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OZET

Diinya Saglik Orgiiti, antibiyotiklerin, 6zellikle metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) sus-
lari olmak Uzere, cok ilaca direncli enfeksiyon etkenleri tizerindeki etkinliklerinin giderek azaldigini bildir-
mektedir. Son yillarda, yeni antibiyotik gelistirme calismalarinin yetersizligi nedeniyle, patojen bakterile-
re 6zgul bakteriyofajlarin (faj) kullanilabilecegi alternatif tedavi yontemleri glindeme gelmis; faj tedavisi
S.aureus enfeksiyonlari acisindan da 6nem kazanmistir. Bu calismada, 20 klinik MRSA izolatindan elde edi-
len 13 lizojenik fajin, farkli MRSA suslarini enfekte edebilme 6zelliklerinin arastirimasi sirasinda tanimla-
nan yeni bir litik fajin, antibakteriyel ve sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi amaclanmustir. @ LizAnk ola-
rak adlandirdigimiz bu fajin, farkl MRSA izolatlari Gzerindeki antibakteriyel etkisi, BHI (Brain Heart Infusi-
on) ve LB (Leuria Bertani) sivi besiyerlerinde in vitro kosullarda belirlenmis; ayrica fajin MRSA’lara in vivo
antibakteriyel etkisi ve memeli hiicresine muhtemel sitotoksik etkisi fibroblast hicre kilttrleri (3T3) kul-
lanilarak arastinlmistir. Calismada, hastanede yatan hastalardan izole edilen 20 MRSA susu kullanilimisg;
izolatlar konvansiyonel yontemlerle tanimlanmis; metisilin direnci ise oksasilin disk diflizyon testi ve PCR
ile mecA geni saptanarak belirlenmistir. MRSA’lardan faj indiiksiyonu ve izolasyonu, Kaneko ve arkadasla-
ri [Biosci Biotechnol Biochem 1997; 61(11): 1960-2] tarafindan tanimlanan yontemde bazi modifikasyon-
lar yapilarak gerceklestirilmistir. Yaptigimiz in vitro deneylerde, @ LizAnk fajinin, 107 cfu/ml miktarindaki
alti farkli MRSA izolatini sekiz saat icerisinde tamamen ortadan kaldirdigi saptanmis; bu gticli litik etki-
nin her iki sivi besiyerinde de ayni oldugu belirlenmistir. in vivo calismalarda ise, mikroplaklarda hazirla-
nan hicre kulturlerini iceren kuyucuklara; sadece faj, faj + MRSA karisimi ve sadece MRSA eklendikten
sonra, 2 ve 24. saatte hem mikroskopik hem de canli hiicreleri kolorimetrik olarak saptayabilen MTT yon-
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temi ile degerlendirme yapilmistir. Calismamizda, @ LizAnk fajinin fibroblast hiicre kiiltiiri Gizerinde her-
hangi bir toksik etkisinin olmadigi goriilmis; ayni zamanda MRSA (izerindeki antibakteriyel etkinin hiic-
re kiltirl ortaminda da devam ettigi izlenmistir. Sonuc olarak, bu calismada belirledigimiz ve @ LizAnk
olarak adlandirdigimiz fajin, fibroblast hiicreler tizerinde sitotoksik etkisinin olmamasi ve giclii antibak-
teriyel etkileri nedeniyle, 6zellikle MRSA'lar tarafindan olusturulan yiizeyel deri enfeksiyonlarinin tedavi-
sinde, tek basina veya faj kokteyli icerisinde sorunsuz olarak kullanilabilecedi dustinilmastdr.

Anahtar sozciikler: Metisiline direngli Staphylococcus aureus; bakteriyofaj; litik faj; faj tedavisi.

