igin literatiirde yer alan Smal (Kwiatek vd., 2015), Ndel, EcoRI, EcoRV,
Xhol (Thermo Scientific, Fast Digest) enzimleri kullanilmistir (Han vd., 2014).
Enzimler firmanin belirtmis oldugu talimatlara gére hazirlanmis ve kullanilmistir.
Fragment biyiikliiklerinin  kiyaslanmast amaciyla da Lambda DNA/
EcoRI+Hindlll Marker (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanilmstir.

Analiz i¢in DNA, tampon, saf su ve enzim son hacim 20 uL olacak sekilde
(Tablo 2.3) buz igerisinde tutulan PCR tiiplerinde karistirilmis ve kesime hazir hale
getirilmistir. Daha sonra bu reaksiyon karigimlar: firma talimatlarina uygun olarak
37°C’de 10 dk. su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda karigimlar DNA
izolasyonu bdliimiinde anlatildig1 gibi agaroz jele yiiklenmis ve jel elektroforez ile
yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme sonunda jel BAIBU, Bilimsel Endiistriyel ve Teknolojik
Uygulama ve Arastirma Merkezi (BETUM)’nde bulunan jel goriintiilleme sistemi

(Imaging System, Biorad ChemiDoc™MP) ile goriintiilenmistir. Bakteriyofajlarin
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yaklasik genom biiyiikliiklerini belirlemek i¢in GelJv.2.0 ve Image Lab yazilimlari

kullanilmustir.
Tablo 2.3. Enzim kesime giren bilesenler
Bilesen Miktar
Steril deiyonize su Degisken
Kesim tamponu 2 uL
DNA 0Ornegi Degisken
Restriksiyon enzimi 1 uL
Toplam hacim 20 pL

2.2.11 Fajlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Izole edilen fajlarin morfolojik karakterizasyonu transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ile yapilmistir. Bu amagla fajlar 4°C'de 20000 rpm'de 2 saat
boyunca santrifiij ile ¢oktiirilmistiir. Daha sonra faj peletleri 0,1 M amonyum
asetat (pH 7,0) ile yikanmis, ardindan %2 uranil asetat ile negatif boyanmistir. Faj-
boya karisimlar1 daha sonra karbon formvar kapli 1zgaraya (gridlere) damlatilmistir.
Fazla boya 15 dakika kadar beklendikten sonra uzaklastirilmistir. Hazirlanmis olan
orneklerden elektron mikrograflarmin eldesi ODTU Merkezi Laboratuvar’dan
hizmet alim1 seklinde gerceklestirilmistir (Sillankorva vd., 2008). TEM analizinden
sonra fajlarin kapsid sekli, kapsid boyutlar1, kuyruk uzunlugu vb. gibi 6zellikleri

belirlenmistir.

2.2.12 Plak Etkinliginin (EOP) Belirlenmesi

Fajlarin EOP degerleri Abdelghafar vd.’nin (2023b) belirtmis oldugu
yonteme gore yapilmistir. EOP degeri, hedef bakteri tarafindan elde edilen toplam
plak sayisinin, homolog konak bakteri tarafindan elde edilen toplam plak sayisina
boliinmesiyle elde edilmistir. Elde edilen sonuglar yiiksek, orta, diisiik tiretim veya

verimsiz seklinde degerlendirilmistir.

2.2.13 Fajlarmn Litik Etkisinin Belirlenmesi

Fajlarin litik aktivitelerini belirlemek amaciyla farkli MOI degerlerinde
fajlarm bakterileri indirgemesi incelenmistir. Bakteri miktar1 10° KOB/mL ve MOI
degerleri 1, 10, 100 olacak sekilde fajlar ve bakteriler 96 kuyucuklu plakada
karistirtlmistir. Plakalar, mikro plaka okuyucu cihazinda 20 dakika araliklarla

okuma yapacak sekilde 24 saat c¢alkalanarak 37°C’de inkiibe edilmistir
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(Abdelghafar vd. 2023b). Siire sonunda zamana kars1 bakteri yogunlugu ODeoo
degerleri ile verilerek, farkli MOI’lerde fajlarin bakteriler tizerindeki litik etkisi

grafik olarak gosterilmistir.

2.2.14 Gida Denemesi

Gida denemesinde drnek olarak igme suyu, yagsiz siit ve marul ornekleri
kullanilmistir. Deneylerde fajlarin farkli oranlardaki etkinliginin tespiti i¢in MOI
1, 10 ve 100 degerlerinde ¢alisilmistir. Gida denemesi i¢in kullanilan karigimlardaki

bakteri ve faj miktarlar1 Tablo 2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4. Ornek gruplarinda bulunan faj ve bakteri miktarlar:

o < . Bakteri karisimi Faj karisimm
Orngler MO! degerleny miktar1 (KOB/mL) miktar1 (POB/mL)
Kontrol 1.10° -
icme Suyu MOI 1 1.10° 1.10°
MOI 10 1.10° 1.104
MOI 100 1.10° 1.10°
Kontrol 1.10° -
Yagsiz Siit MOI 1 1.10° 1.10°
MOI 10 1.10° 1.10%
MOI 100 1.10° 1.10°
Kontrol 1.10° -
Marul MOI 1 1.10° 1.10°
MOI 10 1.10° 1.10%
MOI 100 1.10° 1.10°

Gida denemesi igin Oncelikli olarak Orneklerin dezenfekte edilmesi
amaglanmistir. Bu amagla icme suyu otoklav ile sterilize edilmistir. Siit denemeleri
icin UHT yagsiz inek siitii kullanmilmis ve yerel marketlerden temin edilmistir.
Marul denemesi i¢in yine yerel marketlerden marul temin edilmistir. Taze marul
yikandiktan sonra 3 x 3 cm'lik kare parcalara kesilmistir. Bu pargalar %75'lik etanol
ile dezenfekte edilmis ve steril saf su ile yikanmig ardindan biyogiivenlik kabininde
kurutulmustur (Zhou vd., 2022). Daha sonra 8 mL siit ve su 6rnekleri igin verilen
son konsantrasyonlar1 Tablo 2.4’te verilen degerler olacak sekilde 1mL faj kokteyli
ve 1 mL bakteri karigimi1 eklenmistir. Marul yapraklarma ise 100 pL faj ve 100 pL
bakteri karigimi1 otomatik pipet ile damlatma yapilarak uygulanmistir. Kontrol
gruplarina ise faj kokteyli yerine belirtilen miktarlarda FTS konulmustur. Ardindan
kontrol ve diger &rnek gruplar1 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrast Orneklerdeki bakteri sayis1 Cetrimide ve CASO Agara ekim yapilarak

belirlenmistir.
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2.2.15 Antibiyotik Duyarhlik Testi

Konakg¢1 bakterilerin faj uygulamasi ile antibiyotik duyarliliinda bir
degisim olup olmadig test edilmistir. Bu amagla Grami vd.’nin (2021) kullandig1
yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Faj uygulamasindan 6nce bakterilerin
antibiyotik duyarliliklart Monica (2002)’ye gore belirlenmistir. P. aeruginosa
suslarinin antibiyotik duyarliliklarin 6l¢limii i¢in steril ekiivyonlar, sivi besiyerinde
gelistirilmis olan 18-24 saatlik aktif kiiltiirlere aseptik kosullarda daldirilmis ve
ardindan TSA ylizeyine tiim agar ylizeyini kapayacak sekilde yayilmistir. Daha
sonra antibiyotik diskleri bu agar {lizerine uygun sekilde yerlestirilmistir. Petri
kutular1 diiz bir sekilde inkiibatore konularak 37°C’de inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibasyon sonucu disklerin etrafinda olusan zonlar dl¢iilmiistiir.

Fajlarin bakteriler iizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in aktif konake1
bakterinin 1 mL’lik kiiltiirii 8000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek pelet haline
getirilmig ve 90 mL TSB besiyerinde siispanse edilmistir. Aynt zamanda bu
besiyerine 1 mL, 10° POB faj karisimi eklenmistir. Bu karisimlar 37°C’de 48 saat
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi1 bakterilerin antibiyotik duyarliliklart yeniden

Olgiilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.1 P. aeruginosa izolasyonu

Bakteri izolasyonu igin farkli ornekler steril kosullarda toplanarak
laboratuvara getirilmis ve gerekli diliisyonlar hazirlanmigtir. Diliisyonlardan
Cetrimide Agara yayma kiiltiir yontemi ile ekimleri yapilmistir. Petri kutulari
37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresinin sonunda Petri
kutularinda yesil pigment {lireten, UV 151ma veren kolonilerin se¢imi yapilmistir. Bu
suglardan Nutrient Broth besiyerine ekim yapilmigs ve 42°C’de gelisimleri
incelenmistir. Bu sicaklikta gelisebilen suslar Asetamit Nutrient Broth besiyerine
ekilmis ve bu besiyerinde gelisebilen suslarin Bolim 2.2.1.1°de verilen diger
biyokimyasal testleri yapilmistir. Oksidaz, katalaz ve sitrat pozitif ve MacConkey
Agar besiyerinde pembe olmayan koloni olusturanlar siipheli P. aeruginosa suslari
olarak degerlendirilmistir (Fotograf 3.1). Bu testlerin sonuglarina gore siipheli

kolonilerin tanilart MALDI-TOF MS ile yapilmistir (EK 1).

Fotograf 3.1. Biyokimyasal testler

A: MacConkey Agarda negatif sonu¢ veren muhtemel P. aeruginosa kolonileri B:
MacConkey Agarda pembe renk olugturan muhtemel P. aeruginosa olmayan koloniler C: Katalaz
testi sonucunda olusan kabarciklar D: Simon sitrat testi, soldaki pozitif sagdaki negatif sonu¢ E: UV

1s1ma testi, soldaki pozitif sonug
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Biyokimyasal testler ve MALDI-TOF MS ile tan1 sonucunda 24 ¢ig siit, 10
atik su, toprak vb. ¢cevresel 6rneklerden, 3 et 6rneginden, 1 tiiketime hazir salata ve
9 meyve sebze Orneginden (bkz. Tablo 2.1) 8 adet P. aeruginosa susunun
izolasyonu saglanmustir. Izolasyonu yapilan suslarin kodlar1 ve izolasyon

kaynaklar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. izole edilen P. aeruginosa suslar

Izolat Kodu  Tammlama Sonucu Izolasyon Materyali
C10 P. aeruginosa Cig St

SLT P. aeruginosa Tiiketime Hazir Salata
R1 P. aeruginosa Roka

Mrl P. aeruginosa Marul

Mr2 P. aeruginosa Marul

Al P. aeruginosa Cevresel Atik Su
BX P. aeruginosa Biber

BK P. aeruginosa Biber

Izole edilen 8 izolat ve laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda P. aeruginosa
NCTC 12924 ve P. aeruginosa ATCC 27853 standart suslari, fajlarin izolasyonu
ve konak¢r skalasimnin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. Bununla birlikte
calismalar sirasinda izole edilen farkli Pseudomonas tiirleri de laboratuvar kiiltiir
koleksiyonuna dahil edilmek tizere MALDI-TOF MS ile tanimlanmis ve
stoklanmustir. Izolatlar (Tablo 3.2) bu tez kapsaminda konak¢i skalasinin

belirlenmesi ¢aligmalarinda kullanilmistir.

Tablo 3.2. izole edilen Pseudomonas spp.

Izolat Kodu Tanimlama Sonucu Izolasyon Materyali
MCS2 P. brassicacearum Cig Siit
HVC-1 P. monteilii Havug

Vit.K P. alcaligenes (Cesme Suyu
C11-3 P. tolaasii Cig Siit
MND-4 P. plecoglossicida Mandalina
SLT-S P. fulva Tiiketime Hazir Salata

3.2 Bakteriyofaj izolasyonu
Bakteriyofajlar genellikle konakg1 hiicrelerinin bulundugu ortamdan izole

edilmektedirler. Bu amagla ¢ig siit, atik su, toprak gibi materyaller toplanilmis ve
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bu materyallerden fajlarin izolasyonu saglanmistir. Konakg¢1 olarak laboratuvar
kiiltir koleksiyonunda bulunan Pseudomonas aeruginosa NCTC 12924, P.
aeruginosa ATCC 27853 suslar1 kullanilmistir. Toplanilan érnekler Boliim 2.2.2°de
anlatildig1 sekilde konake¢tr bakteri iizerine damlatilmistir. Litik plak/zon varlig
saptanan orneklerin (Fotograf 3.2) zenginlestirmeleri yapilmistir. Sonug olarak 4
farkli toprak, 8 farkli su ve 24 farkli siit 6rneginden toplamda 28 farkli faj

izolasyonu saglanmistir.

Fotograf 3.2. Damlatma yapilan Petriler

3.3 Fajlarin Zenginlestirilmesi, Titresinin Belirlenmesi ve
Saflastirilmasi
Izole edilen fajlar titrelerinin yiikseltilmesi i¢in zenginlestirme islemine tabi
tutulmustur. Zenginlestirme islemleri sirasinda diizenli araliklarla fajlarin titresi
takip edilmistir (Fotograf 3.3). Zenginlestirme islemine faj titresi 10”8 POB/mL
diizeyine erisene kadar devam edilmistir. Bu asamada titresi hizl1 yiikselmeyen,

litik etkisi zayif bulunan fajlarin eliminasyonu gercgeklestirilmistir.
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Fotograf 3.3. Titre belirleme

Titresi yaklasik 107-108 POB/mL diizeyine ulasan fajlarin tek plak
saflagtirilmast yapilmistir. Farkli plak morfolojisine sahip fajlar (Fotograf 3.4)
enjektdr ignesi yardimi ile agar iizerinden alinmig ve yeniden zenginlestirme
islemine tabi tutulmustur. Fajlarin saflagtiritlmasi olan bu islem en az ii¢ kez tekrar

edilmis ve fajlarin saflagtirildigindan emin olunmustur.

. 0‘7

Fotograf 3.4. Farkli plak morfolojisine sahip fajlar

Zenginlestirme ve saflastirma islemleri sirasinda yapilan elemeler sonucu
28 adet fajdan saflastirilmig 15 adet faj se¢ilmis ve tez kapsamindaki analizler bu
15 faj ile gergeklestirilmistir. Calisma sirasinda kullanilan bu 15 fajin, kodlar1 ve
izolasyon kaynaklar1 Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3. Tez kapsaminda kullanilan fajlar

Faj Kodlar1 _ izolasyon Materyalleri

S9-1 Cig Siit
$9-2 Cig Siit
S11-1 Cig Siit
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Tablo 3.3 (devam) Tez kapsaminda kullanilan fajlar

S11-2 Cig Siit
$21-1 Cig Siit
S21-2 Cig Siit
S22-1 Cig Siit
$22-2 Cig Siit
BK1-1 Kanalizasyon suyu
BK1-2 Kanalizasyon suyu
BK2 Kanalizasyon suyu
S6 Cig Siit
S16 Cig Siit
H1 Cig Sit
D1 Toprak

3.4 Fajlarin Replikasyon Parametreleri

3.4.1 Fajlarin Gelisme Egrileri

Fajlarin tek asamal1 gelisme egrileri 1939°da tanimlanmistir ve giiniimiizde
hala fajlarin replikasyon parametrelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Ellis
ve Delbruck, 1939). Gelisme egrileri ile fajlarin patlama biiytkligi, artis donem
sliresi ve latent donem stireleri belirlenmektedir. Calisilan fajlara ait gelisme egrileri

asagida verilmistir (Sekil 3.1).
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Faj Titresi (log POB/mL)
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S16 H1
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Sekil 3.1. Fajlarin gelisme egrileri

Bu egrilere gore fajlarin patlama biiyiikliikleri ve latent siireleri

hesaplanarak Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4. Fajlarin replikasyon parametreleri

. Latent Donem Patlama Biiyiikliigii
Faj Kodlan (dK) (POB/hiiycre) i
S9-1 5 10
S9-2 10 10
S11-1 15 100
S11-2 5 25
S21-1 15 20
S21-2 30 26
S22-1 5 20
S22-2 15 40
BK1-1 5 200
BK1-2 5 23
BK-2 5 33
H1 15 10
D1 10 100
S6 15 37
S16 25 46
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Fajlarin latent donemleri fajin bir bakteriyi enfekte ettikten sonra yeni
fajlarin konakgr hiicre igerisinde montajlanip salinmasina kadar gegen siireyi ifade
etmektedir (Heineman ve Bull, 2007). Fajlarin latent donem siireleri en az 5 dk.
(S9-1, S11-2, S22-1, BK1-1, BK1-2, BK2) ve en fazla 30 dk. (S21-2) olarak
bulunmustur. Bu sonuglar fajlarin latent donemlerinin  kisa oldugunu
gostermektedir. Patlama biiyiikliigii ise bir fajin bir bakteriyi enfekte ettikten sonra
ortama yayilan yeni faj sayisini ifade etmektedir. Bu say1y1 hesaplamak i¢in artis
donemi sonunda elde edilen ortalama faj titresi, latent donem siiresince sabit kalan
faj titresine oranlanmistir. Buna gore fajlarin patlama biiytiklikleri 10 (S9-1, S9-2,
H1) ile 200 POB/hiicre (BK1-1) arasinda bulunmustur.

3.4.2 Fajlarin Adsorpsiyon Siireleri ve Oranlar

Fajlarin yasam dongiilerinin ilk asamasi olan adsorpsiyon asamasi, konak¢1
hiicrenin faj tarafindan taninip hiicre yiizeyine tutundugu 6nemli bir agamadir. Faj
enfeksiyonunun 6zgiilliigii bu asama ile tanimlanmaktadir. Fajlar, diger viriisler
gibi zorunlu hiicre i¢i parazitler oldugundan, bakteri hiicrelerine basarili bir sekilde
niifuz etmek, yasam dongiilerinin devami i¢in olmazsa olmaz bir kosuldur
(Rakhuba vd., 2010). Fajlara ait adsorpsiyon grafikleri asagida verilmistir (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2. Fajlara ait adsorpsiyon grafikleri

Fajlarin 10 dakikalik siire¢ icerisinde belli araliklarla faj titreleri Olciilerek
adsorpsiyonu takip edilmistir. Adsorpsiyon egrilerine gore Boliim 2.2.5’te yer alan

formiiller ile fajlarin adsorpsiyon hizlar1 ve oranlari bulunmustur (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Fajlarin adsorpsiyon hizi ve orani

Faj Adsorpsiyon Hiz1 Adsorpsiyon Oram
Kodlar: (mL/dk) (%)
S9-1 5,75x108 90
S9-2 3,50x107® 97
S11-1 3,74x10°8 95
S11-2 2,03x10°8 87
S21-1 1,62x1078 100
S21-2 3,12x1077 99,9
$22-1 2,81x1077 98,3
$22-2 4,6x107 99,5
BK1-1 2,84x107® 98,75
BK1-2 1,76x1077 99,25
BK2 4,88x10® 99,25
H1 4,6x108 97,5
D1 5,69x10® 99,6
S6 4,08x108 98,3
S16 3,21x10°8 96
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Fajlarin adsorpsiyon hizlar1 4,6x107 (S22-2) ile 1,62x10® (S21-1) mL/dk
arasinda bulunmustur. Adsorpsiyon oranlari ise en diisiik %87 (S11-2) ve en yiiksek
%100 (S21-1) olarak bulunmustur.

