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BOLUM 1

BAKTERIOFAJLAR VE iZOLASYON
YONTEMLERI

1.0ZDEN DELLAL!
Giris
BAKTERIYOFAJLAR

Bakteriyofa; “bakteri” ve “yemek” anlamina gelen iki
kelimenin birlesmesi ile olusan Yunanca bir kelimedir ve bakterilerin
lizisine neden olan bakteri viriisleridir (Wommack ve ark., 2000: 64).
Bakteriyofajlar kisaca fajlar protein ve niikleik asitten meydana
gelmektedir, diger viriislerde de oldugu gibi genetik materyallerini
protein veya kapsit icerisinde bulundururlar. Fajlar niikleik asit
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olarak sadece tek ya da c¢ift sarmalli DNA veya RNA
bulundurabilirler, fajlarin biiylik bir kismu niikleik asit olarak
DNA’ya sahiptir (Ackermann, 2007: 152). Fajlar bakterilerle
kiyaslandiginda oldukc¢a kii¢iik mikroorganizmalardir bakterilerin
aksine 151k mikroskobu ile goriilemezler ancak elektron
mikroskobuyla goriintiilenebilirler. Bir fajin ortalama agirligi 5x10-
13 gramdir, boyutlar1 ise 24-200 nm arasinda degismektedir.
Tanimlanan en biiyiik faj olan T4 faji 200 nm uzunluk ve 80-100 nm
genisligindedir (Kropinski, 2018: 169). Cesitli tiirlere sahip
bakteriyofajlarin genomlari, tiirler arasinda belirgin farkliliklar
gostermektedir. Bazi bakteriyofajlar, konak bakterinin genom
bliyiikliigline yakin biiyiikliikte genomlara sahip olabilmektedir, 500
kilo baz biyikligiine kadar faj genomlar1 mevcuttur.
Bakteriyofajlarin  ribozomlar1 olmadigi i¢in protein sentezi
yapamazlar, hiicresel mekanizmalar1 da olmadig1 i¢in de enerji
tiretemezler. Bu yiizden yasamlarini devam ettirebilmek igin spesifik
bir konakg¢iya ihtiya¢ duyarlar (Guttman ve ark., 2025: 4). Ancak
fajlar sadece prokaryotik hiicrelerden bakterileri enfekte eden ve
cogalan spesifik viral patojenik viriisler oldugundan dolay1 insanlar,
hayvanlar ve bitkiler i¢in yani 6karyot hiicreler i¢in zararsizdirlar.
(Necel ve ark., 2025: 66). Fajlarin yapisinda lipit bulunmadigi i¢in
kloroforma kars1 dayaniklidirlar ve bu 6zellikleri sayesinden bakteri
ortamindan ayirmak oldukga kolaydir (Kilig, 2008:).

BAKTERIOFAJLARIN TAHRIHSEL GELISIiMI

Bakteriyofajlarin kesfi yiizyillar 6ncesine dayanmaktadir.
Fajlar ile ilgili ilk bilimsel tespitler, Ingiliz bakteriyolog Ernest
Hanbury Hankin tarafindan 1896 yilinda Hindistan’da bulunan
Yamuna ve Ganj nehrindeki sularin birgok bakteriye 6zellikle de
Vibrio cholerac’ya karsi inhibe edici etkisi oldugunu
gbozlemlenmesiyle baslanmistir ve 1901 yilinda ise Emmerich ve
Low antimikrobiyal bir maddenin bakteri kiiltiiriinii lize ettigini 6ne