ABSTRACT

Multidrug-resistant bacteria particularly MRSA is well known as a worldwide problem. Since the rate
of development of novel antimicrobial agents has been slowed down during the last years, there have be-
en a need for the exploration of alternative solutions for the treatment of resistant bacterial infections. Tre-
atment of infections by bacteriophages (phages) that specifically kill the infecting pathogen, i.e. by the
process known as phage therapy, is considered as a possible approach to treat multidrug resistant bacte-
ria. Phage treatment has also been considered to treat Staphylococcus aureus infections. This study was ai-
med to evaluate the antibacterial and cytotoxic activities of a new lytic phage obtained from clinical MRSA
strains. This lytic phage named as ¢ LizAnk was obtained during the phage infectivity studies performed
with 13 lysogenic phages against MRSA strains. The antibacterial activity of the @ LizAnk phage was de-
termined in vitro in BHI (Brain Heart Infusion) and LB (Leuria Bertani) broths and the in vivo antibacterial
activity against MRSA strains and possible cytotoxic effect against mammalian cells were tested on fibrob-
lastic cell cultures (3T3). This study was conducted using 20 MRSA strains isolated from hospitalized pa-
tients. Identification of the isolates was performed by conventional methods and methicillin resistance was
detected with oxacillin disk diffusion test and mecA gene detection by PCR. The method described by Ka-
neko et al. [Biosci Biotechnol Biochem 1997; 61(11): 1960-2] was used with some modifications, for induc-
tion and isolation of the phages. In vitro studies indicated that this phage killed the six different MRSA
strains (in 107 cfu/ml concentrations) in 8 hours, and this powerful lytic effect was similar in both of the
liquid media. In vivo studies were performed by using cell cultures prepared in microplates, and the wells
have been inoculated with only phage, phage + MRSA mixture, and only MRSA. The cells were then eva-
luated microscopically as well as by MTT assay which detected alive cells colorimetrically, at 2" and 24"
hours. In our study, the @ LizAnk phage did not cause any toxic effect on fibroblast cell cultures, in addi-
tion it was observed that the antibacterial effect of the phage against MRSA has proceeded in the cell cul-
ture. In conclusion, since the @LizAnk phage described in this study exhibited strong antibacterial activity
against MRSA strains and no cytotoxic effect was detected against mammalian cells, it might be safely
used alone or in a phage cocktail to treat skin infection caused by MRSA.

Key words: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; bacteriophage; lytic phage; phage therapy.

GiRis

Coklu ila¢c direncine sahip bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar glinimizde
énemli saglik sorunlarina yol agmaktadir'. Son yillarda yeni antibiyotiklerin gelistirilmesi
amacityla yapilan caligmalarin olumsuz sonuglari, yeni alternatif tedavi yontemlerine y6-

nelmeye sebep olmus; enfeksiyon etkenlerinin 6zgul bakteriyofajlar ile ortadan kaldiril-
masl islemi (“faj tedavisi”) glinimiizde yeniden énem kazanmigstir®.

Firsatci bir patojen olan Staphylococcus aureus, basit apseden, pnomoni, mastit, me-
nenjit, endokardit ve sepsise kadar degisen spektrumda cok farkli hastaliklara neden ol-
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maktadir. Ozellikle etkenin metisiline direncli S.aureus (MRSA) olmasi halinde, tedavi ile
tamamen ortadan kalkmadigi ve enfeksiyonun kroniklesme insidansinin arttigr bilinmek-
tedir'. Bu nedenle faj tedavisi, basta MRSA olmak (izere S.aureus enfeksiyonlari icin de
alternatif tedavi olarak giindeme gelmistir®. Myoviridae ailesine ait stafilokokkal bakteri-
yofajlarin stafilokok tedavisinde énemli olacag diisiiniilmektedir®. Bu tedavide fajin sa-
dece enfekte ettigi bakteriye olan 6zgulliglnin, tedavide yan etki acisindan ¢cok 6nem-
li bir avantaj olarak gériilmesine karsin, konak seciciliginin sinirli olmasi dezavantajdir’.
Dolayisiyla konak spektrumu genis olan fajlarin bulunmasi 6nem tagimaktadir. Bu calis-
mada, MRSA izolatlarindan elde edilen lizojenik bakteriyofajlarin farkli MRSA suslarini en-
fekte edebilme Ozelliklerinin arastiriimasi sirasinda tanimlanan ve “@ LizAnk” olarak ad-
landirilan yeni bir litik fajin antibakteriyel ve sitotoksik etkilerinin arastirlmasi amaclan-
mustir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, farkh kliniklerde yatarak tedavi gormekte olan hastalardan izole edilen
20 MRSA susu kullanildi. izolatlar, Gram boyama, katalaz, plazma koagtilaz ve DNaz
testleri ile tanimlandi. S.aureus suglarinin metisilin direnci, oksasilin disk diflizyon testi
ve mecA geninin PCR ile saptanmasi sonucu belirlendi®. Mikrobank saklama tiiplerin-
de -20°C’de saklanan her bir sus icin birer boncuk alinarak, icinde 3 ml beyin-kalp in-
flizyon buyyonu [Brain Heart Infusion Broth (BHIB); Difco Laboratories, ABD] bulunan
taplerin icine atildi. 37°C’de inkiibe edilen tuplerden, 24 saat sonra %5 koyun kanli
agar besiyerlerine, tek koloni diisecek sekilde ekimler yapildi ve plaklar 37°C’de 24 sa-
at inkibe edildi.