3.5 Fajlarin Konake1 Skalasinin Belirlenmesi

Calismanin  konusunu olusturan fajlar, tez kapsaminda izole edilen
Pseudomonas spp. suslar1 ve laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan diger tiir
(Tablo 3.6) ve cins (Tablo 3.7) bakteriler kati besiyerinde karsilastirilmistir.
Boylece fajlarin farkli cins, tiir ve sus bazinda etkinligi belirlenmistir. Fajlar
olusturduklar1 plak yapilarina gore diisiik veya yliksek etkili olarak

derecelendirilmistir.

Tablo 3.6. Fajlarin P. aeruginosa suslarina karsi litik aktiviteleri

Konakg¢1 Bakteriler
3]
— (a\V]
E 1S Z2|Y¥ a8 |a] x| x
< Ol 2|2 || ||| m
© i S | © | © | © © | @ © ©
v <t [72] [72] [72] [72] [72] [72] [72] [72] [72]
. o N o o o o o o o o o
Faj Kodlan | € o| £ S| E| || ||| <&
oY © | ol o| o| o| o o ©
> > > > > > > > > >
O T o & = sl sl = sl sl st
[«5] |_ [<>XNTe]) [«5] (<5} [«B] [«B] (<5} [«B] [<B] (6]
B, Bw| ©| €| © | © | © | © © S
AZladNad|adlad|lad|ad|ad|ad]|ad
S9-1 + - ++ | - |+ |+ - - + -
S9-2 + - ++ | - |+ |+ - + + -
S11-1 + - =+ |+ | | - - + | +
S11-2 + - 4+ | 4+ || - ]+ -
S21-1 + - =+ | - | | A | - - + -
S21-2 + - ++ | - |+ | - - + + -
S22-1 + - ++ | - | ++ | - - | H+ |+ -
S22-2 + - =+ | - | | A+ | - + + -
BK1-1 + - ++ - ++ | + - - + -
BK1-2 + - ++ | - |+ |+ - + + -
BK2 + - ++ | + |+ | + - + + -
H1 + - ++ |+ |+ | 4+ | - + + -
D1 + - ++ |+ |+ | 4+ | - + + -
S6 + - ++ | 4+ |+ | 4| - + + -
S16 + - ++ |+ |+ | 4+ | - + + -

-: Litik etki yok, +: diistik litik etki, ++: yiiksek litik etki

Fajlar, izole edilen yerel 8 adet P. aeruginosa susundan 6’sina farkli
diizeylerde etkili olmustur. Piyomelanin iireten P. aeruginosa BK susuna ve P.
aeruginosa SLT susuna kars1 etkin bir litik plak gozlemlenmemistir. Buna karsin
ozellikle P. aeruginosa C10 ve P. aeruginosa Mr2 kodlu suslara tiim fajlar yiiksek

litik aktivite gostermistir (Fotograf 3.5). Fajlarin P. aeruginosa C10’a yiiksek litik
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etki gostermesi nedeniyle bu sus, sonraki zenginlestirme vb. analizlerde homolog

su=-'| su-2

konake1 olarak kullanilmistir.

s212|s22-1 st

Vecut|Bete| Bz |56

\‘ 6 | &

N

Fotograf 3.5. Fajlarin P. aeruginosa C10 iizerindeki litik zonlari

Bu calisma kapsaminda fajlarin farkli tiir ve cins konak¢i bakteriler
tizerindeki litik etkisi de incelenmistir. Konakg1 skalasinin belirlenmesinde

kullanilan konake1 bakteriler ve fajlarin litik etkisi Tablo 3.7°de verilmistir.

Tablo 3.7. Fajlarin farkli tiir ve cinslere kars litik aktiviteleri

Konak¢1 Bakteriler

Faj
Kodlan

P. brassicacearum
MCS2

P. plecoglossicida
P. putida DSM

S. Enteritidis NCTC
12694

Lelliottia amnigena

6125
E. coli O157:H7

ATCC 43888
B. cereus ATCC

P. alcaligenes
10876

Proteus vulgaris
Morganella
morganii

P. monteilii
P. tolaasii

P. fulva

SO-1
S9-2
S11-1
S11-2
S21-1
S21-2
S22-1
S22-2
BK1-1
BK1-2
BK2
H1
D1
S6
S16

|+ |+ A+ |+ |+ ||+ ||+ +
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

-: Litik etki yok, +: diisiik litik etki, ++: ytiksek litik etki
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Fajlar farkli cinsteki bakterilere kars1 litik etki gdstermemistir. Bununla
birlikte fajlar yiliksek konakgr 6zgiilligl saglayarak ¢aligmada kullanilan diger 6
farkli Pseudomonas tiiriine de litik etki gostermemistir. Ancak Pseudomonas’in
bir tiiri olan yerel bir izolat P. brassicacearum MCS2’e kars1 tiim fajlar litik etki

gostermistir.

3.6 Fajlarin Farkh Kosullarda Stabilitesinin Belirlenmesi

3.6.1 Sicakhik Stabilitesi

Fajlarin yiiksek sicakliklardaki stabilitesini belirlemek amaciyla 50-60-70
ve 80°C’de 1 saat bekletildikten sonra titrelerine bakilmistir. Siire sonunda ilgili

sicakliklarda belirlenen titreler Tablo 3.8 ve Sekil 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.8. Fajlarin farkli sicakliklardaki titresi

Faj | fkpey | 0Cde [80°Cde [ 70°C de [ 80°C de
Kodlar1 | Titresi (log) faj titresi | faj titresi | faj titresi faj titresi
(log) (log) (log) (log)
S9-1 8,7 8 7 7 53
S9-2 9,3 8,4 7 6 5
S11-1 8,3 8 7 7 5
S11-2 8 8 6 5 4,7
S21-1 8,9 8,5 7,6 5 4,8
S21-2 8 8,3 7 6 5
S22-1 8 8 7,4 7,3 4
S22-2 7,3 7 6,7 6 39
BK1-1 8 7,6 7 7 4
BK1-2 8 17,7 6,6 6 4,3
BK-2 8 7 6 6 53
H1 8 7,3 6,7 5 4,7
D1 8 8 7 7 6
S6 9 8,7 8,6 7 6,7
S16 9 8,7 8,4 7,3 6,9

Faj titreleri 50°C’de en fazla 1 log birimlik (BK2) azalma gdstermistir. BK2
kodlu faj 60°C’de de 2 log ile en fazla azalma gosteren faj olmustur. Bununla
birlikte S11-2 kodlu faj da ayni sekilde 60°C’de 2 log birimlik azalma gostermistir.
S21-1 kodlu faj ise 70°C’de 3,9 log ile en fazla azalma gosteren faj olurken; 70
°C’de en az etkilenen faj 0,7 log azalma ile S22-1 kodlu faj olmustur. D1, S6 ve
BK1-1 fajlar1 ise 70°C’de baslangig titresine gore sadece 1 log azalma gdstermistir.
S9-2 faj1 ise 80°C’de 4,3 log azalma gostererek sicaklik degisiminden en fazla

etkilenen faj olmustur.
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Sicakliga Bagli Faj Stabilitesi
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Sekil 3.3. Sicaklik degisimine bagh faj titreleri

Sekil 3.3’te de goriildiigii gibi faj titreleri artan sicaklik ile bir azalma
gostermistir. Titrelerdeki azalmaya ragmen tiim fajlar 80°C’de varligini siirdiirmeyi
devam ettirmistir. Fajlar sicaklik degisimlerinden en fazla 4,3 log azalma (S9-2)
gostererek etkilenmistir. Artan sicakliktan en az etkilenen D1, S16, S6 fajlar1 ise
80°C’de dahi baslangig titrelerine gore sirasiyla 2; 2,1 ve 2,3 log POB/mL azalma

gostermistir.

3.6.2 pH Stabilitesi

Cevresel kosullarin (iyonik gii¢, pH, sicaklik gibi) viriislerin kararliligini
etkiledigi bilinmektedir. Viriisler ve viriis benzeri pargaciklar genellikle biiyiik
ylzey yiikleri tagimaktadirlar. Bu da yiizey ylk yogunlugunu 6nemli bir sistem
parametresi haline getirmektedir. Ancak deneylerde, genellikle bir kapsit veya bir
nanopartikiiliin {izerindeki yiik dogrudan degistirilmemektedir, bunun yerine
¢ozeltinin pH" degistirilmektedir; bu da viriisiin protein kabugunun yiikiinii ve

kararlilhigini etkilemektedir (Nap vd., 2014).

Fajlarin farkli pH kosullarina direncini tespit etmek amaciyla asidik ve bazik
pH degerlerine sahip SM tamponda 1 saat bekletildikten sonra titreleri
belirlenmistir. Asidik kosullardaki faj titreleri Tablo 3.9 ve Sekil 3.4 ile bazik
kosullardaki faj titreleri ise Tablo 3.10 ve Sekil 3.5 ile verilmistir.

51



Tablo 3.9. Farkli asidik kosullarda faj titreleri

Fai il!« Faj pH5 tefaj | pH4’tefaj | pH3’tefaj | pH 2’ defaj
Kodlart Titresi titresi titresi titresi titresi
(log) (log) (log) (log) (log)
S9-1 8,7 83 8,3 7 7
S9-2 9 8,6 7 7 7
S11-1 8,3 8 8,3 7,6 7,4
S11-2 8 7,8 1,7 7,7 7.6
S21-1 8,9 7.8 7 7.4 6.9
s21-2 8 76 7 6.3 73
S22-1 8 8,4 8 72 5,9
S22-2 8 8,3 6,6 6 5,9
BK1-1 8 8 8 5 2
BK1-2 8 78 76 6 58
BK2 8 8,6 8 6 43
H1 8 74 7 5.9 54
D1 8 7.4 7 5 5
S6 9 8.3 8,3 53 5,3
S16 9 8 8,3 6,4 6,3

Fajlarin titreleri ortam asitliginin artmasi ile azalma gostermistir. BK1-1
kodlu faj pH 5’te ortam asitliginden etkilenmemistir. Ortam pH’1 4 oldugunda en
fazla etkilenen faj S21-1 (1,9 log) kodlu faj olmustur. Bunu 1,4 log azalma ile S22-
2 kodlu faj izlemistir. S6 kodlu faj ise pH 3’te titresi en fazla azalan (3,7 log); BK1-
1 ise pH 2’de titresi en fazla azalan (4 log) faj olmustur.

pH'ya Bagli Faj Stabilitesi
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M Baslangig Faj titresi B pHS5 ®mpHA4 pH3 MEpH?2

Sekil 3.4. pH degisimine bagl faj titreleri
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Sekil 3.4’te goriildiigii lizere faj titrelerinde en fazla azalma 4 log POB/mL
ile BK1-1 kodlu fajda meydana gelmistir. Yine BK2 kodlu fajda asidik kosullardan
benzer sekilde etkilenmistir. Bununla birlikte asidik kosullara en direngli faj S11-2
faji olmustur. Bu faj titresinde pH 2 olan ortamda dahi yalnizca 0,4 log POB/mL
azalma goriilmiistiir. S11-1 kodlu fajda benzer sekilde pH 2 olan ortamda yalnizca
0,84 log POB/mL azalma gostermistir.

Tablo 3.10. Farkli bazik kosullarda faj titreleri

IIkFaj pHS8de pH9da pH10°da pH11’de pH 12’de
Titresi = faj titresi @ faj titresi faj titresi = faj titresi = faj titresi

(log) (log) (log) (log) (log) (log)
S9-1 8,7 8 8 8,4 8 7
S9-2 8,3 8,3 8 7.3 7,4 7
S11-1 8,3 8,1 8 7,6 7,3 7
S11-2 8 7 7,6 7 7.3 6,9
S21-1 8,9 7,8 7 7,6 6,9 7
S21-2 8 7,6 7 7,8 6,9 6,7
S22-1 8 8 8 8 8 7
S22-2 8 7 7 7,1 7 6,4
BK1-1 8 7,7 7,9 7,6 7,4 7
BK1-2 8 8 7,6 7 7 7
BK2 8 8 8,4 8 8,1 7,7
H1 8 8 8 7,4 7,6 7,7
D1 8 8 8 7,7 7,6 7,4
S6 9 8,6 8 8,4 8,4 7
S16 9 8,6 8,4 8,6 8,2 7

Cogu faj orta diizeyde bir pH'ta (yaklasik 5 ila 9) saglam ve bulasic1 kalir
(Sae-Ueng vd., 2024). Fajlardan S21-2 kodlu faj pH 8’de en fazla etkilenen faj
olmus ve titresinde 1,6 log POB/mL azalma gostermistir. Fajlarin 6 tanesi (S9-2,
S22-1, BK1-2, BK2, H1, D1) pH 8’de titresinde degisim gostermemistir. S21-1, pH
9 ve pH 10 ortamindan en fazla etkilenen faj olmustur. Bu ortamlarda titresindeki
azalma sirastyla 1,9 log ve 1,3 log POB/mL olmustur. S21-1 ise pH 12 ortaminda

1,1 log azalma gostererek en fazla etkilenen faj olmustur.

53



pH'ya Bagli Faj Stabilitesi

9,5
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Faj Titresi (log POB/mL)
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$9-1 S9-2 S11-1 S11-2 S21-1 S21-2 S22-1 S22-2 BK1-1BK1-2 BK2 H1 D1 S6 S16
Faj

M Baglangic Faj titresi mpH8 mWpHY pH10 mpH11l mpH12

Sekil 3.5. pH degisimine bagl faj titreleri

Sekil 3.5’te goriildiigii tizere faj titrelerinde en fazla azalma pH 12°de 2 log
POB/mL ile S6 ve S16 kodlu fajda meydana gelmistir. Bununla birlikte bazik
kosullarda H1, BK2, D1 kodlu fajlar stabilitelerini en iyi koruyan fajlar olmustur.
Caligma kapsaminda bazik kosullarda yapilan deneylerde de fajlarin pH 12 de 1

saat boyunca varligini korudugu gériilmektedir.

3.6.3 Farkh NaCl Konsantrasyonu

Viriislerin hayatta kalabilmeleri, konaker hiicresel mekanizmalarini kontrol
altina alma ve konakgilar arasinda hareket ederken maruz kaldiklar1 pH, sicaklik,
ozmotik basing, tuz konsantrasyonu ve mekanik kuvvetler gibi fiziksel kosullara
dayanma yeteneklerine baglidir (Silva vd., 2014; Evilevitch vd., 2011). Bu ¢alisma
kapsaminda degisen NaCl konsantrasyonlarinda elde edilen faj titreleri Sekil 3.6’da

verilmistir.
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%NaCl Konsantrasyonuna Bagli Faj Stabilitesi
Faj Titresi (log POB/mL)
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Sekil 3.6. NaCl konsantrasyonuna bagli faj titreleri

NaCl icermeyen ortamdaki faj titrelerinin  %8-%10 NaCl igeren
konsantrasyonlara ¢ikildik¢a azaldigi goriilmiistiir. Bu azalma en fazla 2 log
POB/mL (S9-2, S11-2, S21-2 ve D1 fajlarinda) olmustur. Ancak %15 ve diger artan
NaCl konsantrasyonlarinda fajlarin aynmi sekilde etkilenmedigi goriilmektedir. Faj

titreleri %15 NaCl igeren ortamda en fazla 1,21 log POB/mL (S21-1) azalma
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gosterirken diger faj titreleri ayni konsantrasyonda en fazla 0,7 log POB/mL azalma
gostermistir. Yine faj titreleri %20 NaCl igeren ortamda en fazla 1,79 log POB/mL
(S21-1) azalis gostermistir. Diger konsantrasyonlara bakildiginda ise %25 NaCl
igeren ortamda faj titrelerinde goriilen en fazla azalis 3 log POB/mL ile S6 fajinda
goriilmistiir. Bunu 2 log POB/mL ile D1 ve S16 kodlu fajlar takip etmektedir. Diger
fajlar ise titrelerinde en fazla 1,39 log POB/mL azalma gostermistir. Artan %30
NaCl konsantrasyonunda ise yine en fazla 3 log POB/mL azalma ile S6 faji
etkilenmistir. Diger fajlar ise bu konsantrasyonda en fazla 1 log POB/mL diizeyinde

etkilenmistir.

3.7 Fajlarin Antibiyofilm Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteriyel biyofilm, bakteri topluluguna biyotik ve abiyotik streslerle basa
cikma yetenegi kazandiran karmasik bir ortam olusturur. Fajlar Ozellikle
antibiyotiklere gore daha iyi bir antibiyofilm ajani olarak anilmakta ve bu konuda
calismalar yapilmaktadir (Abedon, 2015).

Bu tez kapsaminda fajlarin antibiyofilm etkisi 3 farkli deney ile
gozlemlenmistir. Faj ve konakgi bakterinin es zamanli olarak polistiren yiizeye
inokiile edildigi ve bu yiizeyde 24 saat sonunda elde edilen biyofilm inhibisyon

orani % olarak Tablo 3.11’de verilmistir.

Tablo 3.11. Biyofilm olusumunun inhibisyonu

Biyofilm inhibisyonu (%)

Fajlar MOI:1 MOI:10 MOIL:100  MOI:1000
$9-1 6 5 47 39
$9-2 25 - 72 44
S11-1 9 42 47 71
S11-2 1 16 69 54
S$21-1 13 39 66 54
S$21-2 - 16 41 65
$22-1 - 19 53 52
$22-2 1 4 7 44
BKI1-1 20 11 34 23
BK1-2 ; 11 72 34
BK2 - 0,2 56 72
S6 - 7 45 55
S16 3 10 62 59
H1 - 12 44 51
D1 - 22 68 63
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Tablo 3.11° de goriildiigii tizere farkli MOI degerlerinde faj uygulamasi
biyofilm inhibisyonuna farkli etki etmistir. Faj ve bakterinin esit oranlarda inokiile
edildigi MOI:1 degerinde en yiiksek inhibisyon orani %25 (S9-2) iken, MOI:10
degerinde artan faj oraniyla birlikte inhibisyon oranlarinin arttig1 (en yiiksek %42)
goriilmektedir. MOI:100 ve 1000 degerinde ise en yiiksek inhibisyon oranlarinin
%72 (S9-2, BK1-2 ve BK2) oldugu goriilmektedir.