siirmesiyle devam etmistir (Kutter & Sulakvelidze,2004). 1915
D



yilinda Ingiliz bakteriyolog Frederick Twort kat1 besiyerinde bakteri
kiiltiirlerinde erimeler olusturan bir ajan kesfetmistir. 1917°de
Kanadal1 bakteriyolog Felix d’Herelle Fransa Pasteur Enstitiisii’nde
yaptig1 calismalarda bakterileri Oldiiren bir canli kesfetmis ve
yuriittiigli caligmalarda atik sulardan aldigi orneklere filtrasyon
islemi uyguladiktan sonra bakteri icermeyen filtratlar1 dizanteri
bakteri kiiltlirlerinin icine ilave ettiginde séz konusu bakteriyi
ortadan kaldirdigimi1 gozlemlemistir. Buna sebep olan canlilarin
ultraviriisler oldugunu 6ne siirmiis ve bunlar1 “bakteriyofa;” olarak
adlandirmistir. Bu kesfin hemen sonrasinda dizanteri hastaligi olan
bir ¢ocugun tedavisini fajlarla yiiriitmiis ve tedevide basarili
olmustur. Bundan sonra Ikinci Diinya Savas1 boyunca dizanteri
tedavisinde kullanilmak iizere “polyfagin” adli faj preparati
tretilmistir (Adhya & Merril, 2006: 443). 1923 yilinda George
Eliava tarafindan faj tedavisi ve faj caligmalarinin gelistirilebilmesi
icin Tiflis Griicistan’da Eliava Enstitiisii a¢ilmistir ve bu enstitii
sayesinde faj caligmasi yiiriiten bir¢cok bilim insan1 ¢esitli yontemler
gelistirip, fajlar1  tedavi amaciyla kullanmislardir.  Yapilan
arastirmalar sonucunda bakteriyofajlarin biiytikliiklerinin virtislere
benzer oldugu, bu nedenle yalnizca elektron mikroskobunda
incelenebildigi ortaya cikmistir (Fokine & Rossmann, 2014: 4).
Fajlarin tarihsel gelisim evresi Sekil 1°de sunulmustur.



Sekil-1 Bakteriyofajlarin tarihsel evrimi

Hankin Hindistan'daki nebir

suyunda Vibrio choleras'ya .
karg1 antibakteriyel aktivite Fej genonalanan
eleraledi (1396) iler Biyoloji i sekans calgialan
. N Molekiker Biyolojifin (1980 lexden, gimiaiize)
dHerelle fap kegfetti fajlarm kullaralraas:
e yapisim tararulacdy (1950 lexden gimimizzey T T 777 -
(1917
__________________________________ >
1880| 1900 1940 1860 1980 2000 2010
. Fischettive
A fajinn izolasyonu arkadaghn invivo
Claraleyra, Hankin'in (1951) kogullards faj
gozlenalerind Uluslararss: Bakteriyofaj Enstitiusi, lisinlerinin aktivitesini
Baillus subtilis il Tiflis, Gritrcistan'da Juruldn kamtladular {2001}
onaylach {1898) (1923 . .
Srith ve Huggins'in gahigmalan l
Batida faj avagtorealanm telkrar
gindeme getirdi (1980%er) FDA, etlerin Listeria
Twrort Staphylococous anreus kontaminasyonuna
fajmda antibakteriyel karp1 korummasmda
aktivite gizleraledi [1915) P T—
oraylad (2006)

Kaynak: (O'Flaherty, Ross & Coffey, 2009: 33)

BAKTERIYOFAJLARIN SINIFLANDIRILMASI

Fajlarin  siniflandirilmasinda  morfolojik ve molekiiler
Ozellikleri dikkate alinmaktadir. Bradley 1967 yilinda sahip
olduklar1 niikleik asit ve morfolojik yapilarina gore bakteriyofajlari
A, B, C, D, E ve F olmak iizere 6 tipe ayirmistir:

A tipi fajlar uzun kuyruklu, kilifli, kasilabilen ve ¢ift iplikli
linear DNA’ya,

B tipi fajlar uzun kuyruklu, kilifli ve ¢ift iplikli linear
DNA’ya,

C tipi fajlar kisa kuyruklu, kilifsiz ve ¢ift iplikli linear
DNA’ya,

D tipi fajlar kuyruksuz, biiylik kapsomerli, tek iplikei
DNA’ya,
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E tipi fajlar kuyruksuz, kiicik kapsomerli, tek iplikci
RNA’ya,

F tipi fajlar ise bassiz, ipliksi ya da filamentoz, tek iplik¢i
RNA’ya sahiptirler.