Bakteriyofaj izolasyonu

Bu amacla Kaneko ve arkadaslari® tarafindan tanimlanan yéntem bazi modifikasyon-
lar yapilarak uygulandi. %5 koyun kanl agar besiyerinde tireyen bakterilerden tek kolo-
ni alindi, cam balon icindeki 50 ml BHIB besiyerine ekildi ve bakteriler logaritmik faza
ulagincaya kadar 37°C’de 2-3 saat calkalayici inkiibatorde birakildi. Daha sonra besiyer-
lerine 20 pl mitomisin C eklenip 37°C’de 24 saat inklbe edildi. Ertesi giin, indiiklenen
bakteriler 50 ml’lik santriflj tiptne aktarildi ve 5.000 rpm’de 40 dakika santriflj edildi;
sipernatan 50 ml'lik baska bir santrifiij tiplne aktarildiktan sonra tizerine 10 pl 1/10
oraninda sulandiriimis DNaz konulup oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Bu
siire sonunda suipernatan iki kez 0.2 pl'lik filtreden gecirildi ve 40 ml stipernatana, 10 ml
polietilen glikol (PEG) soltisyonu eklenip iyice karistirildiktan sonra +4°C’de bir gece bek-
letildi. Ertesi glin sipernatan ve PEG karigimi 5.000 rpm’de 1 saat santrifiij edilerek faj-
larin tipln dibine ¢cokmesi saglandi. Supernatan atildiktan sonra tipin icine T mI TE (10
mM Tris-Cl, pH: 7.5, 1T mM EDTA) tamponu eklenerek sediment siispanse edildi.

Fajin Antibakteriyel Etkisinin in Vitro Olarak Arastinlmasi

Yeni tanimlanan fajin antibakteriyel etkisinin arastiriimasinda iki farkh besiyeri kullanil-
di. Klinik 6érneklerden izole edilip 2 ml BHIB ve Leuria Bertani (LB) sivi besiyerinde (%1
tripton, %0.5 maya ekstresi, %1 NaCl, pH: 7.0) uretilen (10”7 cfu/ml konsantrasyonun-
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da) MRSA suslarinin (izerine, yukarida tarif edilen yontemle elde edilen fajdan 50 pl ek-
lendi. Farkli zaman dilimlerinde (2, 4, 6, 8, ve 24. saatler) besiyerlerinden alinan 6rnek-
lerin 10’ar kathk sulandinmlari yapildi ve her dilisyondan LB agar besiyerine ekimler ya-
pilarak degisik zaman dilimlerindeki bakteri sayilar arastirildi.

Fibroblast Hiicre Kiiltiirii Hazirlanmasi

in vivo calismalarda kullanilan fibroblast hiicre kiltirleri (3T3), icinde %10 fotal dana
serumu (FCS), %1 penisilin-streptomisin ve %1 glutaminli DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium; Biochrom, Almanya) besiyeri bulunan 12 kuyucuklu htcre kilturi petri-
lerine 10%/kuyucuk miktarinda pasajlar yapilarak hazirlandi.

Fajin Antibakteriyel Etkisinin MRSA iceren Hiicre Kiiltiiriinde
in Vivo Olarak Arastiriimasi

Antibakteriyel etkinin in vitro olarak arastirlmasinda kullanilan ayni miktar faj ve
MRSA, 12 kuyucuklu hticre kiltir petrilerinde cogalmakta olan fibroblast hiicre kltiiru-
ne ilave edildi; 2 ve 24. saatlerde bakteri miktari sayildi ve fibroblast hiicre Gremesi mik-
roskopik olarak incelendi.

Fajin Sitotoksik Etkisinin Fibroblast Hiicre Kiiltiiriinde Arastirilmasi

Yeni tanimlanan fajin in vivo ortamda memeli hiicresine muhtemel sitotoksik etkisinin
arastinimasi amaciyla fibroblast hiicre kiltirleri (3T3) kullanildi. Hiicre proliferasyon ana-
lizi, 2 ve 24. saatte hiicre kuyucuklari PBS ile yikandiktan sonra, canli hiicreleri kolorimet-
rik olarak saptayabilen MTT ydntemi ile yapildi. Olciimler 570-630 nm dalga boylarinda
gerceklestirildi ve sonuglar logaritmik deger olarak grafik olarak degerlendirildi. MTT so-
lisyonunun hazirlanmasinda, 50 mg MTT [3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltet-
razolium bromide] 10 ml PBS icinde steril kosullarda ¢6zlldi. Faj ve MRSA inkiibasyon
siiresinin sonunda 100 pl MTT soltsyonu 1T ml hiicre kltiri besiyeri eklendi. Kilturler
37°C sicaklikta 4 saat sireyle tutuldu. Stpernatan atildi ve 100 pl dimetilstlfoksit
(DMSO; Sigma-Aldrich, Almanya) solisyonundan eklendi. Pipet yardimiyla karistirildik-
tan sonra esit miktarlarda ELISA plaklarina konulduktan sonra spektrofotometrede absor-
bans degerleri 595 nm dalga boyunda okutuldu'®.