Biyofilm ¢alismalar1 kapsaminda yapilan diger deneyde konake¢1 bakteriler
tarafindan olusturulan 24 saatlik olgun biyofilm tabakasinin fajlar ile giderilmesi

incelenmistir. Farklt MOI degerinde elde edilen sonuglar Tablo 3.12’de verilmistir.

Tablo 3.12. Olusan biyofilmin giderilmesi

Olusmus biyofilmin giderilmesi (%)

Fajlar MOI:1 MOI:10 MOI:100 MOI:1000
S9-1 - - - -
S9-2 - - 15 -
S11-1 - - - 5
S11-2 - - - -
S21-1 - - - 9
S21-2 - - 5 7
S22-1 - - - 29
S22-2 - - - -
BK1-1 - - 10 -
BK1-2 - - 19 -
BK2 - - 11 -
Sé6 - - - -
S16 - - - -
H1 - - 1 -
D1 - - - -

Fajlar daha 6nceden olusan biyofilm tabakasinin giderilmesinde MOI:1 ve
10 degerlerinde etkili olmamistir. Ancak faj oranmin artmasi ile 9 faj biyofilm
giderimde farkli oranlarda etkili olmustur. En yiiksek oran ise S22-1 faj1 ile %29
(MOI:1000) oraninda saglanmastir.

Yine biyofilm ¢alismalari kapsaminda faj tutundurulan polistiren bir
ylzeyde biyofilm olusumunun engellenmesi hedeflenmistir. Bu amacla fajlarin
polistiren yiizeye tutunmasi saglanmis ve bu yiizeye konakgi bakteri inokiile
edilmistir. Ardindan kuyucuklar yikanmis ve konake¢1 bakterinin bu ylizeyde film
olusturma yetenegi kristal viyole ile takip edilmistir (Fotograf 3.6). Farkli oranlarda
faj bulunan bu ylizeylerde biyofilm olusumunun ne kadar engellendigi tespit

edilmis ve sonuglar Tablo 3.13’te verilmistir.
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Tablo 3.13. Biyofilm olusumunun engellenmesi

Fajlar
S9-1
S9-2

S11-1

S11-2

S21-1

S21-2

S22-1

S22-2

BK1-1

BK1-2
BK2

Sé
S16
H1
D1

Faj bulunan bir ylizeyde bakterilerin biyofilm olusumunun belirli diizeyde
engellendigi goriilmektedir. Fajlardan yalnizca S21-2 kodlu faj sadece MOI:1
degerinde etkili olmamig ancak artan MOI degerlerinde ise etkili olmustur. S21-2
en yiksek MOI 1000’de %39 oraninda biyofilm olusumunu engellemistir.
Calismada elde edilen en yiikksek deger ise %64 (D1) ile MOI:10’da tespit
edilmistir. Ayrica tiim fajlarin en etkili oldugu MOI degeri MOI:10 olarak tespit

edilmistir.

Fotograf 3.6. Biyofilm olusumunu belirlemek i¢in boyanan kuyucuklar

Biyofilm olusumunun engellenmesi (%)
MOI:10 MOI:100
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3.8 Fajlarin DNA izolasyonu

Fajlarin DNA izolasyonu Bolim 2.2.9°da belirtildigi sekilde yapilmistir.
Izole edilen DNA’lar jel elektroforeze yiiklenmistir. Bdylelikle DNA’larin saflik
durumu ve yogunlugu kontrol edilmistir. DNA’lara ait jel goriintiisii Fotograf

3.7°de verilmistir.

$9-1 S92 S11-1 S11-2 S21-1 S21-2 S22-1 §22-2

—

[ U C— L —

BK1-1 BK1-2 BK2Z S6 516 H1 D1

———--__.h-—ﬂ-——h—--

Fotograf 3.7. Jele yiiklenen DNA’lar

Jel iizerindeki bant parlakligi her bir DNA’nin enzim kesimine hangi

miktarda girecegine karar vermede yardimci olmustur.

3.9 Fajlarin RFLP Analizi

Izole edilen DNA’lar belirlenen miktarlarda RFLP analizinde kullanilmustir.
Kesimi gerceklesen DNA’lar %1 °lik agaroz jele yiiklenmis ve yiiriitiilmiistiir. Ttim
enzim kesimlerinde ilk kuyucuklara marker (M) yiikklenmis olup diger
kuyucuklarda ise faj DNA’lar1 yer almistir. Kesimlere ait jel gortintiileri Fotograf
3.8, Fotograf 3.9, Fotograf 3.10, Fotograf 3.11 ve Fotograf 3.12°de verilmistir.
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Fotograf 3.8. Faj DNA’larinin Smal enzimi ile elde edilen jel goriintiisii

DNA’lar, Smal enzimi ile reaksiyona tabi tutulmus ve kesim sonucu olusan
bant profilleri Fotograf 3.8”de verilmistir. Bu sekle gore tiim DNA’larin ilk 4 bant
boyutunun benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Kuyucuklardaki farkli fragmentler
cogunlukla 4268 b¢ ve 2027 bg biiyiikliigii arasinda goriilmektedir. Bantlardaki
farkliliklar jel goriintiisii tizerinde kirmizi oklar ile isaretlenmistir. Buna gore S22-
2’nin isaretli bolgede c¢ift bant bulundurdugu ve bu kesim profili ile diger faj
DNA’larindan farklilik gosterdigi goriilmektedir. Yine ayni bdlgede yer alan
bantlara bakildiginda S9-1, S9-2, S21-1 ve S21-2 benzer kesim profili gdstermistir.
S11-1ise S22-1, BK1-1 ve BK1-2 ile benzer bant profili gostermektedir. S11-2’nin
yaklasik 3530 bg¢’lik bandi diger profiller ile benzerlik gosterse de yaklasik
1904bg¢’lik band1 diger DNA bant profillerinde goriilmemektedir. Diger fajlar ise
(BK2, S6, S16, H1, D1) benzer bant profiline sahip bulunmustur.
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S11-1 S112 S21-1 S21-2 S§221 S22-2 BK1-1 BK12 BK2 S6 S16 H1 D1

Fotograf 3.9. Faj DNA’larinin Xhol enzimi ile elde edilen jel goriintiisii

Xhol enzimi ile DNA’larin hepsi kesilememistir. S21-2 ve BK1-1’in bant
parlakliklarina bakilarak DNA’nin kesim igin yetersiz oldugu diistiniilmektedir.
Kesimi yapilamayan S9-1, S11-1, S21-1, S21-2, S22-2 ve BK1-1 faj DNA’larinin
ayni grupta olabilecegi diisliniilmiistiir. Kesimi gergeklesen DNA’lara bakilacak
olursa S9-2, S11-2, S22-1, BK1-2 ve BK2 benzer kesim profillerine sahiptir. Diger
kuyucuklardaki bant biiyiikliiklerine gére S16 ve H1, 4268 ve 3530 bg’lik aralikta
cift bant bulundurmakta ve benzer profil sergilemektedir. S6 yaklasik 3530 bg
boyutunda iki bant bulundururken; D1 ise yaklasik 4268 b¢’lik iki bant
bulundurmaktadir.

M
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Fotograf 3.10. Faj DNA’larinin ECORI enzimi ile elde edilen jel goriintiisii
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EcoRI enzimi ile yapilan kesimde DNA fragmentlerinin benzer profil
gosterdigi  goriilmektedir. Yalnizca ilk bantlarin  biiyiiklikleri  degisiklik
gostermektedir. Buna gore S11-2 faj1 kirmiz1 ok gosterilen bolgede tek bir bant
bulundurmaktadir, dolayisiyla diger faj DNA’larinin kesim profillerinden farklidir.
S21-2’in ilk bantlarinin diger faj DNA’larina gore daha asagida basladig
goriilmektedir. S9-1’de benzer bir profile sahiptir. S9-1’ in ilk bantlar1 daha biiytik
gibi goziikkse de bunun DNA Kirliliginden oldugu disiiniilmektedir. Son
kuyucuklarda yer alan S6 ve S16 ile HI ve D1¢in bant profilleri benzerdir. S22-2
ise S11-2’ye benzer bant profili sergilese de isaretli bolgenin ve ilk bandin net

olmamasindan dolay1 farkli oldugu diistiniilmiistiir.

!

\Y
S9-1 S9-2 S11-1 S11-2 S21-1 S21-2 $22-1 S22-2 ‘ BK1-1 BK1-2 BK2  S6 S16

\Y%

Fotograf 3.11. Faj DNA’larinin ECORV enzimi ile elde edilen jel goriintiisii

EcoRV enzimi ile yapilan kesime bakildiginda ise S9-1, S11-1 ve S21-2
benzer kesim profili gostermektedir. S9-2 ise 5148 ve 4268 b¢’lik bolgede diger
profillere gére daha az bant icermektedir. Bununla birlikte ilk bandinda (kirmiz1 ok
ile gosterilen) diger faj DNA fragmentlerinin ilk bantlarindan daha kii¢lik oldugu
diistiniilmektedir. S11-2 ve S21-1’de yine benzer profil gostermektedir. Yine S22-
2 isaretli bolgede iki bant igermektedir. S22-1 ise ayni bolgede 1 bant
bulundurmaktadir. Bu nedenle BK1-2 ile benzer profil sergilemektedir. Diger fajlar

ise isaretli olan bantlar sebebi ile diger fajlardan farkli bulunmustur.
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Fotograf 3.12. Faj DNA’larimin Ndel enzimi ile elde edilen jel goriintiisii

Fotograf 3.12’de goriildiigii iizere Ndel enziminin hicbir DNA {izerinde
tanima sekansinin olmadigi tespit edilmistir. Sonug olarak Ndel enzimi harig diger
restriksiyon enzimleri ile reaksiyon sonucunda olusan DNA kesim profiline gore

fajlar Tablo 3.14’te verildigi sekilde gruplandirilmistir.

Tablo 3.14. Enzim kesimine gore faj gruplari

Enzim Faj Gruplar

1. Grup) S9-1, S9-2, S21-1, S21-2
2. Grup) S11-2

3. Grup) S22-1, BK1-1

4. Grup) S22-2

5. Grup) S11-1, BK1-2

6. Grup) BK2, S6, S16, H1

7. Grup) D1

1. Grup) S9-1, S11-1, S11-2, S21-1, S21-2, S22-2, BK1-1
2. Grup)S9-2, S22-1, BK1-2
3. Grup) S6, H1

4. Grup)Sle, D1

1. Grup) S9-1, S21-2

2. Grup) S9-2

3. Grup) S11-2

4. Grup) S11-1, S22-1, BK1-2
5

6

7

8

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1

Smal

Xhol

EcoRl Grup) 522-2

Grup) BK2
Grup) S21-1, BK1-1, S6, S16
Grup) H1, D1
Grup) S9-1, S11-1, S21-2, H1
Grup) S9-2
Grup) S11-2, S21-1
Grup) S22-2
Grup) S22-1, BK1-2
Grup) BK1-1
Grup) S6
Grup) BK2
. Grup) S16
0. Grup) D1

EcoRV
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Farkli enzim kesimleri ile birbirinden farkli oldugu tespit edilen fajlar (S9-
2, S11-2, S22-2, BK1-1, BK2, S16, D1, S6) diger analizlerde tek tek veya karisim
halinde kullanilmastir.

Enzim kesim profillerine gore fajlarin yaklasik bant biiyiikliikleri Geldv.2.0
ve Image Lab yazilimlari ile hesaplanmistir. Tablo 3.15’te belirtilen bant

biiytikliiklerine gore fajlarin yaklasik genom biiytikliikleri verilmistir.

Tablo 3.15. Enzim kesimlerine gore yaklasik genom biiytikliikleri

Genom Bilyiikliigii (b¢)

Faj Kodlar1 | Smal | Xhol | EcoRIl | ECORV
S9-1 44.764 - 46.807 | 46.958
S9-2 43.817 | 37.772 | 60.424 | 27.845

S11-1 44.046 r 71.656 | 46.958
S11-2 45.333 - 49.339 | 43.622
S21-1 40.920 - 88.059 | 43.622

S21-2 40.843 - 44.322 | 46.958
S22-1 45.230 | 29.741 | 69.957 | 49.832
S22-2 47.472 - 47.677 | 75.622
BK1-1 43.349 - 73.368 | 49.258
BK1-2 41.863 | 37.192 | 66.843 | 49.832

BK2 44.593 | 38.198 | 53.615 | 51.633

S6 44.157 | 41.067 | 69.528 | 48.644
S16 59.352 | 41.839 | 66.991 | 55.797
H1 43.174 | 41.825 | 53.145 | 46.958
D1 66.663 | 42.802 | 53.374 | 45.486

Faj genom biiyiikliikleri Smal enzim kesimine gore 40.843 bg (S21-2) ile
66.663 b¢ (D1) arasinda bulunmustur. Xhol enzim kesimine gore ise 29.741 bg
(S22-1) ile 42.802 bg (D1) arasinda bulunmustur. ECORI enzim kesimine gore en
kiiclik genom boyutu yaklasik 44.322 bg¢ (S21-2) ve en biiylik genom boyutu
yaklagik 88.059 b¢ (S21-1) bulunmustur. ECORV enzim kesimine gore en kiigiik
genom boyutu yaklasik 27.845 bg (S9-2) ve en biiyiik genom boyutu yaklasik
75.622 bg (S22-2) olarak bulunmustur.

3.10 Fajlarin Morfolojik Karakterizasyonu
RFLP analizine gore segilen 8 fajin (S9-2, S11-2, S22-2, BK1-1, BK2, S16,
D1, S6) elektron mikroskop goriintiileri alinmigtir. Fajlara ait elde edilen goriintiiler

Fotograf 3.13’te verilmistir.
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Fotograf 3.13. Fajlara ait TEM mikrograflar
a)S11-2, b) S22-2, ¢) BK1-1, d) BK2 e) D1, f) S6, g) S16, h) S9-2

Morfolojik tanimlama fajlar icin 6nemli bir simiflandirma kriteridir. Onceki
zamanlarda fajlarin siniflandirilmasi biiyiik oranda morfolojik karakterizasyona
bagli bulunmaktaydi. Ancak faj siniflandirma sistemi giincellenmis ve morfolojiye
dayali olan Siphoviridae, Podoviridae ve Myoviridae gibi birkag biiyiik aile
kaldirtlmigtir (Zu vd., 2022). Ancak "podoviriis", "miyoviriis" veya "sifoviriis" gibi

morfolojik (taksonomik olmayan) tanimlayic1 terimlerin kullanimina izin
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verilmistir (Turner vd., 2023). Bu bilgiye ve fajlarin TEM mikrograflarina gore
morfolojik 6zellikleri Tablo 3.16°da verilmistir.

Tablo 3.16. Fajlarin morfolojik 6zellikleri

Faj Kodu Morfoloji Kafa ¢cap1 (nm) | Kuyruk Uzunlugu (nm)

S11-2 Podovirtis 48,85+ 1,15 29,54
S22-2 Podoviriis 60 25

BK1-1 Podoviriis 42,6 + 1,075 41,6
BK2 Podoviriis 45+0,5 27,7
D1 Podoviriis 47,4+ 1,1 10

S6 Podoviriis 48,43+ 5 15,62
S16 Podoviriis 69,6 + 6 36,3

TEM mikrograflarina bakildiginda fajlarin kisa kuyruklu oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte fajlara ait dl¢iilen kafa caplarinin 42,6 nm ile 69,6
nm arasinda degistigi goriilmektedir. Kuyruk uzunluklari ise 10 nm ile 41,6 nm
arasinda bulunmustur. Faj S9-2’nin net bir mikrografi elde edilememistir. Bu

nedenle morfolojik 6zellikleri belirlenememistir.

3.11 Plak Etkinliginin (EOP) Belirlenmesi

Fajlarin RFLP analizine gore secilen 8 fajin ve litik aktivite gosterdikleri 6
P. aeruginosa susuna (bkz. Tablo 3.6) karsi bu fajlarin plak etkinligi (EOP)
belirlenmistir (Tablo 3.17).

Tablo 3.17. Fajlarin heterolog konakgilarina ait plak etkinligi

Konake1 Bakteri Kodlari

Fal | NeTetogza | M Mr2 Al R1 BX
Kodlan

S9-2 0,001 0,0025 0,001 0,002 0,001 0,01
S11-2 0,008 0,75 0,125 0,187 0,13 0,625
S§22-2 0,002 0,012 0,002 0,01 0,06 0,02
BK1-1 0,08 0,02 0,08 0,08 0,04 0,032

BK2 0,005 0,002 0,002 0,08 0,44 0,01

S6 0,002 0,057 0,008 0,012 0,01 0,004

S16 0,001 0,034 0,04 0,09 0,004 0,04

D1 0,005 0,11 0,005 0,005 0,01 0,005

EOP degerleri, hedef bakteri tarafindan elde edilen toplam plak sayisinin,
homolog konak bakteri tarafindan elde edilen toplam plak sayisina boliinmesiyle
elde edilmektedir. Elde edilen EOP oran1 > 0,5 ise yiiksek tiretim; 0,5> EOP orani>
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0,1 ise orta tiretim; 0,1> EOP> 0,001 ise diisiik tiretim ve EOP < 0,001 ise verimsiz
seklinde degerlendirilmistir (Abdelghafar vd., 2023b). Verilen esitlige ve Tablo
3.17°de bulunan degerlere gore P. aeruginosa Mrl ve P. aeruginosa BX, S11-2
fajinin yiiksek verimlilikle cogalmasini saglayan konakeilardir. Yine S11-2 faji P.
aeruginosa Mr2, P. aeruginosa Al, P. aeruginosa R1 konakgilari iizerinde orta
diizeyde etkinlik gdstermistir. Bununla beraber BK2 ve D1 fajlar da sirastyla P.
aeruginosa R1 ve P. aeruginosa Mrl konakgilar tizerinde orta diizeyde etkinlik
gostermigtir. Diger fajlar ise bakteriler {izerinde disik diizeyde etkinlik

gostermistir.

3.12 Fajlarin Litik Etkisinin Belirlenmesi

Bu analizde S9-2, S11-2, S22-2, BK1-1, BK2, S16, D1 ve S6 fajlarinin
konakg1 P. aeruginosa C10 iizerindeki litik aktivite degeri belirlenmistir. Bunun
i¢in fajlar besiyeri ortaminda farklit MOI degerlerinde konaket hiicre ile karistirilmis
ve zamana kars1 bakteri yogunlugundaki degisim izlenmistir. MOI 1, 10 ve 100
olacak sekilde ortamda faj bulundugunda konakg¢i bakteriye ait gelisme egrileri

Sekil 3.7, Sekil 3.8 ve Sekil 3.9’da verilmistir.