Sekil-2 Bradley siniflandirmasi

WET?@OJ

D E F

Kaynak: (Bradley, 1967: 31)

Ackermann (2003 ve 2007) tarafindan yapilan
bakteriyofajlar morfolojik niikleik asit yapilarina gore yeniden
siniflandirilmistir ve bu siniflandirma “Ackermann Siniflandirmasi”
olarak adlandirilmigtir. Ackermann smiflandirilmasinda fajlar
kuyruklu, polihedral, flamentdz ve pleomorfik fajlar olmak {izere 4
grup altinda toplanmistir. Bu siniflandirmada fajlar tek bir takim
Caudovirale altinda 13 familyada toplanmistir. Bakteriyofajlarin
biiyiik bir oranin (%96’sinin) kuyruklu fajlar grubunda yer aldigi,
¢ift sarmalli DNA'ya ve uzun veya kisa bir kuyruga sahip oldugu
rapor edilmistir. Kuyruklu fajlar i¢inde yer alan aileler Myoviridae,
Siphoviridae ve Podoviridae’dir. Myoviridae'lar kuyruklu fajlarin
%25'in1 olusturmakta ve kasilabilir kuyruga, Siphoviridae’lar
%61°ni olusturmakta ve uzun kuyruga, Podoviridae’lar %14’tinl
olusturmata ve kisa kuyruga sahiptirler. Polihedral bakteriyofajlar

niikleik asit olarak tek veya cift zincirli DNA veya RNA igermekte
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ve bu grupta yer alan familyalar Microviridae (ssDNA),

Corticoviridae

(dsDNA),

Tectiviridae

(dsDNA),

Leviviridae

(ssRNA) ve Cystoviridae (dsSRNA)’dir. Pleomorfik fajlar niikleik
asit olarak DNA’ya sahiptirler ve bu grupta bulunan aileler

Plasmaviridae

(dsDNA)

Ve

Fuselloviridae

(dsDNA)’dir

(Ackermann, 2023: 154). Bakteriyofaj Ackerman siniflandirilmasi

Sekil 3’te sunulmustur.

Sekil-3 Ackermann siniflandirilmasi

Morfoloji | Niikleik Asit | Takimve Familya | Cins | Ornek Ozellikleri
Kuyruklu DNA, ds.L Caudovirales 15
Myoviridae 6 T4 | Kontraktil kuyruk
Siphoviridae 6 A | Uzun kuyruk
Podoviridae 3 T7 | Kisa kuyruk
Polihedral | DNA. s5,.C Microviridae 4 | oX174| Lipit iceren kompleks kapsid
ds.C.T Corticoviridae 1 PM2 | Lipoprotein kaph kapsid
ds.L Tectiviridae I | PRDI
RNA, ss.L Leviviridae 2 MS2
ds,L. S Cystoviridae 1 06
Filamentdz | DNA, ss,C Inoviridae 2 fd | Lipit zarf
ds,L ds,L Lipothrivviridae [ | TTVI | Uzun veya kisa filament
Rudiviridae | SIRV | TMV benzeri
Pleomorfik | DNA, ds,C. T Plasmaviridae | L2 | Zarf lipid, kapsid yok
ds.C.T Fuselloviridae I | SSVI | Limon formlu, kapsid yok

Kaynak: (Ackermann, 2007: 152)

BAKTERiIYOFAJLARIN MORFOLOJIiSi VE

OZELLIKLERI

Tipik bir faj igerisinde genetik materyali bulundurdugu bir
bas, boyun, kuyruk ve kuyruk liflerinden meydana gelir. Bas
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kisminda niikleik asit molekiillerinin birleserek yumak seklini
olusturduklar1 yapi, protein kilifiyla kapli sekilde bulunur. Kapsit
olarak adlandirilan bu protein kilif, birbirine benzeyen alt
birimlerden olugmus, prizma seklinde bir yapidir. Kapsitler genelde
altigen sekline sahip olup, polipeptit iinitelerinden meydana gelen
kapsomerlerin bir araya gelmesiyle olusur. Genetik materyali iceren
niikleik asit ve kapsiti olusturan yapi ‘niikleokapsid’ olarak
isimlendirilir. Serbest halde bulunan ve hiicreye baglanmis bir faj
goriintiisii Sekil 4’te verilmistir.