Tim calismalar en az iki defa tekrarlandiktan sonra degerlendirildi.
BULGULAR

Calismamizda, BHIB ve LB sivi besiyerlerinde 107 cfu/ml olarak eklenen MRSA'li besi-
yeri icine @ LizAnk faji eklenmis ve farkli zamanlarda besiyerinden alinan 6rnegin sulan-
dinmlari LB agar besiyerine ekilerek antibakteriyel etki arastinlmistir. Fajin antibakteriyel
etkisi 2. saatte izlenmeye baslanmis; 4 ve 6. saatlerde dramatik olarak bakteri sayisinin
azalmasinin ardindan 8. saatte tim MRSA’larin 6ldugu gorilmistar (Sekil 1). iki besiye-
rinde de yapilan calismada ayni sonug elde edilmistir. Fajin eklenmedigi kontrol kilttr-
lerinde ise MRSA suslari cogalmaya devam etmistir. Farkli kaynaklardan elde edilmis alti
farkl MRSA izolati ile yapilan calismada ayni sonug elde edilmistir.
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Sekil 1. @ LizAnk fajinin in vitro antibakteriyel etkisi (Faj bulunduran ve bulundurmayan BHI sivi besiyerinde
MRSA’nin 2, 4, 6, 8 ve 24. saatlerdeki tireme miktarlari belirlendikten sonra logaritmik olarak degerlendiril-
mistir).

Calismamizda ayrica, fibroblast hiicre kiltirlerine pasajdan 24 saat sonra farkli kuyu-
cuklara MRSA, MRSA + faj ve sadece faj eklenerek, fajin MRSA Uzerindeki in vivo antibak-
teriyel etkisi ile fibroblast morfolojisi tzerindeki etkisi mikroskopik olarak degerlendiril-
mig; fajin sitotosik etkisi ise MTT proliferasyon-sitotoksisite testi ile arastirlmistir. Bu de-
neylerde, sadece bakteri bulunan kuyucuklarda, bakteri cogalmasina bagl olarak fibrob-
last hiicrelerinin Gremesinin durdugu ve ylizeyden koparak canliliklarini yitirdikleri goz-
lenirken; faj + MRSA iceren kuyucuklarda, fajin MRSA’lari yok etmesine bagli olarak hiic-
relerin sagkalimina imkan verdigi saptanmustir (Sekil 2a ve 2b). Tek basina faj iceren ku-
yucuklarda ise, fajin hiicre proliferasyonu ve morfolojisi Gizerinde herhangi bir etkisi iz-
lenmemistir (Sekil 2c). MTT testi sonucunda da; faj + MRSA iceren hiticre kilturt kuyu-
cuklarindaki proliferasyon diizeyinin kontrol (faj ve MRSA icermeyen) hiicreler ile ayni ol-
dugu; buna karsin sadece bakteri iceren hicre kltirlerindeki proliferasyon diizeyinin ilk
pasajdaki hiicrelerden daha dusiik oldugu belirlenmistir (Sekil 3).

TARTISMA

Bakterilere 6zgul viruslar olan bakteriyofajlar, bakteri hiicresini enfekte ettikten sonra
lizojenik (temperate) fajlarda oldugu gibi bakteri kromozomunda latent olarak kalabil-
dikleri gibi, litik fajlarda oldugu gibi bakterinin 6limuyle sonlanan lizis yapabilmektedir-
ler'. 1917 yilinda bakteriyofajlarin kesfinden sonra, bunlarin bakteriyel enfeksiyonlara
karsi antiseptik materyal olarak kullanilmasi distunilmus ve bazi ilkelerde (Gdrcistan,
Polonya, eski Rusya, ABD) 1940l yillara kadar tedavide kullaniimistir'2. Antibiyotiklerin
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Sekil 2. @ LizAnk fajinin in vivo antibakteriyel etkisinin gdsterilmesi (Fibroblast hticre kiiltiirii lizerine in vitro
deneyde kullanilan miktarda MRSA ve faj eklenmis ve 2 ve 24. saatlerde bakteri, fibroblast hiicre morfolojisi
ve proliferasyonu mikroskopla incelenmistir).