MOI:1
1,2 1,04
1
.08
3
S 06 0,498
0,4
02 0,285
0
O O O O O O O OO0 O 0O OO O O o o o o o o o o o o
O N 00 < O O N 00 < O O N 0 < O OV &N 0O < O O N 0 <
NN < TN O O NN OO OO OO 4 N N N N <
- — =1 = = = = o
Sire (dk.)
— SO -2 S11-2 S22-2 D1 e BK1-1
— B2 — S —S16 = Kontrol

Sekil 3.7. MOI:1 degerinde P. aeruginosa C10’a fajlarin litik etkisi

Fajlar, MOI 1 degerini karsilayacak sekilde konakg1 bakteri ile karigtirilmig
ve mikro plaka okuyucu ile zamana kars1 absorbansi okunmustur. Boylelikle MOI
1 degerinde 8 fajin konakg1 bakteri tizerindeki litik etkisi incelenmistir. Sekil 3.7°de
goriildiigii izere kontrol olan P. aeruginosa C10, 540. dakikadan sonra logaritmik
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faza ge¢mistir. Fajlar 24 saat sonunda konake1 hiicrenin tamamen inhibe olmasini
saglayamamistir. Ancak 24 saat sonundaki fajlarin oldugu kuyucuklardaki bakteri
yogunluklar1 kontrole gore daha az bulunmustur. Bu kuyucuklardaki absorbans
degerleri 24 saat sonunda 0,285 ve 0,498 arasinda bulunmustur. Bu da fajlarin litik

etkisinin varligini géstermektedir.

MOI:10 Lo
1
0,8
20,6
o
© 0,351
0,4
0,2 0,207
0
O O O O O O O O O O O O O O O O O 0O O O o o oo o o
O N 00 < O O N 00 <F O O N 0 < O O N 0 < O OV N 0 <
o H NN N T N O O NN 00 OO0 OO NN NN
Y o =
Sire (dk.)
o 592 o §11-2 $22-2 D1 e B 1-1
— B2 — 56 —S16 = Kontrol

Sekil 3.8. MOI:10 degerinde P. aeruginosa’ya fajlarin litik etkisi

MOI 10 degerinde ise kontrol olan konakgi bakteri 24 saat sonunda en
yiiksek absorbans degerine sahip olmustur. Bu da tiim fajlarin MOI 10 degerinde
litik etkisinin varligin1 gostermektedir. Faj bulunan kuyucuklardaki absorbans
degerleri 0,207 ile 0,351 arasinda bulunmustur. Kontrol absorbansi ise 1,04 olarak
bulunmustur. Fajlardan S16 ve D1, konake1 lizerinde 24 saat sonundaki en yakin
baslangic ve bitis absorbansi vermistir. Bu da S16 ve DI fajlarinin MOI:10
degerinde en yiiksek litik etkiye sahip oldugunu gostermistir.
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MOI:100
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Sekil 3.9. MOI:100 degerinde P. aeruginosa’ya fajlarin litik etkisi

MOI 100 degerinde kontrol 6rnegi olan konake1 bakteri, 24 saat sonunda
yine en yiiksek absorbans degerine sahip olmustur. Bu da tim fajlarim MOI 100
degerinde litik etkisinin varligin1 gostermektedir. Faj bulunan kuyucuklardaki
absorbans degerleri 0,1 ile 0,316 arasinda bulunmustur. Bu absorbans degerlerine
gore fajlarn MOI 10 degerinde, MOI 1 degerine gore daha etkili oldugu
goriilmektedir. BK1-1 fajimin bulundugu kuyucukta konakg1 bakteri higbir geligme
gostermezken diger fajlarda konakg¢iya degisen miktarlarda etkili olmustur.
Bununla birlikte S22-2 faj1 ile muamele edilen P. aeruginosa C10’un 15. saatten
sonra ani artig gosterdigi ve 23. saatten sonra tekrar azalma gosterdigi
goriilmektedir.

Fajlarin konakg1 bakteri olan P. aeruginosa C10 iizerindeki litik etkisi
incelendikten sonra RFLP analizi ile segilen 8 faj (§9-2, S11-2, S22-2, D1, BK1-1,
BK2, S6, S16) ile bir faj karistmi hazirlanmistir. Yine fajlarin etkili oldugu
bakterilerden en az bir fajin etkili oldugu 7 P. aeruginosa susunun (P. aeruginosa
NCTC12924, P. aeruginosa C10, P. aeruginosa R1, P. aeruginosa Mrl, P.
aeruginosa Mr2, P. aeruginosa Al, P. aeruginosa BX) karisim1 hazirlanmis ve faj

karisimin bakteri karisimi tizerindeki litik etkisi belirlenmistir (Sekil 3.10).
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Faj Karisiminin Etkisi
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Sekil 3.10. Faj karisiminin bakteri karigimina etkisi

Faj karistmi MOI:1 ve MOI:10 degerinde bakteri karisiminin logaritmik
evrede yogunlugunun artmasini engellemistir. Bu MOI’lerde kuyucuklarin
absorbans degerleri 0,52 ve 0,585 olarak bulunmustur. MOI 100’de ise faj karisimi

ile bakteri karisiminin tamamen inhibe edilmesi saglanmistir (ODgoo:0,089).

3.13 Gida Uygulamasi

Fajlarin gida ortaminda etkinliginin belirlenmesi amaciyla farkli MOI
degerlerinde su, yagsiz slit ve marul Orneklerinde denemeler yapilmistir.
Denemelerde RFLP sonucuna gore farkli oldugu disiiniilen 8 fajin (S9-2, S11-2,
S22-2, D1, BK1-1, BK2, S6, S16) karisim1 hazirlanmis ve kullanilmistir. Konakg1
olarak ise secilen 8 fajdan en az birinin litik etki gdstermis oldugu 7 P. aeruginosa
susunun (P. aeruginosa NCTC12924, P. aeruginosa C10, P. aeruginosa R1, P.
aeruginosa Mr1, P. aeruginosa Mr2, P. aeruginosa A1, P. aeruginosa BX) karisimi
kullanilmistir. Gida 6rnekleri Boliim 2.2.14°te verildigi sekilde hazirlanmis ve
kontrol gruplar ile diger deney gruplart 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonucu &rneklerde belirlenen bakteri sayilar: Sekil 3.11°de verilmistir.
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Gida Denemeleri
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Sekil 3.11. inkiibasyon sonunda 6rneklerde bulunan bakteri yiikii

Igme suyu ornegine bakildiginda kontrol drneklerinde baslangig yiikii 24
saat sonunda bakteri sayisinin yaklagik 6 log KOB/mL oldugu goriilmektedir. MOI
1 degerinde orneklerde kontrol 6rnegine gore bakteri sayist 1,31 log daha az
bulunmusgken; MOI 10’da kontrol drnegine gore 2 log bir azalma elde edilmistir.
Buna ragmen MOI 100 degerinde sudaki bakteriler faj karigimi ile tamamen inhibe
edilmistir. Siit 6rneklerinde baslangi¢ bakteri yiikii 3 log KOB/mL iken kontrolde
24 saat sonunda bakteri sayis1 8,6 log KOB/mL olmustur. MOI 1 ve MOI 10
orneklerinde fajlar yiiksek etkinlik gosterememisken MOI 100 degerinde yagsiz
stitteki bakterilerin faj karigimi ile tamamen inhibe edildigi goriilmektedir.

Marul 6rneklerinde artan MOI degeri ile bakteri gelisiminin engellendigi
gozlenmektedir. Bakteri yiikiiniin kontrol 6rneklerinde 7,6 log KOB/g seviyesine
yiikseldigi goriilmektedir. MOI 1, MOI 10 ve MOI 100 6rneklerinde ise bakteri
sayilar1 sirasiyla 7,06; 6,53 ve 5,77 log KOB/g olarak bulunmustur. Marul
orneklerinde tam bir inhibisyon elde edilemese de MOI 100 6rneginde kontrol

Ornegine gore bakteri sayisi artisinin yaklasik 2 log engellendigi goriilmektedir.

3.14 Antibiyotik Duyarhlik Testi

RFLP analizine gore farkli oldugu diisiiniilen 8 fajin kokteyli hazirlanmis
ve P. aeruginosa suslar1 ayr1 ayri bu faj karisimi ile muamele edilmistir. Muamele
sonrasi bakterilerin onceden bakilmis olan antibiyotik duyarliliklarina yeniden

bakilmis ve elde edilen zon caplar1 kaydedilmistir. Bakterilerin faj karisimi ile
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muamelesinden once ve sonra 6lgiilen zon ¢aplart ve duyarlilik sonuglar1 Tablo

3.18de verilmistir.

Tablo 3.18. Suslarin antibiyotik duyarliliklar

Faj terapi o6ncesi zon caplar1 Faj terapi sonrasi zon caplari
. Zon . Zon
B | i | s | O B | s | P
(mm) (mm)

TE30 14 R TE30 14 R

CN10 14 R CN10 14 R

C10 CIP5 24 R C10 CIP5 34 |

P10 - R P10 - R

S300 16 S S300 30 S

TE30 10 R TE30 10 R

CN10 16 S CN10 16 S

BX CIP5 28 I BX CIP5 40 I

P10 - R P10 - R

S300 - R S300 - R

TE30 12 R TE30 12 R

CN10 22 S CN10 22 S

Mrl CIP5 30 I Mrl CIP5 40 I

P10 - R P10 - R

S300 26 S S300 26 S

TE30 - R TE30 12 R

CN10 16 S CN10 16 S

Mr2 CIP5 24 R Mr2 CIP5 28 I

P10 - R P10 - R

S300 26 S S300 26 S

TE30 20 S TE30 40 S

NCTC CN10 28 S NCTC CN10 28 S

12924 CIP5 28 I 12924 CIP5 28 |

P10 28 I P10 40 |

S300 32 S S300 32 S

TE30 8 R TE30 8 R

CN10 20 S CN10 20 S

Al CIP5 22 R Al CIP5 30 |

P10 - R P10 - R

S300 24 S S300 24 S

TE30 8 R TE30 8 R

CN10 24 S CN10 24 S

R1 CIP5 30 I R1 CIP5 30 |

P10 - R P10 - R

S300 18 S S300 24 S

R: direngli, I: orta derece duyarl, S: duyarli

Suslar 48 saat boyunca faj karigimina tabi tutulmus ve siire sonunda suslarin
antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmistir. Antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi
amaciyla siprofloksasin (CIPS5), tetrasiklin (TE30), streptomisin (S300), gentamisin
(CN10), penisilin (P10) antibiyotikleri kullanilmistir. P. aeruginosa C10’un siire

sonunda streptomisin i¢in gostermis oldugu zon ¢ap1 ve faj uygulamasi oncesi 16
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mm olan zon ¢ap1 30 mm’ye yiikselmistir. Benzer olarak P. aeruginosa R1’in de
faj uygulamasi sonrasi streptomisine karsi inhibisyon ¢api 18 mm’den 24 mm’ye
cikmustir. Diger suslardan P. aeruginosa BX, Mrl, A1 ve Mr2’nin siproflaksasine
kars1t zon caplar1 artmistir. Suglarin antibiyotik diskleri etrafindaki zon yarigapi
sirasiyla 6, 5, 4 ve 2 mm artmistir. Bununla birlikte P. aeruginosa Mr2 ve P.
aeruginosa NCTC 12924 tetrasikline kars1 duyarlilik géstermis ve uygulama oncesi
sirastyla 0 ve 20 mm olan zon gaplar1 uygulama sonrasi 12 ve 40 mm’ye
yiikselmistir. P. aeruginosa NCTC 12924 uygulama dncesinde penisiline duyarlilik
gosteren tek bakteri olmustur. Uygulama sonrasit da penisiline karsit gostermis
oldugu inhibisyon ¢ap1 artmig ve 28 mm olan zon ¢ap1 40 mm’ye yiikselmistir.

Gentamisine kars1 ise hi¢bir sus uygulama sonrasit duyarlilik kazanmamaistir.
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4. TARTISMA

Bu tez kapsaminda P. aeruginosa’ya etkili fajlarin izolasyonu,
karakterizasyonu ve gidalarda kullanim potansiyelinin aragtirilmasi hedeflenmistir.
Bu hedef dogrultusunda ilk olarak fajlarin konakgi hiicreleri olacak olan P.
aeruginosa suslarinin izolasyonu yapilmistir. izolasyon i¢in bakterinin habitat1 goz
ontinde bulundurulmustur. Toplanan 6rneklerden Cetrimide Agara ekim yapilarak
Petri kutular1 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda Petri kutularinda yesil pigment tireten, UV 1s1ma veren kolonilerin se¢imi
yapilmistir. Bu suslardan Nutrient Broth besiyerine ekim yapilmis ve 42°C’de
gelisimleri incelenmistir. Bu sicaklikta gelisebilen suslar Asetamit Nutrient Broth
besiyerine ekilmis ve bu besiyerinde gelisebilen suslardan yine oksidaz, katalaz ve
sitrat pozitif ve MacConkey Agar besiyerinde sarimsi renkte, pembe olmayan
koloni olusturanlar siipheli P. aeruginosa suslari olarak degerlendirilmistir. Bu
biyokimyasal testlerin sonuglarina gore siipheli kolonilerin tanilart MALDI-TOF
MS ile yapilmistir. Sonug olarak 1 ¢ig siit, 5 sebze, 1 tiiketime hazir salata ve 1 atik
su orneginden 8 farkli P. aeruginosa susu izole edilmistir. Literatiire bakildiginda
P. aeruginosa hastane enfeksiyonlarinin baslica sebeplerinden biri oldugu igin
genellikle klinik vakalardan izole edilmektedir (Al-Saffar ve Jarallah, 2019; Phan
vd., 2023; Hu vd. 2024; Arumugam vd., 2018). Klinik mikrobiyoloji diginda P.
aeruginosa’nin 6zellikle atik sulardan izole edildigi goriilmektedir (Raja vd., 2006;
Miranda vd., 2015; Mahgoub vd., 2020). Atik sular diginda nehir sular1 (Ghosh vd.,
2024; Rojo-Bezares vd., 2024), toprak (Abubakar vd. 2024; Shilpa vd., 2024) ve
hayvanlar (Morales-Espinosa vd., 2024; Ramatla vd., 2024) P. aeruginosa’nin
diger izolasyon kaynaklaridir. Bu tez kapsaminda izole edilen suslarin ¢ogunlugu
sebze Orneklerinden elde edilmistir. Bunun da muhtemelen sulama sularindan
kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Izolasyonlar sirasinda Pseudomonas spp.
olabilecek diger izolatlarinda tanimlamast MALDI-TOF MS ile yapilmistir. P.
aeruginosa’dan farkli olarak P. brassicacearum, P. monteilii, P. alcaligenes, P.
tolaasii, P. plecoglossicida, P. fulva tiirleri izole edilmis ve bu bakteriler
laboratuvar kiiltiir koleksiyonuna dahil edilerek, konak¢i skalasi testi igin
kullanilmistir.

Faj izolasyonu icin ise toplanan orneklerden elde edilen siipernatantlar

konakgt hiicreler tizerine damlatilmis ve plak/zon varligi gézlemlenmistir. Konakgi
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bakteri olarak laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan P. aeruginosa
NCTC12924 ve P. aeruginosa ATCC 27853 standart suslar1 kullanilmigtir. Litik
zon ve plak olusumu goézlenen ornekler zenginlestirme islemine tabi tutulmustur.
Zenginlestirmeler sirasinda titresi cabuk yiikselen litik etkisi yiiksek oldugu
diistiniilen fajlarin se¢imi yapilmistir. Bu fajlarin plak morfolojilerine gore tek plak
saflagtirmalart 3 kez yapilarak fajlarin saf oldugundan emin olunmustur. Sonug
olarak 28 adet fajdan saflastirilmis 15 faj se¢ilmis ve tez kapsamindaki analizler
icin bu 15 faj ile ¢alisilmistir. Bu fajlarin izolasyon materyalleri ise ¢ig siit (11),
kanalizasyon suyu (3) ve topraktir (1). Literatiirde de P. aeruginosa’ya etkili
fajlarin kanalizasyon suyu (Piracha vd., 2014; Kwiatek vd., 2015; Jamal vd., 2017,
Yang vd., 2024), atik su (Yu vd., 2017; Kauppinen vd., 2021; Santamaria-Corral
vd., 2024), nehir suyu (Fei vd., 2023), toprak (EI-Wafai vd., 2022) hayvan diskisi
(Li vd., 2022) gibi cesitli kaynaklardan izole edildigi goriilmektedir.

Adsorpsiyon sabiti, latent siire ve patlama biiyiikligii faj popiilasyonunun
biiylime hizin1 tamimlayan faj biiyiime parametrelerini temsil etmektedir.
Arastirmacilar, bakteri bilylime hizinin faj biiylime parametrelerini, 6zellikle latent
periyot ve patlama boyutundaki degisiklikleri etkiledigini belirtmislerdir (Nabergoj
vd., 2018). Calisma kapsaminda fajlarin karakterizasyonunu saglamak amaciyla
izole edilen fajlarin replikasyon parametreleri belirlenmistir. Bu amacla fajlarin
gelisme egrileri ¢ikarilmig ve adsorpsiyon grafikleri olusturulmustur. Bu verilere
gore fajlarin latent donemleri, patlama biiyiikliikleri ve adsorpsiyon oranlari
hesaplanmistir. Fajlarin latent donemleri en az 5 dk. ve en fazla 30 dk. olarak
bulunmustur. Bu sonuglara goére fajlarin latent donemlerinin kisa oldugu
goriilmektedir. Yiiksek patlama biiytikligii ve nispeten kisa latent donem, biyolojik
kontrol uygulamalarinda kullanilacak fajlar icin istenen oOzelliklerdir. Fajlarin
patlama biiyiikliikleri ise 10 ile 200 POB/hiicre arasinda bulunmustur (Tablo 3.4).
Garcia-Cruz vd. (2024) izole ettikleri fajin adsorpsiyon siiresini 10 dk., patlama
biiyiikliigiinii ise 80 POB/hiicre olarak bulmustur. Abdelghafar vd. (2023a) ise izole
ettikleri fajin latent donemini 15 dk., patlama biiytlikligiinii ise 210 POB/hiicre
olarak bulmustur. Baska bir ¢alismada ise latent donem 30 dKk., patlama biiytikligi
ise 300 POB/hiicre bulunmustur (Teklemariam vd., 2023). Diger calismalarda yine
izole edilen fajlarin patlama biyiikliikleri 21 (Hong vd., 2024),80 (Manohar vd.,
2024) 119 (Rafiei ve Bouzari, 2024), 100 (Sharma vd., 2021); latent donemleri ise
20 dk. (Hong vd., 2024; Rafiei ve Bouzari, 2024), 30 dk. (Sharma vd., 2021) olarak
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bulunmustur. Yine benzer olarak faj vB PaeM PS3’iin 10 dakikalik bir latent
stiresi ve enfekte hiicre bagina yaklasik 132 viryon patlama biiyiikligii bulunmustur
(Abdelghafar vd., 2023b). Farkli olarak Kauppinen vd. (2021) izole ettikleri 2 fajin
latent donemlerini 50-55 dk. olarak bulmustur. Bu fajlar uzun latent ddnemine sahip
olmasina ragmen patlama biiyiikliikleri sirasiyla 124 ve 134 POB/hiicre olarak
bulunmustur.