Sekil-4 Bakteriyofaj goriintiisii

Serbest faj

Orta kuyruk ignesi

Orta kuyruk borusu

Genom

Kapsid

Taban plakasi

Kaynak: (Leitner ve ark.,2020: 6)

Bakteriyofajlarda bas ve kuyruk kismini birbirine baglayan
bir boyun kismi vardir. Kuyruk kismui fajlarda degisik uzunlukta
bulunmakla birlikle genel olarak 50-100 nm uzunluguna ve 30 nm
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genislige sahiptir. Kuyruk yapisi da faj tipine gore degisiklik
gosterir. Bazilarinda hi¢ kuyruk bulunmazken, bazilarinda ise kisa,
basit ya da karmasik yapida bulunabilir. Faj kuyruklar1 konake1
hiicreye adsorbsiyonu saglamakla gorevlidir. Fajdan genetik
materyalin konakg¢r hiicreye aktarimimi saglayan 6z yap1 kuyruk
icerisinde yer alir. Bu 6z yap1iy1 ¢evreleyen protein yapiya da kuyruk
kint ad1 verilir. Kuyruk kini enfeksiyon sirasinda kasilarak niikleik
asidin konaker1 hiicreye aktarimini saglar.

Fajlar  kuyruk iplik¢iklerine  gore de  farklilik
gosterebilmektedir. Fajlarin bazilar1 topuz seklinde ug¢ yapisina
sahipken, bazilarinda hicbir 6zgiil u¢ yapist bulunmamaktadir.
Fajlarin konake1 spesifikligi kuyruk kisminda bulunan proteinlerden
kaynaklanmaktadir. Kuyruk kisminda bulunan bu proteinler
vasitasiyla konake1 bakterilerin hiicre ¢eperinde yer alan teikoik asit,
lipopolisakkarit, protein, pili ve flagella gibi reseptorlere baglanir ve
bdylece konak hiicresi diginda diger mikrofloraya zarar vermez
(Meaden & Koskella,2013 :4). Kuyruk iplik¢iklerinde yer alan
lizozim enzimi sayesinde spesifik bakterisinin hiicre duvarini lize
ederek genetik materyalini sitoplazmaya enjeksiyonunu saglar
(Kutter & Sulakvelidze, 2004). Cogu fajlarin spesifikligi ¢ok yiiksek
olamasina karsin baz1 fajlarin spesifikligi biraz daha diistik oldugu
ve dolayisiyla birgok bakteriyi enfekte edebildikleri bildirilmektedir.
Ricci ve Piddock (2010) tarafindan yapilan bir caligmada
Salmonella'ya spesifik ST27, ST29 ve ST35 fajlarin sadece TolC
reseptorlerine  sahip Salmonella serovarlari enfekte ettigi,
Enterobacteriaceae familyasinda yer alan diger tiirlere kars1 etkili
olmadig1 ortaya konmustur. Ancak spesifikligi daha diisiik olan bazi
fajlarin, birgok bakteri tiirlinii enfekte ettigi bildirilmis ve bu durum
“yerel adaptasyon” olarak ifade edilmistir (Flores ve ark., 2011:
108).

BAKTERIYOFAJLARIN YASAM SEKILLERI
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Bakteriyofajlarin ribozom ve hiicresel mekanizmalari
bulunmadigindan protein ve enerji iiretemezler bu yiizden zorunlu
hiicre i¢i parazitleridir. Fajlar cogalmak amaciyla baska bir hiicreye
girerek replike olmak zorundadirlar. Bu duruma ‘enfeksiyon’,
enfekte ettigi hiicreye ‘konake¢1’ denir ve her fajin konakgisi kendine
Ozgiidiir. Fajlar, konake¢1 hiicrelerini enfekte ettikleri zaman
genellikle iki farkli hayat dongiisii ile yasamlarin1 devam ettirirler.
Bunlardan ilki litik dongli (viriilant) ikincisi lizojenik (1liman)
dongiidiir. Ayrica fajlarda ¢ok nadir de olsa “filamentli” olarak
isimlendirilen ii¢lincii bir yasam dongiisii de mevcuttur. Filamentli
yasam donglisiinde litik ve lizojenik dongiilerde oldugu gibi faj
cogalmak icin konakc¢inin ¢ogalma mekanizmasi kullanilir, ancak
filamentli sistemde konak hiicre 6liimii, stirekli faj iiretimi ve fajlarin
cevreye salinimi gerceklesmemektedir (Ye ve ark., 2009: 72).