250
O Fibroblast

m Fibroblast + MRSA T
2007 m Fibroblast + MRSA + Faj

150

100 I

Fibrolast proliferasyonu

50

2 saat 24 saat

Sekil 3. @ LizAnk fajinin fibroblast hiicre proliferasyonu tizerine etkisi (Fibroblast hticre kiiltiirii iizerine in vitro
deneyde kullanilan miktarda MRSA ve faj eklenmis ve 2 ve 24. saatlerde hticre proliferasyonu MTT testi ile
arastirilmistir).

1941 yilinda kesfiyle birlikte bakteriyofaj tedavisi bir sekilde geri planda kalmis ve hatta
unutulmustur'3. Klinik olarak énemli bircok bakteride bircok antibiyotige karsi direnc ge-
lismesi ve tedavi basarisizliklar, gerek bilim adamlar gerekse klinisyenlerin litik fajlara
karsi ilgisinin dramatik olarak artmasina neden olmustur'*'3, Bakteriyofaj tedavisinde en
onemli iki etkenden biri fajin glclu litik etkisinin olmasi, digeri ise fajin konak hiicreye
0zgllluglnun ylksek olmasi, diger bir deyimle fajin tanidigr grup icerisinde mimkin
olan en fazla izolati taniyabilme ozelligidir.
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Bu calismada, farkl kaynaklardan izole edilen MRSA suslarinin tasidigi lizojenik fajlarla il-
gili arastirma yaparken, mitomisin C ile indiikleme sonucu elde ettigimiz, teorik olarak li-
zojenik olan @ LizAnk fajinin, ilging olarak diger S.aureus izolatlari Gzerinde litik etkisinin ol-
dugu saptanmigtir. Litik etki, sekiz saat icerisinde 107 cfu/ml konsantrasyondaki bakteriyi
tamamen ortadan kaldiracak kadar giicli olarak belirlenmistir. Bu gliclu litik etki, hem fark-
I bakteriyolojik sivi besiyerlerinde (BHIB ve LB) hem de hiicre kulttri besiyerinde (%10 FCS
iceren DMEM) saptanmustir. Ayrica ¢alismamizda, fajin dogrudan bakteri lizisinden elde
edilmesi nedeniyle, icerikte bulunabilecek bakteriyel toksinlerin ve/veya fajin kendisinin,
memeli hiicresine karsi gosterecedi olasi sitotoksik etkiler MTT testi ile aragtirlmistir. Sonug-
larimiza gore, fajin fibroblast proliferasyonu lzerine bir etkisi bulunmamistir. Bu calisma,
yeni tanimladi§imiz ve @ LizAnk olarak adlandirdigimiz bu fajin sadece alti farkli MRSA izo-
lati Gzerindeki etkisinin arastirimasiyla sinirli kalmistir. Ancak ¢alismamiz, fajin farkli MRSA
suslari ve diger stafilokoklar tzerindeki etkisinin arastinlmasiyla devam edecektir. Tanimla-
digimiz bu fajin etki spektrumunun sinirli olmasi ihtimalinde dahi, kokteyl faj tedavisi iceri-
sinde yer almasi mumkun gorinmektedir. Nitekim giniimizde, faj kokteyli olarak adlan-
dirilan ve ayni susun farkli izolatlarina kargi etkili bircok fajin ayni anda tedavide kullanila-
rak genis bir etki alani olusturulmasi s6z konusudur'é. Elde ettigimiz fajin morfolojik ve ge-
nomik yapisinin arastirlmasiyla ilgili calismalarimiz devam etmektedir.

Diinya Saglik Orgiiti’niin de belirttigi gibi, antibiyotiklerin &zellikle MRSAlar olmak
lzere cok ilaca direncli enfeksiyon etkenleri tizerindeki etkinlikleri giderek azalmakta-
dir'’. Giiniimiizde antibakteriyel faj tedavi yontemi klinik olarak nem kazanmaya bas-
lamistir'®. Sonug olarak, bu calismada belirledigimiz ve @ LizAnk olarak adlandirdigimiz
fajin, fibroblast hiicreler tizerinde sitotoksik etkisinin olmamasi ve giigli antibakteriyel et-
kileri nedeniyle, S.aureus’lar tarafindan olusturulan 6zellikle ylzeyel deri enfeksiyonlari-
nin tedavisinde sorunsuz olarak kullanilabilecegi distiniImustr.
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