Bu calismada izole edilen fajlarin adsorpsiyon hizlar1 4,6x107 (S22-2) ile
1,62x108 (S21-1) mL/dk arasinda bulunmustur (Tablo 3.5). Adsorpsiyon oranlari
ise en diisiik %87 (S11-2) ve en yiiksek %100 (S21-1) olarak bulunmustur. Kamyab
vd. (2024) izole ettikleri fajin %93'linden fazlasinin ilk 5 dakika iginde
baglandigini, adsorpsiyon hiz sabitinin ise 10 dakikalik aralikta 7,4x107° mL/dk
oldugunu bulmustur. Baska bir ¢alismada ise fajlarin yaklasik %50'si yaklasik 10
dakika i¢inde konak ylizeyine tutunurken, %90" yaklasik 25 dakika i¢inde konak
hiicrelerine adsorbe olmustur (Manohar vd., 2024). Yine baska bir faj olan F1Pa'nin
adsorpsiyon orani sabiti 20 dakikada yaklasik 4,20x10° mL/dakika olarak
bulunmustur (Santamaria-Corral vd., 2024). Kamyab vd. (2023) ise fajlarin
adsorpsiyonunun hizli oldugunu ve fajlarin ¢ogunun (>%76) ilk 5 dakika icinde
baglandigini belirtmistir. Ayrica, faj P81'in konak¢iya adsorpsiyon orani sabiti (k
degeri) 10 dakikalik zaman igin 6,1 x 101° mL/dakika olarak hesaplanmistir.

Tez calismasi kapsaminda fajlarin konakgilar1 olan P. aeruginosa NCTC
12924 ve P. aeruginosa ATCC 27853 suslar1 disinda farkli konakgilara karsi litik
etkisi incelenmistir. Boylelikle fajlarin konake1 skalasi incelenmistir. Bu amacla
izole edilen 8 yerel P. aeruginosa susu analize alinmig ve fajlar bu konakgilar
tizerine damlatilarak litik zon veya plak varlig1 incelenmistir. Fajlarin P. aeruginosa
C10’a kars1 yiiksek litik etki gostermesinden dolay1 bu sus sonraki analizlerde
zenginlestirme vb. benzeri prosediirler icin konak¢1 bakteri olarak kullanilmistir.
Fajlar, analize alinan konakg1 hiicrelerden piyomelanin iireten P. aeruginosa BK ve
piyosiyanin tireten P. aeruginosa SLT suslarina kars litik etki gostermemistir. Bu
suslar disindaki 6 yerel izolata farkli sayilarda fajin etkili oldugu goriilmiistiir. Yine
bu 6 izolattan P. aeruginosa C10, P. aeruginosa Mr2, P. aeruginosa BX’e karsi
fajlarin hepsinin etkili oldugu tespit edilmistir.

Fajlarin farkli Pseudomonas tiirlerine karsi litik etkisi de incelenmis olup
fajlarin P. brassicacearum M(CS2’e kars litik etkisi tespit edilmistir. Literatiirde P.

brassicacearum’a etkili fajlarla ilgili bir ¢alisma tespit edilememistir. Ayrica bu
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calismada kullanilan fajlarmm P. monteilii, P. alcaligenes, P. tolaasii, P.
plecoglossicida, P. fulva, P. putida DSM 6125, E. coli O157:H7 ATCC 43888, S.
Enteritidis NCTC 12694, B. cereus ATCC 10876, yerel izotlar olan Proteus
vulgaris, Lelliottia amnigena, Morganella morganii bakterilerine etkili olmadigi
tespit edilmistir (Tablo 3.7).

Garcia-Cruz vd. (2024) ¢DCL-PAG6 fajinin etkinligini iki referans sus ve
dokuz antibiyotik direngli P. aeruginosa susuna karsi incelemistir. Faj pDCL-PAG®,
iki referans susu ve MDR Klinik P. aeruginosa izolatinin yedisini etkili bir sekilde
enfekte ederken, 2 susu enfekte edememistir. Baska bir ¢alismada faj DRL-P1,
Escherichia coli MTCC 443, Vibrio cholera MTCC 3904, Bacillus megaterium
MTCC 428, Shigella flexneri MTCC 1457, Bacillus subtilis MTCC 1305,
Salmonella enterica Typhimurium (MTCC 1251, MTCC 1252), Streptococcus
pyogenes (MTCC 442) ve Klebsiella pneumoniae'ye (MTCC 8911) karsi denenmis
ve herhangi bir litik aktivite belirlenmemistir. Ayni1 c¢alismada faj DRL-P1,
topraktan izole edilen 9 adet P. aeruginosa susuna etkili olmustur (Sharma vd.,
2021). Jamal vd. (2017) P. aeruginosa’ya etkili faj AZ1’in 19 P. aeruginosa
susundan yalnizca 4 tanesine etkili oldugunu ayn1 zamanda bu fajin Achromobacter
xylosoxidans ve Escherichia coli CR-061 suslarina da etkili oldugunu bildirmistir.
Calismada faj AZ1’in kanalizasyon suyundan izole edildigini, muhtemelen digki ve
hastane atiklar1 da dahil olmak tizere farkli kaynaklardan gelen ¢ok cesitli
mikroorganizmalarla ayni1 ortamda bulunmasinin fajin konakgi skalasi iizerinde bir
etmen olabilecegi belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada P. aeruginosa faji P81, P.
aeruginosa disinda P. syringae susuna etkili olmustur. Ancak Citrobacter freundii,
Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, K. pneumoniae,
MRSA Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis ve Salmonella suslarina etkili
olmamistir (Kamyab vd., 2023). Elgawish vd. (2023) izole ettigi P. aeruginosa faji
ise yalnizca P. aeruginosa suslarma etkili olmus E. coli, K. pneumoniae, A.
baumannii ve P. mirabilis gibi diger bakteri tiirlerine kars1 test ise negatif sonug
vermistir. Fei vd. (2023) ise test edilen faji, 37 P. aeruginosa susundan 8’ine etkisiz
bulmusken yine test edilen 3 K. pneumoniae’den birine etkili bulmustur.

Basaril1 bir faj uygulamasi i¢in en 6nemli gerekliliklerden biri fajlarin farkl
ortam kosullarinda (sicaklik, pH vb.) kararliligidir. Kararlilik durumu fajlar
arasinda bireysel olarak farklilik gostermektedir ve aymi faj ailesi i¢inde bile

tanimlanmasi zor olmaktadir. Ayrica gida isletmelerinde kullanilacak fajlarin farkl
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proses kosullarina uyum gostermesi ve proses sirasinda stabilitesini koruyabilmesi
gerekmektedir. Sicaklik, asitlik gibi fiziksel ve kimyasal kosullar faj olusumunu,
canliligini ve depolama Omriinii belirlemektedir. Bu kosullar fajlarin protein
yapisinin denatiirasyonuna neden olabilmekte ve sonug olarak pratik uygulamalar
sirasinda antimikrobiyal etkinligi azaltabilmektedir (Jonczyk-Matysiak vd., 2019;
Lee vd., 2023). Sicaklik, baglanma, penetrasyon, ¢ogalma ve latent periyodun
uzunlugunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Kwiatek vd., 2015). Bu nedenle tez
kapsaminda izole edilen fajlarin 50-80°C sicakliklarinda titrelerindeki degisimler
takip edilmistir. Fajlarin titreleri 50°C’de en fazla 1 log birimlik (BK2) azalma
gosterirken; 60°C’de en fazla azalma 2 log POB/mL (S11-2 ve BK2) olmustur.
Titrelerdeki azalmaya ragmen tiim fajlar 70 ve 80°C’lerde varligini siirdiirmeyi
devam ettirmistir. Fajlar sicaklik degisimlerinden en fazla 4,3 log azalma gostererek
etkilenmistir. Fajlardan D1, S16, S6 kodlu fajlar ise 80°C’de dahi baslangig
titrelerine gore sirastyla 2; 2,1 ve 2,3 log POB/mL azalma gostermistir. Sonug
olarak fajlar 50°C ile 80°C araliginda canliligin1 korumustur. Optimalden diigiik
sicakliklarda, faj genetik materyali bakteri konak hiicrelerine daha az niifuz
etmektedir; bu nedenle, fajlarin az bir kismi ¢ogalma asamasina katilabilmektedir.
Daha yiiksek sicakliklar ise fajlarin latent siiresini uzatabilmektedir (Jonczyk vd.,
2011). Cok daha yiiksek sicakliklarda ise sicaklikla birlikte virion kapsit yapisinin
bozulmasi veya bos kapsit olusumu, kuyruk agregasyonu, faj kafasi ve kuyrugunun
ayrilmasi vb. sorunlar gériilmektedir (Brié vd., 2016; Ahmadi vd., 2017). Sharma
vd., (2021) izole ettikleri fajlarin 60°C ve iizeri bir sicaklikta kararliliginin 6nemli
ol¢iide azaldigini bildirmislerdir. Shi vd., (2024) izole ettikleri fajin 60°C’ye kadar
aktivitesini koruyabildigi ancak 70°C’de inaktif hale geldigini bildirmistir. Benzer
sekilde Jamal vd. (2017)’de P. aeruginosa’a etkili faj AZ1’in 65°C’ye kadar kararli
oldugunu 70°C'de ise canliligimi tamamen yitirdigini belirtmistir. Yine benzer
olarak Yu vd. (2017) PAXYBL'in 65°C’de hayatta kalma oraninda belirgin bir
diislis gozlemlendigini ve faj parcaciklarinin %1'den azinin 65°C’de canli kaldiginm
bildirmistir. Adnan vd. (2020) ise MA-1 fajinin 80°C ve {izeri sicaklikta tamamen
inaktif oldugunu, ayn1 sekilde Wang vd. (2023), PA_LZ01 ve PA_LZ02 fajlarinin
80°C veya daha yiiksek sicakliklarda tamamen inaktif oldugunu bildirmistir. Danis-
Wilodarczyk vd. (2015), P. aeruginosa fajinin 40-70°C sicaklikta 60 dakikalik bir
stire boyunca titresinde herhangi bir azalma tespit edememisken, fajlarin

%90’1indan fazlasinin 80°C’de 15 dakikalik inkiibasyondan sonra aktivitelerini
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kaybettigini bildirmistir. Damar Celik vd. (2024) faj PA-56'nin termal kararliligini
4°C ve 90°C araliginda 120 dakika boyunca belirlemistir. PA-56 faj titresinin
65°C’de yaklasik 6 log, 90°C’de ise yaklasik 7 log azaldigini bildirmislerdir. Ancak
faj PA-56min 65°C ve 90°C’de 120 dakika inkiibasyondan sonra titresindeki
azalmaya ragmen aktivitesini hala korudugu ve yiiksek sicakliklara dayanikli
oldugunu sonuglarimiz ile benzerlik gostermektedir. Literatiire bakildiginda bu tez
kapsaminda izole edilen D1, S16 ve S6 kodlu fajlarin giiglii bir termal stabilite
gostermis oldugu anlagilmaktadir. Sicakligin fajlar iizerine etkisinin tam olarak
anlasilabilmesi icin fajin yapisal bilesenleri lizerine sicakligin etkisini anlamak
gerekmektedir. Ormegin Ahmadi vd. (2017), ¢alistiklar1 iki Listeria fajiin yapisal
proteinlerinin amino asit dizilerindeki kiiciik farkliliklara ragmen, yiiksek
sicakliklara farkli tepki verdigini bulmustur. Fajlarin termal kararlilig: ile ilgili
yapilan bir caligmada Caldeira ve Peabody (2007) RNA faji PP7'nin kapsit protein
dimerleri arasinda disiilfit baglar1 ile ¢apraz baglanma olusumunun termal
kararlilig1 sagladigini bildirmistir.

Tez c¢alismas1 kapsaminda fajlarin termal stabilitesi disinda farkli pH
kosullarindaki stabilitesi de incelenmistir. Genellikle, kararli ve notr pH’a sahip
cozeltilerin, ¢ogu faj i¢in ideal oldugu bilinmektedir (Xiao vd., 2022). Fajlarin
asidik kosullardaki stabilitelerinin degerlendirilmesi i¢in pH 2-pH 5 araligindaki
ortamlar hazirlanmis ve fajlar 25°C’de 1 saat boyunca belirlenen pH degerlerinde
bekletilerek titreleri incelenmistir. Faj titrelerinde en fazla azalma pH 2’de 4 log
POB/mL ile BK1-1 kodlu fajda meydana gelmistir. BK2 kodlu fajda asidik
kosullardan benzer sekilde etkilenmistir. Bununla birlikte asidik kosullara en
direncli faj S11-2 faji olmustur. Bu faj titresinde pH 2 olan ortamda dahi yalnizca
0,4 log POB/mL azalma goriilmiistiir. S11-1 kodlu fajda benzer sekilde pH 2 olan
ortamda yanlizca 0,84 log POB/mL azalma gostermistir. Sonug olarak 15 fajin, pH
2-pH 5 araliginda farkli oranlarda titre diisiisii gosterse dahi varligin1 korudugu
goriilmektedir.

Bazik kosullarda ise pH 8-pH 12 araliginda ¢alisilmistir. Faj titrelerinde en
fazla azalma pH 12’de 2 log POB/mL ile S6 ve S16 kodlu fajda meydana gelmistir.
Bununla birlikte bazik kosullarda H1, BK2, D1 kodlu fajlar stabilitelerini en iyi
koruyan fajlar olmugstur. Yine fajlarin pH 8-pH 12 araliginda canliligin1 korudugu
goriilmektedir. Shi vd. (2024), izole ettigi P. aeruginosa fajinin pH 4-10 araliginda
stabilitesini korudugunu bildirmistir. Vashisth vd. (2023), izole ettikleri 5 P.
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aeruginosa fajmin pH 2 ve pH 10 araligindaki kararliligini incelemislerdir.
Fajlardan yalnizca bir tanesi pH 3’te canlilik gostermis, diger fajlar inaktif
olmuslardir. Fajlar i¢cin maksimum stabilite pH 6-8 civarinda gzlenmistir. Sharma
vd. de (2021) benzer olarak P. aeruginosa’ya etkili DRL-P1 fajinin pH 5 ile pH 10
arasinda stabil oldugunu, ayn1 zamanda DRL-P1’in titresinin pH 3, 4, 5, 10, 11 ve
12'de oOnemli seviyede azalma gosterdigini ancak canliligini siirdiirdiigiinii
belirtmislerdir. Guo vd., (2019) S1 ve S2 kodlu iki P. aeruginosa fajinin pH
stabilitelerinin farkli oldugunu bulmuslardir. Calismada faj S1, pH 3 ve pH 11°de
yiiksek oranda canliligini korurken; faj S2'min enfeksiyozligii pH 3'te onemli
Olgiide azalmig ve pH 11'de neredeyse kaybolmustur. Her iki fajda pH 12°de
canliligimi yitirmistir. Danis-Wlodarczyk vd. (2015) pH 3 ila 12 arasinda 1 saatlik
inkiibasyondan sonra fajlarin %99'undan fazlasinin canli oldugunu bildirmistir.
Yiizeylerinde fosfat ve karboksil gruplari bulundugundan fajlar diger viriisler gibi
suda olduklarinda negatif yiikli bir ylizeye sahiptir. Ortam asidik oldugunda,
cozeltide ¢ok sayida hidrojen iyonu (proton) bulunmaktadir. Bunlar fajin
yiizeyindeki negatif yiikli gruplarla etkilesime girebilmektedir. Bu da faj
yilizeyindeki yiikii negatiften nétre hatta pozitife degistirebilmekte, bu da faj ile
negatif yiiklii bakteri ylizeyi arasinda bir itmeye yol agabilmektedir. Bu durum fajin
bakteri hiicresine baglanmasini ve onu enfekte etmesini zorlastirabilmektedir.
Diger bir yandan, oldukga alkali kosullar faj parcaciklarinin birbirine yapismasina
da neden olabilmektedir. Ayrica, fajlarin pH toleransi, deneyde kullanilan faj tiiriine
ve bakteri tiirline bagli olmaktadir. Bunun nedeni, farkli faj ve bakteri tiirlerinin
pH'taki degisikliklere farkli tepki vermelerinden kaynaklanmaktadir (Elgawish vd.,
2023).

Tuz konsantrasyonunun ve pH'in proteinlerdeki yiiklii gruplar etkiledigi ve
dolayisiyla konformasyonel degisikliklere neden olabilecegi bilinmektedir
(Schijven vd., 2016). Bu nedenle ¢alisma konusunu olusturan fajlarin farkli tuz
konsantrasyonundaki (%2-30) kararliliklar1 da incelenmistir. Fajlarin farkli
miktarda NaCl igeren ortamlardaki stabiliteleri genel bir egilim gostermemistir
(Sekil 3.6). Diisiik konsantrasyonlarda tuz iyonlar1 proteinlerle etkilesime girerek
protein yiiklerini nétralize etmekte ve protein yapisini stabilize etmektedir. Daha
yiksek  konsantrasyonlarda NaCl, proteinlerin termal denatlirasyonunu
artirabilmekte veya faj niikleik asidinin yapisal stabilitesini olumsuz yonde

etkileyebilmektedir. Ancak faj genomunun disa dogru yaptig1 osmotik basing faj

80



pargaciklarini dig kuvvetlere karsi daha dayanikli hale getirebilmektedir (Silva vd.,
2014; Evilevitch vd., 2011). Bu etkiler fajlarin farkli NaCl konsantrasyonlarinda
farkli stabilite gostermesinin nedenleri olabilir. Calismada kullanilan faj titrelerinin
baslangi¢ konsantrasyonundan %8-%10 NaCl igeren konsantrasyonlara ¢ikildikga
azaldig1 goriilmiistiir. Bu azalma en fazla 2 log POB/mL diizeyinde olmustur. Faj
titresindeki bu azalmanin, artan tuz konsantrasyonu ile ortam ozmotik basincinin
degismesi ve fajin kafa ile kuyruk kisminda kirilmalara neden olabilecegi
distinilmustir (Fister vd., 2016). Ancak %15 ve diger artan NaCl
konsantrasyonlarinda fajlarin ayn1 sekilde etkilenmedigi goriilmektedir. Faj titreleri
%15 NaCl iceren ortamda en fazla 1,21 log POB/mL (S21-1) azalma gosterirken
diger faj titreleri ayn1 konsantrasyonda en fazla 0,7 log POB/mL azalma
gostermistir. Yine faj titreleri %20 NaCl igeren ortamda en fazla 1,79 log POB/mL
(S21-1) azalis gostermistir. Diger konsantrasyonlarda ise %25 NaCl igeren ortamda
faj titrelerinde goriilen en fazla azalis 3 log POB/mL ile S6 fajinda goriilmiistiir.
Artan %30 NaCl konsantrasyonunda ise en fazla 3 log POB/mL azalma ile S6 faj1
etkilenmistir. Diger fajlar ise bu konsantrasyonda en fazla 1 log POB/mL diizeyinde
etkilenmistir.  Cozeltilerdeki tuz konsantrasyonunun artmasi, fajin enzim
aktivitesini azaltabilmektedir. Bununla birlikte artan iyonik gii¢ bakteri yiizey
molekiillerinin konformasyonunu tiire 6zgii olarak degistirebilmektedir. Boylece
litik proteinin hiicre duvar1 baglanma alanina ve/veya peptidoglikan igindeki
bolgeye erisimi artabilmekte veya kisitlanabilmektedir (Jonczyk-Matysiak vd.,
2019). Bu durumun fajlarin artan tuz konsantrasyonlarina farkli tepki vermesinin
sebebi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Elgawish vd. (2023), NaCl toleransinin oldukga
degisken oldugunu ve faja gore degisebilecegini belirtmislerdir. Ayrica fajlarin
maruz kaldig1 ozmotik stres ile fajlarin tuza direncinde hem genlerin hem de gevre
etkisinin karmasik ve ¢ok adimli bir siire¢ oldugu belirtilmistir.