Bir bakteriyofajin hangi yasam dongiisiine sahip olacagi
operatdr bolgesine baglanan CRO ve CI proteinleri arasindaki
oncelige baghdir. CI proteini ile baglanma ger¢eklesiyorsa lizojenik
yasam dongiisii, CRO proteini ile baglanma gergeklesiyorsa litik
yasam dongiisiine girmektedir (Guttman, Raya & Kutter,2005: 4).

Litik yasam dongiisii

Litik fajlarin ¢ogalma evreleri adsorbsiyon, penetrasyon,
biyosentez, olgunlagsma ve lizis olmak iizere 5 asamadan meydana
gelir.

Adsorbsiyon veya tutunma: Kuyruklu fajlarin
adsorbsiyonu, kuyruk lifleri sayesinde hedef bakterinin kapsiil
ylizeyine tutunmasiyla baslar. Kuyruksuz fajlarin adsorbsiyonu ise
kapsomerlere 0zgiil reseptorlerin  tutunmasiyla  gergeklesir.
Enfeksiyonun ilk ve en 6nemli asamasi olan adsorbsiyonda fajin
konakge1 bakteriye spesifikligi belirlenir.

Gram-negatif bakterlerilere tutunma; oligosakkaritler,

lipopolisakkaritler ve proteinler gibi reseptorlerle saglanirken,
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Gram-pozitif bakterilerde ise murein tabakasinin karmasik yapida
olmasindan dolay:1 teikoik asit gibi degisik baglanma bdlgeleri
bulunur. Bir¢ok faj tutunma icin Ca2+, Mg2+ gibi iki degerlikli
iyonlara ihtiyag duyar. Bu iyonlar bakteri ve faj partikiillerinin
negatif  yiiklerini  noétrleyerek  adsrobsiyonu  kolaylastirir.
Adsorbsiyon agamasi faj ve bakterinin birbirine temasindan ortalama
5 dakika sonra sona ermis olur (Bertozzi Silva, Storms & Sauvageau,
2016: 363).

Penetrasyon: Bakteriyofajin konak¢1 hiicreye tutunduktan sonra
genetik materyalini aktardigir asama olup, bu mekanizma tiim fajlar
icin spesifiktir. Fajlar genetik bilgiyi konake1 hiicreye enjekte ettigi
sirada kuyruk lifleri kisalir ve bu sayede kuyruk, bakteri hiicre
duvarina penetre olmus olur. Kapsit i¢indeki genetik materyal
kuyruk i¢indeki kanaldan gegerek periplazmik bosluga gelir ve fajin
bakteri hiicre membraninda meydana getirdigi kiigiik delikten
kolayca hiicre sitoplazmasina gecer. Acilan delik bakteri hiicresi
tarafindan hemen onarilir. Genetik materyalin salimmdan sonra
bakteri hiicre duvarinda kalan faj kilift “hayalet faj”, konak¢inin
icerisine enjekte olan niikleik asit de ‘vejetatif faj’ olarak adlandirilir
(Molineux, 2021: 40 -Roos ve ark., 2007: 64).

Biyosentez ve Olgunlasma: Fajlarin konakgi hiicre igerisinde
cogalma ve gelisme donemidir. Bu donemde bas, kuyruk ve diger
faj yapilar1 sentezlenir. Latent donem olarak da adlandirilan bu
donem, fajlarin genetik bilgilerinin konakg1 hiicrenin
sitoplazmasina girmesinden olgun fajlarin olusumuna kadar gecen
siireyi kapsar. Faj genetik materyali bakteri hiicresine girdikten
sonra bakteri ribozomlar1 protein sentezine baslar. Faj bakteri
hiicresinin metabolizmasini bozar, kendi genomunun
replikasyonunu saglar. Bakteriyofaj bilesenleri ve enzimleri
sentezlenir ve ayri ayr1 sentezlenen faj bilesenleri birlesmeye
--10--



baslar. Ayr1 ayr1 sentezlenen bakteriyofaj yapi taglart bir araya
gelerek olgun faj partikiillerini (virion) meydana getirir (Hendrix,
2002:127).