Biyofilmler, bakteriler ve hiicre dis1 polisakkarit, matris proteinleri ve hiicre
dist DNA vb. dahil olmak iizere olusmus bakteri topluluklaridir (Fei vd., 2023). P.
aeruginosa nin olusturdugu biyofilmler hem insan sagligi hem de endiistri i¢in
(boru vb. yerlerde) ciddi sikinti olusturmaktadir (Bisht vd., 2021). Bu ¢alismada
izole edilen 15 fajin P. aeruginosa biyofilmlerine olan etkisi 3 farkli sekilde
incelenmistir. ilk olarak P. aeruginosa C10 susu ile 96 kuyucuklu plakada 24 saat
boyunca biyofilm olusumu saglanmistir. Ardindan kuyucuklar farkli oranlarda

fajlar ile muamele edilerek biyofilm giderilmesi saglanmistir. Fajlar daha dnceden
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olusan biyofilm tabakasinin giderilmesinde MOI:1 ve 10 degerlerinde etkili
olmamistir. Ancak faj oraninin artmasi ile 9 faj biyofilm giderimde etkili olmustur.
En yiiksek oran ise S22-1 faj1 ile %29 (MOI:1000) oraninda saglanmistir. Yang vd.
(2024) faj vB PaeM HUST 1 faj1 ile 96 kuyucuklu plakada P. aeruginosa’nin 24
saatte olusturdugu biyofilmin degradasyonunu hedeflenmislerdir. Olusturulmus
biyofilm tabakasi iizerine faj inokiilasyonu yapilmis ve 10 saat boyunca
degradasyon takip edilmistir. Faj vB PaeM HUST 1, 2 saatlik inkiibasyondan sonra
biyofilmin yaklagik %33,33"inii; 8 saatlik inkiibasyondan sonra ise biyofilmin
%90'indan fazlas1 pargalamistir. Santamaria-Corral vd. (2024) faj F1Pa ile
antibiyofilm ¢alismasi igin giiglii biyofilm {ireticisi ve beta-laktam antibiyotikler de
dahil olmak tizere MDR'ye duyarli olduklari igin P. aeruginosa PAOL, PA24, PA35
ve PA36 klinik suslarini segmistir. Biyofilmdeki planktonik bakterilerdeki PAO1
konsantrasyonu, herhangi bir bakteriyofaj konsantrasyonda 6 saatte % 63 oraninda
azalmstir. Fajlar 10°, 108, 107 ve 10° POB/mL oraninda sirastyla PAO1 biyofilm
biiylimesini 6 saatte %35, %29, %26 ve %22 oraninda azaltmistir. Damar Celik vd.
(2024), P. aeruginosa suslarinin 24 saatlik olgun biyofilmleri iizerinde faj PA-
56'min etkisini arastirmistir. Faj PA-56, P. aeruginosa-25 ve P. aeruginosa-15
suglarinin olgun biyofilm olusumunu sirasiyla %45,24 ve %35,56 oraninda
engellemistir. Fei vd. (2023), faj HZ2201 ile P. aeruginosa PAO1 ve PA143
suslarinin biyofilm olusumunu 24 saatte sirasiyla %72,62 ve %95,61 oraninda
inhibe etmistir. Yine bir calismada faj PaPC1, PaWP1 ve PaWP2, 24 saat sonunda
olgun P. aeruginosa biyofilmlerini sirasiyla %66,7, %39,1 ve %62,9 oranlarinda
azaltmistir (Kovacs vd., 2024).

Antibiyofilm ¢alismalar1 kapsaminda yapilan 2. analizde faj ve konakgi
bakterinin es zamanli olarak polistiren yiizeye inokiile edilmis ve bu yiizeyde 24
saat sonunda elde edilen biyofilm inhibisyon oran1 % olarak verilmistir. Farkli MOI
degerlerinde faj uygulamasi biyofilm inhibisyonuna farkli etki etmistir. Faj ve
bakterinin esit oranlarda inokiile edildigi MOI:1 degerinde en yiiksek inhibisyon
orant %25 (S9-2) iken, MOI:10 degerinde en yiiksek %42 (S11-1) olarak
goriilmektedir. MOI:100 ve 1000 degerinde ise en yliksek inhibisyon oranlarinin
%72 (S9-2, BK1-2 ve BK2) oldugu goriilmektedir. Abdelghafar vd. (2023b), farkli
MOI' lerde (0,1; 1 ve 10) faj/bakteri karisimini 37 °C'de 24 saat inkiibe etmistir. Faj
vB_PaeM_PS3’lin 5 farklh klinik izolat ve 2 referans biyofilm inhibisyonunu

incelemislerdir. Artan MOI degerleri ile biyofilm inhibisyonunun saglandigini
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belirtmislerdir. Fajlarin  biyofilm bariyerini asmalarin1  saglayan spesifik
mekanizmalart mevcuttur. Bunlar arasinda EPS parcalayici enzimler, peptidoglikan
hidrolazlar ve topluluk algilama inhibitorleri yer almaktadir (Visnapuu vd., 2022).
Fajlarin antibiyofilm aktivitesinin en yaygin sebebi, depolimerazlar ve endolizinler
gibi farklt enzimlerin {iiretiminden kaynaklanmaktadir. Depolimeraz, bakteri
matriksindeki ekstraseliiler polisakkaritleri spesifik olarak parcalayarak faj
adsorpsiyonunu, penetrasyonunu ve bakteri hiicresinin lizisini
kolaylastirabilmektedir. Santamaria-Corral vd. (2024), faj F1IPa’nin 10 ° ve 10 8
POB/mL konsantrasyonlarinda, klinik izolat P. aeruginosa PA24’iin biyofilm
olusumunu pozitif kontrole kiyasla sirasiyla %83 ve %92 oraninda azalttigini
bildirmistir. Aym1 faj 10° POB/mL oraninda diger bir klinik izolat olan P.
aeruginosa PA36’nin biyofilm olusumunu pozitif kontrole kiyasla %82 oraninda
azaltabilmistir.

Biyofilm ¢aligmalarinin bir diger uygulamasinda faj tutundurulan polistiren
bir yiizeyde konakgi bakteriler tarafindan biyofilm olusumu saglanmistir. Faj
bulunan bir yiizeyde bakterilerin biyofilm olusumunun hangi diizeyde engellendigi
takip edilmistir. Fajlardan yalnizca S21-2 kodlu faj MOI:1 degerinde herhangi bir
etki gostermezken; MOI:1000 degerinde %39 oraninda biyofilm olusumunu
engellemistir. Fajlar MOI 10 degerinde en diisiik %32, en yiiksek %64; MOI 100
degerinde en diisiik %13, en yiiksek %35; MOI 1000 degerinde ise en diisiik %31,
en yliksek %46 oraninda biyofilm olusumu engellenmistir. Calismada elde edilen
en yiiksek deger ise %64 (D1) oraninda olmustur. Shafique vd. (2017), biyofilm
icermeyen cam yiizeylerde JHP fajin1 iimit verici olarak bulmustur. P. aeruginosa
biyofilminin bakteriyel yiikii faj JHP ile 24 saatlik igslemde kontrole kiyasla 9 log
daha azalmistir. Gabisoniya vd. (2016) antibiyofilm c¢alismalar1 i¢in plaka
kuyucuklarina bakteri kiiltiirli inokiilasyonundan 4 saat 6nce faj inokiile etmistir.
Bakteri inokiilasyonundan 24 saat sonra fajlar biyofilm olusumunu etkin bir sekilde
engellemistir. Amankwah vd. (2022) yiizeylerde fajlarin biyofilm olusumunu
engelleme potansiyelini degerlendirmek igin kateter ve endotrakeal tiip (ET)
pargalarin1 fajlarla kaplamistir. Calisma sonucunda faj kapli pargalar ile
kaplanmamis parcalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
bulunmustur. Sonuglar, kateterlerin ve ET'nin faj kaplamasinin bu cihazlarda

bakteri kolonizasyonunu engelledigini gdstermistir.
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Elde ettigimiz sonuglarda ve literatiirden atif yaptigimiz bazi ¢aligmalarda
(Santamaria-Corral vd., 2024) artan faj miktarinin her zaman en yiiksek
antibiyofilm etkisini saglamadig1r goriilmektedir. Bunun bir¢ok sebebi
olabilmektedir. Artan faj sayisi ile siiperenfeksiyon durumunun goriilebilmesi,
birgok fajin parcalanmig bakteri hiicre yiizeylerine tutunabilmesi, deney sirasinda
yikama islemlerinde fajlarin bu hiicre pargalari ile ortamdan uzaklagmasi1 bununla
birlikte ¢ok fazla fajin kuyucuk yiizeyine homojen bir sekilde tutunamamis
olabilmesi durumlarinin bahsedilen sonuglarda etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Ayrica biyofilm matrisi, fajlarin baglanarak konak hiicrelerine ulagmasini
engelleyen elementler olan adsorpsiyon tuzaklari igerebilmektedir. Fajlar, reseptor
tanima siirecinin bir parcast olarak matristeki proteinlerin yani sira
lipopolisakkaritler, polisakkaritler ve taykoik asitlerle etkilesime girebilir. Ayrica
biyofilm icerisinde fajlarin baglanabilecegi faj reseptdr molekiillerine sahip
olabilen 6lii hiicreler veya dis zar vezikiilleri olabilir (Visnapuu vd., 2022). Bununla
birlikte Secor vd. (2015), P. aeruginosa’ya etkili filamentoz Pf fajinin EPS
matrisine dahil oldugunu, faj ve bakterinin kristalin bir yap1 olusturdugunu, bu
yapinin da yapigsmay1 tesvik ederek, kurumaya ve antibiyotiklere karsi toleransi
artirdigini  bulmustur. Bununla birlikte hareketliligin bakteri tiirlerinin yeni
ylizeylerde kolonilesmesine, ylizey boyunca yayilmasina ve biyofilm olusumuna
yardimci oldugu bilinmektedir. P. aeruginosa da yiizeylere ulasmak ve tutunmak
icin kame1 destegi ile ylizebilen hareketli bir bakteridir (Sharma vd., 2021).

Bu ¢alismada hazir ticari kit kullanilarak faj DNA’lar1 izole edilmistir. izole
edilen DNA’lar yaklasik 3’er pL, 1-2 pl Loading Dye ile karistirip agaroz jel
elektroforeze yiiklenmistir. Boylelikle DNA’larin saflik durumu ve yogunlugu
kontrol edilmistir. Ardindan DNA’lar yogunluklarina gére belirlenen miktarlarda
enzim kesimine alinmistir. Enzim kesiminde Smal, Ndel, EcoRI, EcoRV, Xhol
restriksiyon  enzimleri  kullanilmistir.  Enzimler ile kesim reaksiyonu
gerceklestirilmis ardindan reaksiyon karigimlar1 agaroz jele yiiklenerek DNA’larin
kesim profilleri incelenmistir. Bant profillerine gore fajlarin gruplandirilmasi
saglanmistir. Enzimlerden Ndel enzimi higbir DNA’y1 kesmemistir. Xhol ise enzim
kesiminde yer alan 15 faj DNA’sindan 6’sin1 kesmemistir. Diger enzimler ise faj
DNA’larin1 farkli biiytikliiklerde kesmistir. Fajlarda bu bant profillerine gore
gruplandirilmislardir. Bu gruplandirmaya gore fajlar arasindan se¢im yapilmustir.

RFLP sonucuna gore farkli oldugu diisiiniilen S9-2, S11-2, S22-2, D1, BK1-1, BK2,
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S6, S16 fajlart secilmistir. Bu fajlar sonraki analizlerde kullanilacak olan faj
karistminin hazirlanmasinda kullanilmistir.  Ayni1 zamanda fajlarin enzim kesim
profiline gore yaklasik genom biiylikliigli hesaplanmistir. Buna gore fajlarin Smal
enzim kesimine gore genom biiyiikliikleri 40.843 bg (S21-2) ile 66.663 bg (D1)
arasinda bulunmustur. Xhol enzim kesimine gore ise 29.741 b¢ (S22-1) ile 42.802
b¢ (D1) arasinda bulunmustur. ECORI enzim kesimine gore en kiigiik genom boyutu
yaklasik 44.322 bg (S21-2) ve en biiyiikk genom boyutu yaklasik 88.059 bg (S21-1)
bulunmustur. ECORV enzim kesimine gore en kiiclik genom boyutu yaklasik 27.845
be (S9-2) ve en biiylik genom boyutu yaklagik 75.622 bg (S22-2) bulunmustur.
Genom biiyiikliiklerinin farkli enzim kesimlerinde farkli bulunmasi, kesim sonucu
bantlarin yakin veya aymi biiyliklikkte olmasindan dolayr gorsel ayriminin
yapilamamasi olabilir. Damar Celik vd., (2024) izole ettikleri P. aeruginosa fajinin
genomik DNA'sim1 EcoRI ve HindIII restriksiyon enzimleriyle kesmistir. Sonug
olarak, PA-56 faji DNA'sinin hem EcoRI hem de HindIIl enzimlerine duyarh
oldugunu ve ¢esitli boyutlarda (500 ile 11973 b¢ arasinda) parcalar olustugunu
belirlemistir. Benzer olarak Jamal vd. (2017) P. aeruginosa’ya etkili fajin DNA’sin1
EcoRl restriksiyon enzimi kesmis ve 1,2 ila 20 kbg arasinda degisen ¢oklu bantlar
elde etmislerdir. Han vd. (2014), P. aeruginosa faj DNA’sin1 9 farkli enzim ile
kesime tabi tutmustur. Bu enzimlerden ECORV sonuglarimizdan farkli olarak
kesimde etkili olmamisken, XhoI 3 bant vermis ve yine ¢alismamizdan farkli olarak
Ndel de kesim saglamistir. Bagka bir ¢alismada faj ¢PSZ1 ve $PSZ2 nin genomik
materyali Hincll, EcoRI, Ndel, Xbal, Hindlll, ve Mspl enzimleri ile kesime tabi
tutulmustur. Tim kesimlerde birgok bant olustugu goriilmiis ve elde edilen
fragment boyutlarina goére belirlenen genom boyutunun ¢alismamiza benzer olarak
40-50 kbg oldugu tahmin edilmistir (Didamony vd., 2015). Sepulveda-Robles vd.
(2012) izole ettigi 65 P. aeruginosa fajinin Ndel, Hindlll ve EcoRI enzimleri ile
RFLP analizini gergeklestirmistir. Her enzimin farkli sayida faj genomunu kestigini
ve analiz edilen 65 faj DNA'sindan 19'unun {i¢ enzim kesimine de direngli oldugunu
bulmustur. Arastirmacilar ilging bir sekilde, kesime direncli tiim faj DNA’larinin,
uzun kafasi olan sifoviriislere ait oldugunu bildirmistir. Ancak, bu fajlarin DNA
dizilerinin siliko analizlerde 3 enzime ait kesim bolgesine sahip oldugu tespit
edilmistir.

P. aeruginosa’ya etkili fajlar genetik materyal ve morfolojik olarak ¢esitlilik

gostermektedir. Onceki boliimlerde agiklandigi gibi P. aeruginosa’ya etkili fajlar
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ikosahedral bir kafa ve uzun bir kuyruga sahip olabilirken, Cystoviridae ailesine ait
zarfli kuyruksuz kiiresel bir morfolojide de olabilmektedir. Bu ¢alismada RFLP
analizine gore birbirinden farkli oldugu tespit edilen 8 fajin elektron mikroskop
goriintiisii elde edilmistir. TEM mikrograflarina bakildiginda fajlarin kisa kuyruklu
yani podoviriis oldugu tespit edilmistir. Fajlara ait 6l¢iilen kafa ¢aplarinin 42,6 nm
ile 69,6 nm arasinda degistigi bulunmustur. Kuyruk uzunluklari ise 10 nm ile 41,6
nm arasinda bulunmustur. Faj S9-2’nin net bir mikrografi elde edilememistir
(Fotograf 3.13).

Bir calismada saflastirilmis vB PaeM HUST 1 fajinin morfolojik
karakteristigi TEM ile analiz edilmistir. Fajin uzun kuyruklu oldugu belirlenmistir.
Bas 146,65 nm x 133,32 nm ve kuyruk 199,98 nm olarak ol¢iilmiistiir (Yang vd.,
2024). Valentova vd. (2024) bakteriyofaj JBD30'un, ikosahedral bir kapsid, uzun,
esnek, kasilmayan 180 nm uzunlugunda bir kuyruk ve bir taban plakasindan
olustugunu tespit etmistir. Caligmamiza benzer olarak Jiang vd. (2020) faj PA-
YS35'in bas ¢apini yaklasik 45-50 nm ve kuyrugunu yaklasik 50 nm olarak
bulmustur. Yine Abdelghafar vd. (2023a) ise faj vB_PaeP_PS28’in podovirid bir
morfoloji gosterdigini, bas ¢apinin 65,5 nm ve kuyruk uzunlugunun 37,8 nm
oldugunu bildirmislerdir. Baska bir ¢calismada atik sudan izole edilen miyovirid
fajlar V523 ve V524’iin 75 nm c¢apinda izometrik basi ve yaklasik 140 nm'lik
kasilabilir kuyrugu oldugu tespit edilmistir (Kauppinen vd., 2021). Vashisth vd.
(2023) ise izole ettigi iki fajin kalin kisa kuyruk, belirgin taban plakasi, kuyruk
pimleri ve kuyruk lifleri oldugunu bulmustur. Bu iki fajdan faj ¢PA170, 80,87 +
1,81 nm ¢apinda bir ikosahedral bas ve kasilmayan haliyle 130,44 + 6,36 nm
uzunlugunda, kasilmis haliyle 48,93 + 0,94 nm uzunlugunda ve 19,90 + 0,65 nm
kalinliginda bir kasilabilir kuyruga sahiptir. Faj ¢PA180 ise 56,18 + 2,89 nm
capinda bir ikosahedral bas, 119,85 £ 11,39 nm uzunlugunda, 16,59 £ 165 nm
genisliginde bir kasilabilir kuyruk ve kalin bir taban plakasina sahip bulunmustur.
Yang vd. (2016) transmisyon elektron mikroskobu ile izole ettikleri faj
partikiiliiniin kuyruksuz, kiiresel ve yaklasik 50 nm capinda oldugunu ortaya
koymustur. Li vd. (2022) izole ettikleri PhiZ98'in, yaklasik 77,3 + 4,0 nm ¢apinda
kiiresel oldugunu ve zar benzeri bir tabaka ile sarildigin1 bildirmistir.

RFLP analize gore birbirinden farkli kesim sablonuna sahip 8 adet fajin litik
aktivite gosterdikleri 6 P. aeruginosa susu iizerinde plak etkinlikleri (EOP)
belirlenmistir. P. aeruginosa Mrl (EOP: 0,75) ve P. aeruginosa BX (EOP: 0,625),
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S11-2 fajinin yiiksek verimlilikle cogalmasini saglayan konakgilardir. Yine S11-2
faji P. aeruginosa Mr2 (EOP: 0,125), P. aeruginosa Al (EOP: 0,187), P.
aeruginosa R1 (EOP: 0,13) konakgilar1 iizerinde orta diizeyde etkinlik gostermistir.
Bununla beraber BK2 ve D1 fajlar1 da sirasiyla P. aeruginosa R1 (EOP: 0,44) ve
P. aeruginosa Mrl (EOP: 0,11) konakgilar1 lizerinde orta diizeyde etkinlik
gostermistir. Diger fajlar ise bakteriler iizerinde diisiik diizeyde etkinlik
gostermistir. Vashisth vd. (2023) EOP degerinin belirlenmesini, basarili bir litik
enfeksiyonun saglam bir kanit1 olarak betimlemistir. Ayrica yaptiklar1 ¢calismada
EOP deneyinden elde edilen verimlilik sonuglarinin, spot testinde elde edilen
sonuclardan farkli oldugunu gozlemlemislerdir. Calismamizda da benzer bulgular
gozlemlenmistir. Konake1 skalasi i¢in damlatilan fajlarin hepsi P. aeruginosa Mr2
ve P. aeruginosa BX’e yiiksek litik etki gostermigsken, EOP testinde farkli
diizeylerde verimlilik elde edilmistir. Yine fajlardan S11-2, P. aeruginosa Mrl
tizerine damlatildiginda yiiksek litik etki gostermemisken EOP testinde yiiksek
verimlilikte ¢ogalabildigi konake¢1 olmustur. Abdelghafar vd. (2023b) izole ettikleri
fajin test edilen 18 P. aeruginosa susundan 10'unu (%55,5) enfekte edebildigini
gostermistir. Arastiricilar, ¢aligtiklart vB_PaeM_PS3 fajinin litik aktivitesinin daha
1y1 degerlendirilebilmesi amaciyla duyarl suslar i¢cin EOP analizi yapmistir. EOP
sonuglarina gore ise 10 sustan yalnizca bir P. aeruginosa izolatindan yiiksek
verimle faj elde edildigi goriilmiistiir.

Calismamizda fajlarin besiyeri ortaminda litik spektrumunun belirlenmesi
i¢in, MOI 1, 10 ve 100 degerini karsilayacak sekilde konakg1 bakteri ile karistirilmig
ve mikroplaka okuyucu ile zamana kargi absorbansi kaydedilmigtir. MOI 1
degerinde fajlar 24 saat sonunda konakg¢i bakterinin tamamen inhibe olmasini
saglayamamistir. Ancak konak¢inin lag fazini uzatmislardir. MOI 10 degerinde ise
24 saat sonunda kontrol olan konakgi, faj igeren kuyucuklara gore en yiiksek
absorbans degerine (ODsoo: 1,04) sahip olmustur. Bu da tiim fajlarn MOI 10
degerinde litik etkisinin arttigin1 gostermektedir. Fajlardan S16 ve D1, konake1
izerinde baslangi¢ ve bitis absorbansi en yakin olan sonucu vermistir. Bu sonug bu
iki fajin MOI 10 degerinde en yiiksek litik etki gdsteren fajlar oldugunu
gostermektedir. MOI 10 degerinde faj bulunan kuyucuklardaki absorbans degerleri
0,207 ile 0,351 arasinda bulunmustur. MOI 100 degerinde ise kontrol olan bakteri,
24 saat sonunda yine en yiiksek absorbans degerine sahip olmustur. Bu da tiim

fajlarin MOI 100 degerinde litik etkisinin varligim1 gostermektedir. MOI 100
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degerinde faj bulunan kuyucuklardaki absorbans degerleri 0,1 ile 0,316 arasinda
bulunmustur. BK1-1 faji konak¢ry1 tamamen inhibe etmisken diger fajlarda degisen
miktarlarda etkili olmustur. Bununla birlikte S22-2 faj1 ile muamele edilen P.
aeruginosa C10’un 15. saatten sonra ani artig gosterdigi ve 23. saatten sonra tekrar
azalma gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.9).

Fajlarin konakg1 bakteri olan P. aeruginosa C10 iizerindeki litik etkisi
incelendikten sonra RFLP analizine gore segilen 8 faj (S9-2, S11-2, S22-2, D1,
BK1-1, BK2, S6, S16) ile bir faj karisimi1 hazirlanmistir. Yine fajlarin etkili oldugu
bakterilerden en az bir fajin etkili oldugu 7 P. aeruginosa susunun (P. aeruginosa
NCTC12924, P. aeruginosa C10, P. aeruginosa SLT, P. aeruginosa R1, P.
aeruginosa Mrl, P. aeruginosa Mr2, P. aeruginosa Al, P. aeruginosa BX) karisimi1
hazirlanmis ve bu iki karisimin litik spektrumu belirlenmistir (Sekil 3.10). Faj
kartistmi MOI 1 ve MOI 10 degerinde bakteri karisimimin logaritmik evrede
yogunlugunun artmasimi engellemistir. MOI:100°de ise bakteri karigiminin faj
karisimi ile tamamen inhibe edilmesi saglanmistir.

Harada vd. (2022) izole ettikleri ph0031 ve ph0034 fajlarinin MOI 1 ve 1000
degerlerinde bakteriyel inaktivasyon etkisini incelemislerdir. Faj ph0031 igin
inkiibasyonun ilk 10 saati boyunca, inaktivasyon MOI 1 (1,3 log KOB/mL) ve 1000
(1,7 log KOB/mL) i¢in benzer bulunmustur. MOI 1 ve 1000°de, faj ph0031 ile
maksimum P. aeruginosa inaktivasyonu sirasiyla 2,4 ve 5,1 log KOB/mL
bulunmustur. Faj ph0034 ile bakteri inaktivasyonunun maksimum degeri 24 saatlik
inkiibasyondan sonra MOI 1' de, 3,5 log KOB/mL bulunmustur. MOI 1000
degerinde, ayni zaman periyodundan sonra inaktivasyon faktoriinii (7,5 log
KOB/mL) 6nemli Olglide artmistir. Ancak, inkiibasyonun ilk 10 saati boyunca,
inaktivasyon MOI 1 (1,3 log KOB/mL) ve 1000 (2,2 log KOB/mL) i¢in benzer
bulunmustur. Bu calismada sonuglarimiza benzer olarak artan MOI degerinde
bakteri inaktivasyonun arttigi goriilmektedir. Baska bir ¢alismada Yang vd. (2024)
fajin etkin oldugu optimum MOI degerini bulmak istemistir. MOI 10 ve 107
araliginda bakteri ve faj karisimi hazirlanarak fajlarin 6-8 saat igerisindeki titresi
takip edilmistir. Bulgular, faj titresinin baglangigta arttifini, sonunda bir zirveye
ulastigin1 ve daha sonra MOI azaldikc¢a azaldigini ortaya koymustur. Sonug, vB
PaeM HUST 1 fajinin optimal MOI'sinin 0,1 oldugu tespit edilmistir. Aym
zamanda 3 farkli MOI degerinde (0,1;1 ve 10) faj ve bakteri karistirilarak bakteri

gelisimi optik olarak takip edilmistir. Bakterinin 10. saatten sonra diren¢ kazandigi
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ve optik yogunlugunda bir artis yasandigi tespit edilmistir. Calismamizda da benzer
sekilde 10. saatten sonra MOI 1 ve 10 degerlerinde bakteri yogunlugu artig
gostermistir. Fajlarin bakteriyel gelisme iizerindeki etkisinin takip edildigi baska
bir calismada, 8 saatlik inkiibasyon boyunca OD 600'de optik yogunlugu
Ol¢iilmiistiir. Farkli MOI'lerle (100, 10, 1, 0.1, 0.01 ve 0.001) kurulan deneyler, faj
etkisi nedeniyle bakteriyel biiylimenin engellendigini gdstermistir. Yine
calismamiza benzer olarak artan MOI ile bakteri inhibisyonu da artig gostermistir
(Sharma vd., 2021). Lerdsittikul vd. (2022) MOI 0,1;1 ve 10 degerlerinde 6 saatlik
inkiibasyon boyunca optik yogunlugu takip etmis ve kontrole gore tim MOI
degerlerinde bakteri inhibisyonu saglamistir.

Fajlarin gida ortaminda etkinliinin belirlenmesi amaciyla farkli MOI
degerlerinde su, yagsiz siit ve marul Orneklerinde denemeler yapilmustir.
Denemelerde RFLP analizi sonucuna gore se¢ilmis olan 8 fajin (S9-2, S11-2, S22-
2, D1, BK1-1, BK2, S6, S16) karisim1 hazirlanmis ve Konakg1 olarak ise segilen
fajlardan en az birinin litik etki gostermis oldugu 7 P. aeruginosa susunun (P.
aeruginosa NCTC12924, P. aeruginosa C10, P. aeruginosa SLT, P. aeruginosa
R1, P. aeruginosa Mr1, P. aeruginosa Mr2, P. aeruginosa Al, P. aeruginosa BX)
karisimi kullanilmistir. Analiz sonunda igme suyu kontrol 6rneginin bakteri yiiki
24 saat sonunda yaklasik 6 log KOB/mL olarak bulunmustur. MOI:1 6rneginde P.
aeruginosa sayisi kontrol 6rnegine gore 1,31 log daha az bulunurken; MOI:10’da
kontrol 6rnegine gore 2 log daha az bulunmustur. Buna ragmen MOI:100 degerinde
sudaki bakteriler faj karisimi ile tamamen inhibe edilmistir (Sekil 3.11). Sanchez-
Rosario vd. (2024) sularda P. aeruginosa gelisimini onlemek i¢in faj SN ile bir
uygulama yapmistir. Bakteri gelisimini optik olarak takip ettikleri analizde MOI 10
degerinde faj uygulanan 6rneklerde herhangi bir bakteriyel gelisme olmazken,
kontrol 6rneginde P. aeruginosa’nin 37°C’de 26 saatlik inkiibasyon sonunda OD
degeri yaklasik 0,01°den yaklasik 0,1’e yiikselmistir.

Calismamizda siit 6rneklerinde baslangic bakteri yiikii 3 log KOB/mL iken
kontroliin 24 saat sonunda bakteri sayis1 8,6 log KOB/mL olarak bulunmustur. MOI
1 ve MOI 10 o6rneklerinde fajlar yiiksek etkinlik gosterememisken, MOI 100
degerinde yagsiz siitteki bakterilerin faj karisimi ile tamamen inhibe edildigi
goriilmektedir. Li vd. (2022) gidalarda defektif lipopolisakkaritlere sahip
Pseudomonas suslarini kontrol etmek i¢in yeni bir {i¢ pargali dsSRNA sistoviriis

phiZ98’in etkinligini siit ve konserve dana etinde incelemistir. Kontrollerle
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karsilagtirildiginda, 20 saat sonunda asilanmig bakteri hiicrelerinin yaklasik
%98,88'i (MOI 1) ve %99,99'u (MOI 10) 4°C’de faj phiZ98 inhibe edilmistir. Ayn1
kosullar altinda, siit 6rneklerindeki bakterilerin neredeyse tamami 25°C’de kiiltiire
edildikten sonra faj phiZ98 tarafindan tamamen lize edilmistir. Veriler, faj
phiZ98'in siit iiriinlerinde P. aeruginosa suslarinin neden oldugu kontaminasyonlari
kontrol etmek igin biyolojik koruyucu olarak kullanilabilecegini gdstermistir.
Zhang vd. (2022) faj lizini olan LysSTG2'nin P. aeruginosa dekontaminasyonu i¢in
bir biyolojik kontrol ajani olarak uygulanabilirligini sivi gidalarda incelemistir. Bu
amagla su ve siit 6rneklerinde denemeler yapilmistir. LysSTG2 tek bagina 100
mg/mL olacak sekilde 1 saat boyunca muamele edilmis ancak test edilen tiim
sicakliklarda (8, 25, 37°C) siselenmis su ve siit 6rneklerinde P. aeruginosa’ya
etkisiz olmustur.

Calismamizda marul 6rneklerinde artan MOI degeri ile bakteri inhibisyonu
saglanmigtir. Bakteri yiikiinin kontrol &rneginde 7,6 log KOB/g seviyesine
yiikseldigi; MOI 1, MOI 10 ve MOI 100 oraninda faj uygulanan 6rneklerde ise
bakteri sayilarinin sirasiyla 7,06; 6,53 ve 5,77 log KOB/g oldugu bulunmustur.
Marul orneklerinde tam bir inhibisyon elde edilemese de MOI:100 6rneginde
kontrol Ornegine gore bakteri sayisi artisinin yaklasik 2 log engellendigi
goriilmektedir. Li vd. (2022) sistoviriis phiZ98 ile 4°C’de konserve dana etinde P.
aeruginosa’larin %76,26’s1 (MOI 1) ve %91,42’sini (MOI 10) 20 saatte inhibe
etmistir.

Zhang vd. (2022) faj lizini olan LysSTG2 ile somon &rneklerinde kontrol
grubuna gore P. aeruginosa sayisini 2 saatlik inkiibasyondan sonra 0,7 log
KOB/par¢a oraninda azaltmistir. Yang vd. (2024) sigir eti ve siit orneklerinde P.
aeruginosa’ya kars1 faj vB PaeM HUST 1n etkinligini ¢alismislardir. Ornekler 100
uL, 102 KOB/mL veya 10° KOB/mL P. aeruginosa ile kontamine edilmistir.
Ardindan MOI 10.000 olacak sekilde faj inokiilasyonu yapilmistir. Ornekler 4°C’de
72 saat inkiibe edilmis ve her 12 saatte 1 mL'lik numune alinarak P. aeruginosa
gelisimi takip edilmistir. Siit 6rneklerinde diisiik bakteri konsantrasyonunda (10?
KOB/mL), fajin eklenmesi, 12 saat ve 24 saat sonunda bakteri konsantrasyonunda
%068,34 ve %92'lik 6nemli bir azalmaya neden olmustur. Bakterinin tamamen
inhibisyonu ise faj eklenmesinden 36 saat sonra saglanmistir. Yiiksek bakteri
enfeksiyonu konsantrasyonlarinda (10° KOB/mL) ise siite faj eklenmesi, 72 saatten

sonra, P. aeruginosa sayisimi 5 log KOB/mL'den 2,73 log KOB/mL’ye
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diisiirmiistiir. S1g1r eti drneklerinde ise diisiik konsantrasyonunda (10> KOB/mL),
P. aeruginosa sayis1 vB PaeM HUST 1 faji ile tedaviden 12 saat sonra %76,34
oraninda azalmistir ve 24 saat sonunda ise tamamen ortadan kalkmuistir. Yilmaz vd.
(2024) 3,08-3,12 log KOB/g ve 5,30-5,46 log KOB/g P. aeruginosa RM11 ile
agilanan tavuk gogsii orneklerindeki fajlarin litik etkilerini belirlemek igin, faj
vB_PaeS-K10 ve faj vB_PaeS-K1 (8,30-8,39 log POB/g) ile ayr1 ayr1 ve kokteyl
halinde faj tedavisi gerceklestirmistir. Ornekler buzdolabi sicakliginda (4°C)
saklanmigtir. P. aeruginosa RM11 sayisinin (3,08-3,12 log KOB/g) depolamanin
birinci giiniinden itibaren ve depolama siiresince tespit edilebilir diizeyin altina
distiigii belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda asilanan oOrneklerde ise faj
vB_PaeS-K10 ve faj vB_PaeS-K13 sirastyla depolamanin 2. saatinde 0,23 ila 0,54
log (p>0,05), depolamanin birinci giiniinde 2,78 ila 3,38 log (p <0,05) ve
depolamanin {igilincii giiniinde 3,50 ila 4,16 log (p<0,05) azalmaya neden olmustur.
Calismada fajlarin kokteyl olarak uygulandiginda tek basina uygulandigindan daha
etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica, diisiik bakteri yiikiine sahip gida 6rneklerine faj
uygulanmasi, baslangictaki bakteri ytlikii yliksek olan orneklere kiyasla bakteri
sayisinda daha fazla azalma ile sonuglandig1 bildirilmistir.

Yang vd. (2024) laboratuvar kosullar1 altinda yapilan deneylerde, bakteri
konsantrasyonunun pratige gore daha yiiksek oldugunu ve laboratuvar kosullarinda
ortaya ¢ikmasinin daha muhtemel oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte pratik
uygulamalarda, gidada enfekte olmus bakteri sayisinin daha az olmasi ve
buzdolabindaki Kkiiltiir kosullarmin bakteri biliylimesini kisitlamas1 nedeniyle,
fajlarin faj direngli bakterileri tiremeden tamamen ortadan kaldirmasina daha uygun
oldugunu belirtmistir.

P. aeruginosa, antibiyotik direnci ile iliskili 6liimlerden sorumlu ilk alti
patojenden biridir (Sendra vd., 2024). indiiklenebilir B-laktamaz iiretimi, P.
aeruginosa’nin bu ajanlara karst dogal direncinde 6nemli bir role sahiptir. P.
aeruginosa’nm  inhibisyonunda  farkli  antibiyotik = segenekleri  ve
kombinasyonlartyla ilgili ¢alismalar yapilmaktadir. Bununla birlikte antibiyotikler
ve fajlarla kombinasyon tedavisi, gelecekteki calismalarda degerlendirilmesi
gercken olas1 bir segenek olarak goriilmektedir. Antibiyotik direncine karsi
bakteriyofajlar timit verici terapotik yaklagimlar olarak ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle
fajlar ve antibiyotiklerin birlikte kullanildigi ¢alismalar yogunluk kazanmistir
(Uchiyama vd., 2018; Horcajada vd., 2019). Bu galismada ise fajlarin konagin
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antibiyotik direnci iizerinde etkisi olup olmadig1 incelenmistir. Suglar 48 saat
boyunca faj karisimina tabi tutulmus ve siire sonunda suslarin antibiyotik
duyarliliklar1 belirlenmistir. P. aeruginosa C10’un siire sonunda streptomisin i¢in
gostermis oldugu zon ¢api ve faj uygulamasi 6ncesi 16 mm olan zon ¢ap1 30 mm’ye
yiikselmistir. Benzer olarak P. aeruginosa R1’in de faj uygulamasi sonrasi
streptomisin icin karsi inhibisyon ¢apt 18 mm’den 24 mm’ye ¢ikmistir. Diger
suslardan P. aeruginosa BX, Mr1, A1 ve Mr2’nin siproflaksasine kars1 zon ¢aplari
artmistir. Suslarin antibiyotik diskleri etrafindaki zon yarigapi sirasiyla 6, 5, 4 ve 2
mm artmistir. Bununla birlikte P. aeruginosa Mr2 ve P. aeruginosa NCTC 12924
tetrasikline kars1 duyarlilik gostermis ve uygulama Oncesi sirastyla 0 ve 20 mm olan
zon gaplar1 uygulama sonrasi 12 ve 40 mm’ye yiikselmistir. P. aeruginosa NCTC
12924 uygulama oncesinde penisiline duyarlilik gosteren tek bakteri olmusgtur.
Uygulama sonrasi da penisiline kars1 gostermis oldugu inhibisyon ¢ap1 artmig ve
28 mm olan zon ¢apt 40 mm’ye yiikselmistir. Gentamisine kars1 ise higbir sus
duyarlilik kazanmamuistir.

Grami vd. (2021) faj PA25’in P. aeruginosa ATCC 27853'"iin antibiyotik
direnci {izerine etkisini incelemislerdir. Calismada kullanilan P. aeruginosa ATCC
27853, tetrasiklin, streptomisin ve spiramisine direngli ve gentamisin ve rifampisine
sinirlt  duyarhilik  gostermistir.  Ancak, bakteri siispansiyonlarina faj PA25
eklendiginde, bakterinin antibiyotik diskine karsi géstermis oldugu inhibisyon zon
capt artmistir. Gentamisin duyarliliginin ¢apt 19'dan 21 mm'ye ve rifampisin
duyarliliginin ¢ap1 11,3'ten 20 mm'ye ve streptomisin inhibisyon zon ¢ap1 20 mm'ye
cikmistir. Arastirmacilar stres altindaki bakterinin antibiyotiklere daha duyarli hale
geldigini bildirmislerdir. P. aeruginosa'nin hiicreye niifuz eden farkl antibiyotikleri
disar1 atan ¢oklu ilag disar1 atma (Mex) sistemleri ile antibiyotikleri disar1 atmast
diren¢ mekanizmalarindan biridir. Bir ¢alismada P. aeruginosa'nin litik bir faji olan
OMKOI1, MexAB ve MexXY'nin dis zar porin M'sini (OprM) reseptér baglanma
yeri olarak kullanmistir. Bdylece faj saldirisina kars1 bakteriyel direncin evriminin
disa akim pompas1 mekanizmasini degistirdigini ve ¢esitli antibiyotik siniflarindan
ilaglara kars1 duyarliligin artmasina neden oldugunu goéstermistir (Chan vd., 2016).

Xuan vd. (2022) yaptiklar1 calismada faja direng ile antibiyotiklere
duyarhilik arasindaki takas mekanizmasina dair bilgiler sunmaktadir. Bu hipoteze

dayanarak faj direncliligi kazandirdiklar1 P. aeruginosa PAO1-R1 varyantinin hem
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gentamisine hem de polimiksin B'ye karsi daha duyarli hale geldigini

bildirmislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada P. aeruginosa’ya etkili fajlarin izolasyonu ve
karakterizasyonu amaclanmistir. Bununla birlikte izole edilen fajlarin farkl
kosullardaki stabiliteleri belirlenmistir. Yine bu fajlarin P. aeruginosa’nin
olusturmus oldugu biyofilme kars1 etkinligi tez kapsaminda incelenmistir. Calisma
kapsaminda izole edilen fajlardan RFLP analiz sonuglarina birbirinden farkl
olanlar segilip bir faj karisimi1 hazirlanmistir. Bu karigimin farkli gida ortamlarinda
etkinligi belirlenmistir. Ayrica bu karistmin suslar iizerindeki antibiyotik
duyarliligini etkileme durumlari incelenmistir. Bu analizlerden elde edilen sonuglar
su sekildedir:

Oncelikli olarak fajlarin konakg1 hiicreleri olacak P. aeruginosa suslarinin
izolasyonu yapilmistir. Bir ¢ig siit, 5 sebze, 1 tiiketime hazir salata ve 1 atik su
orneginden 8 farkli P. aeruginosa susu izole edilmistir. Bununla birlikte P.
brassicacearum, P. monteilii, P. alcaligenes, P. tolaasii, P. plecoglossicida, P.
fulva tiirleri de izole edilmis ve bu tiirler konak¢1 skalasi i¢in kullanilmistir. Daha
sonra faj izolasyonu yapilmistir. Faj izolasyonu i¢in laboratuvar kiltir
koleksiyonunda bulunan P. aeruginosa NCTC12924 ve P. aeruginosa ATCC
27853 standart suslar1 kullanilmistir. Sonug olarak ¢ig siit (11), kanalizasyon suyu
(3) ve toprak (1) Orneklerinden 15 fajin izolasyonu saglanmistir. Bu fajlarin
replikasyon parametreleri belirlenmistir. Fajlarin latent donemleri en az 5 dk. ve en
fazla 30 dk. olarak bulunmustur. Patlama biiyiikliikleri ise 10 ile 200 POB/hiicre
arasinda bulunmustur. Yine izole edilen fajlarin adsorpsiyon hizlar1 4,6x107 (S22-
2) ile 1,62x108(S21-1) mL/dk arasinda bulunmustur. Adsorpsiyon oranlari ise en
diisiik %87 (S11-2) ve en yiiksek %100 (S21-1) olarak bulunmustur.

Fajlarin konakg¢1 skalas1i ve EOP degerleri belirlenmistir. Bu amagla ¢alisma
kapsaminda izole edilen 8 farkli P. aeruginosa susu, yine farkli tiirler olan P.
brassicacearum, P. monteilii, P. alcaligenes, P. tolaasii, P. plecoglossicida, P.
fulva iizerine fajlarin litik etkisinin olup olmadig1 belirlenmistir. Ayrica farkli cins
bakteriler olan, E. coli O157:H7 ATCC 43888, S. Enteritidis NCTC 12694, B.
cereus ATCC 10876, yerel izotlar olan Proteus vulgaris, Lelliottia amnigena,
Morganella morganii bakterileri de test edilmistir. Fajlar farkli cinsteki bakteri
enfekte etmezken g¢alismada kullanilan 8 yerel P. aeruginosa susundan 2’sini

enfekte edememistir. Ayrica ilging olarak fajlar P. brassicacearum’a da litik etki
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gostermistir. Fajlarin farkli cinsteki bakterileri enfekte etmemesi spesifik konaket
araligini  gostermektedir. Bu da fajlarin Pseudomonas tiirlerini hedef alan
uygulamalarda kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Ancak kesin bir sonuca
varmak i¢in fajlar ¢alismada kullanilmayan farkli cinste bakterilere karsi da
denenebilir. Fajlarin tim P. aeruginosa suslaria etkili olmamasindan dolay1 bu
fajlarla P. aeruginosa’ya karsi yapilabilecek biyokontrol/biyokoruma
caligmalarinda fajlarin karisim halinde veya farki antimikrobiyal ajanlarla
kullanilmasi daha etkin olacaktir.

Bu tez kapsaminda fajlarin farkli sicaklik, pH ve NaCl i¢eren ortamlardaki
stabilitesi belirlenmistir. Fajlar 50-80°C araliginda titrelerindeki azalmaya ragmen
varligini siirdiirmeyi devam ettirmistir. Fajlarin asidik kosullardaki stabilitelerinin
degerlendirilmesi icin pH 2-pH 5 araligindaki ortamlar hazirlanmis ve fajlar
25°C’de 1 saat boyunca belirlenen pH degerlerinde bekletilerek titreleri
incelenmistir. Fajlar, pH 2-pH 5 araliginda farkli oranlarda titre diigiisii gosterse
dahi varligini korumustur. Bazik kosullarda ise pH 8-pH 12 araliginda ¢aligilmistir.
Yine fajlarin pH 8-pH 12 araliginda canliligin1 korudugu tespit edilmistir. Stabilite
testleri kapsaminda fajlarin %2-30 oraninda NaCl iceren ortamlarda da
canliliklarini korudugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore fajlarin yiiksek
stabilite ve dayaniklilik gosterdigi tespit edilmistir. Bu da fajlarin gida isleme
proseslerinde farkli {retim kosullarina dayanabilecegini ve daha sonraki
zamanlarda gidalarda kullanilabilecek preparatlar i¢in uygun fajlar oldugunu
gostermektedir.

Tez kapsaminda fajlarin ~ antibiyofilm  etkinligi  tespit  edilmistir.
Antibiyofilm etkinlikleri 3 farkl1 sekilde belirlenmistir. Ilk olarak P. aeruginosa
C10 susu ile 96 kuyucuklu plakada 24 saat boyunca biyofilm olusumu saglanmistir.
Ardindan kuyucuklar farkli oranlarda fajlar ile muamele edilerek biyofilm
degradasyonu saglanmistir. Fajlar olgun biyofilmlerin giderilmesinde MOI 1 ve 10
degerlerinde etkili olmamistir. Ancak faj oraninin artmasi ile 9 faj biyofilm
giderimde etkili olmustur. En yiiksek oran ise MOI 1000 degerinde %29 oraninda
saglanmistir. Antibiyofilm ¢aligmalar1 kapsaminda diger bir deneyde faj ve konake1
bakterinin es zamanli olarak polistiren yiizeye inokiile edilmis ve bu yiizeyde 24
saat sonunda elde edilen biyofilm inhibisyon orani % olarak verilmistir. Faj ve
bakterinin esit oranlarda inokiile edildigi MOI 1 degerinde en yliksek inhibisyon

orani %25, MOI 10 degerinde en yiiksek %42, MOI 100 ve 1000 degerinde ise en
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yiiksek inhibisyon oranlarinin %72 bulunmustur. Antibiyofilm ¢alismalari
kapsaminda faj tutundurulan polistiren bir ylizeyde konakg1 bakteriler tarafindan
biyofilm olusumu saglanmistir. Faj bulunan bir yiizeyde bakterilerin biyofilm
olusumunun hangi diizeyde engellendigi takip edilmistir. Fajlardan MOI 1
degerinde en yiiksek %39 oraninda, MOI 10 degerinde en diisiik %32, en yiiksek
%64; MOI 100 degerinde ise en diisiik %13, en yiiksek %35; MOI 1000 degerinde
ise en diisiik %31, en yiiksek %46 oraninda biyofilm olusumu engellenmistir.

Bu calismada fajlar tek baslarina antibiyofilm c¢alismalarinda %100 etkili
bulunamamistir. Ancak elde edilen sonuglar fajlarin belli bir oranda antibiyofilm
etkinliginin oldugunu gostermistir. Bu nedenle fajlar farkli ajanlarla birlikte
biyolojik materyaller olarak gida isleme yiizeylerinde kullanilabilir niteliktedir.
Ayrica fajlarin antibiyofilm etkinliginin artirilmast i¢in karisim halindeki
uygulanmasi sonraki ¢alismalarin konusu olabilir. P. aeruginosa'nin igme suyu
aritma tesislerinde bakteriyel biyofilmler olusturdugu ve filtreleri tikadigi
bilinmektedir. Bu filtrelerde olusan biyofilmi gidermek igin pahali yikama veya
klorlama islemi yapilmaktadir. Fajlarin antibiyofilm etkilerinin olmasi fajlarin bu
uygulamalarin yerine kullanilabilir oldugunu diistindiirmiistiir.

Bu c¢alismada hazir ticari kit kullanilarak faj DNA’lar1 izole edilmistir. izole
edilen DNA’lar ve Smal, Ndel, EcoRI, EcoRV, Xhol restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. RFLP analizinin sonucuna gore S9-2, S11-2, S22-2, D1, BK1-1, BK2,
S6, S16 fajlart farklh olarak secilmistir. Bu fajlar sonraki analizlerde kullanilacak
olan faj karisiminin hazirlanmasinda kullanilmistir. Ayni1 zamanda fajlarin enzim
kesim profiline gore yaklasik genom biiyiikliigii hesaplanmistir. Buna gore fajlarin
Smal enzim kesimine gére genom biiyiikliikleri 40843 bg (S21-2) ile 66663 bg (D1)
arasinda bulunmustur. Xhol enzim kesimine gore ise 29741 bg (S22-1) ile 42802 bg
(D1) arasinda bulunmustur. ECORI enzim kesimine goére en kiigiik genom boyutu
yaklasik 44322 bg¢ (S21-2) ve en biiyiikk genom boyutu yaklasik 88059 bg¢ (S21-1)
bulunmustur. ECORV enzim kesimine gore en kiiciik genom boyutu yaklasik 27845
b¢ (S9-2) ve en biiyiikk genom boyutu yaklasik 75622 bg¢ (S22-2) bulunmustur.
Dolayisiyla ¢oklu enzim kesimin genomlar1 birbirinden ayirmada ve yaklasik
genom biiylikliigii hesaplamada tek enzim kullanimina gore daha saglikli sonuglar
verdigi diisliniilmiigtiir.

P. aeruginosa’ya etkili fajlar genetik materyal ve morfolojik olarak ¢esitlilik

gostermektedir. Bu c¢alismada izole edilen 8 fajin TEM mikrograflarina
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bakildiginda kisa kuyruklu oldugu goriilmektedir. Fajlara ait 6l¢iilen kafa ¢aplarinin
42,6 nm ile 69,6 nm arasinda degistigi bulunmustur. Kuyruk uzunluklari ise 10 nm
ile 41,6 nm arasinda bulunmustur. Faj S9-2’nin net bir mikrografi elde
edilememistir.

Fajlarin besiyeri ortaminda MOI 1, 10 ve 100 degerlerinde litik spektrumu
belirlenmistir. Elde edilen sonucglara gére MOI arttik¢a fajlarin etkisinin arttig1
goriilmektedir. Fajlarin konake¢1 bakteri olan P. aeruginosa C10 tizerindeki litik
etkisi incelendikten sonra RFLP analizine gore segilen 8 faj (S9-2, S11-2, S22-2,
D1, BK1-1, BK2, S6, S16) ile bir faj karisimi hazirlanmistir. Yine fajlarin etkili
oldugu bakterilerden (P. aeruginosa NCTC12924, P. aeruginosa C10, P.
aeruginosa SLT, P. aeruginosa R1, P. aeruginosa Mrl, P. aeruginosa Mr2, P.
aeruginosa Al, P. aeruginosa BX) bakteri karisimi hazirlanmis ve bu iki karigimin
litik spektrumu belirlenmistir. Faj karistmi MOI 1 ve MOI 10 degerinde bakteri
karisimmin ancak logaritmik evrede yogunlugunun artmasini engellemistir.
Bununla birlikte MOI 100’de ise bakteri karisiminin tamamen inhibe edilmesi
saglanmistir. Dolayisiyla fajlarin gida denemelerinde kullanilabilmesi i¢in 6nce bu
calismada da gergeklestirildigi gibi en uygun ve en yiiksek inhibisyon saglanan
MOI degeri bulunmali, hedef bakterinin ¢ogalmasina firsat verilmeyecek diizeyde
preparatlar hazirlanmalidir.

Fajlarin farkli gida ortamlarinda etkinliginin belirlenmesi amaciyla igme
suyu, yagsiz siit ve marul orneklerinde denemeler yapilmistir. Denemelerde igme
suyu MOI 1 orneginde kontrol 6rnegine gore bakteri sayisi 1,31 log daha az
bulunmusken; MOI 10°da kontrol 6rnegine gore 2 log bir azalma elde edilmistir.
MOI 100 degerinde su drnegindeki bakterilerin faj karisimi ile tamamen inhibe
edilmesi saglanmistir. Siit 6rneklerinde MOI 1 ve MOI 10 6rneklerinde fajlar
yiiksek inhibisyon etkinligi gosterememisken MOI 100 degerinde yagsiz siitteki
bakteriler faj karistmi ile tamamen inhibe edilmistir. Calismamizda marul
denemesinde 24 saat sonunda kontrol drneginin bakteri yiikiiniin 7,6 log KOB/g
seviyesine yikseldigi; MOl 1, MOI 10 ve MOI 100 oraninda faj uygulanan
orneklerde ise bakteri sayilarinin sirasiyla 7,06; 6,53 ve 5,77 log KOB/g oldugu
bulunmustur. Marul 6rneklerinde tam bir inhibisyon elde edilemese de MOI 100
orneginde kontrol 6rnegine gore bakteri sayisi artisinin yaklasik 2 log KOB/g

engellendigi goriilmektedir.
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Bu caligmada fajlarin konagin antibiyotik direnci lizerinde etkisi olup
olmadig1 incelenmistir. Suslar 48 saat boyunca faj karigimina tabi tutulmus ve siire
sonunda suslarin antibiyotik duyarliliklar1 belirlenmistir. Calismada kullanilan
suslarin  streptomisine, siproflaksasine, tetrasikline ve penisiline karsi farkli
diizeylerde duyarlilik kazandigir goriilmiistiir. Suslarin antibiyotiklere duyarlilik
kazanmasindan dolay1 oOzellikle antibiyotik direnci ile 6n plana c¢ikan P.
aeruginosa’nin tedavisinde ve inhibisyonunun hedeflendigi ¢alismalarda bu

fajlarin antibiyotiklerle birlikte tedavi amagli kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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