Lizis: Bakteri hiicresi i¢inde belli bir sayiya ulasan ve olgunlagan
fajlar kendi enzim ve proteinlerini kullanarak bakteriyi lize eder ve
bakteriden cikarak serbest hale gecerler. Lizisin meydana
gelebilmesi i¢in iki bilesen kullanilir bu bilesenler lisin ve holin
proteinleridir. Bunlardan viral protein olan holin proteinleri hiicre
membraninda gézenekler olusturur. Viral enzim olan endolizin
enzimi ise hiicre duvarini (peptidoglikan) pargalar. Holin i¢
membranda porlar agarak lisin enziminin peptidoglikan tabakaya
ulagmasini saglayarak hiicrenin lize olmasina neden olmaktadir
(Hanlon, 2007: 30).

Lizojenik yasam dongiisii

Lizojenik yasam dongiisiinde litik dongilide oldugu gibi faj
konakg1 hiicresine adsorbe olur ve kendi DNA’sin1 bakteri hiicresine
enjekte eder. Ancak bu penetrasyon asamasindan sonra yeni
sentezlenmis faj partiikiillerinin olusumu yani latent donem
gerceklesmez. Faj DNA’sinin bakteri kromozomuna rekombinasyon
yoluyla girmesine ‘lizojeni’, konake1 hiicrenin DNA’sina baglanan
faj genetik materyaline de ‘profaj’ denir. Kromozomunda bu sekilde
faj tasiyan bakteri ’lizojenik bakteri’ olarak isimlendirilir. Lizojenik
dongiiniin litik dongiiden en temel farki fajin konake1 hiicresini lize
etmemesidir. Kosullar uygun oldukc¢a konak hiicrede faj var olmaya
devam eder. Konak¢1 hiicrenin ¢ogalmasma olanak sagladigi icin
hiicrenin yeni jenerasyonlarinda da faj varligni siirdiiriir. Fakat
ortam sartlar1 konakg¢1 hiicre i¢in uygun olmadiginda, yani besin
kaynaklarmin tiikenmesi ve inkiibasyon sicakliginin degistirilmesi
durumunda, konak bakteri hiicresi mitomisin C gibi antibiyotik, azot
gazi ve UV 1sinlarma maruz birakilmasi durumunda profajlar etkin

-11--



hale gecerek litik hayat dongiisiine girerek viriilant faja doniisiir, bu
olay ‘faj indiiksiyonu’ olarak adlandirilir (Lacroix, 2010).

Sekil-5 Litik ve Lizojenik Fajlarin Yagsam Dongiisti

Baglanma, genom enjekte etme

¥

Baskilama, entegrasyon

Baglanma, genom enjekte etme

4

Bakteriyel genom yikimi
A

v :
s

Genom ¢ogalmasi Hiuicre cogalmasi

[ (ZL\

_/ Bakteri hiicresi
% Bakteriyofaj

[~ Faj genomlan

Birlesim (-» Bakteriyel genom
e \h" - o O  Profaj
A ﬁfg "'ﬁ- “==_ Olay
g - AL - ‘,‘;: q%\' | € » Bakteri hiicresi
Bakteri hiicresinin . ~= Bakteriyofaj
patcalanmasy «_ > Faj genomlan Ll

Kaynak: (Leitner ve ark.,2020: 6)
BAKTERIOFAJ iZOLASYON YONTEMLERI

Bakteriyofaj izolasyonu, c¢evresel veya klinik orneklerde
bulunan fajlarin tespit edilmesi, saflastirilmasi ve karakterize

edilmesine yonelik yontemlerin biitiiniinii kapsar. Izolasyon
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stratejileri, hedef bakterinin biyolojik 6zelliklerine, 6rnek kaynagina
ve izolasyon sonrasi planlanan uygulamalara (temel arastirma, faj
terapisi, biyokontrol veya genomik analizler) bagli olarak sekillenir.
Bakteriyofaj izolasyon yontemleri temel olarak dogrudan izolasyon
ve zenginlestirme (enrichment) temelli izolasyon olmak iizere iki
ana baslik altinda siniflandirilmaktadir (Van Twest & Kropinski,
2009: 15-21).

DOGRUDAN iZOLASYON YONTEMLERI

Dogrudan izolasyon, faj icerebilecegi diisiiniilen 6rneklerin
herhangi bir 6n ¢ogaltma basamagi uygulanmaksizin hedef bakteri
tizerinde test edilmesine dayanan bir yaklasimdir. Bu ydntemin
temel amaci, Ornekte dogal olarak bulunan faj popiilasyonunu
miimkiin oldugunca bozulmadan ortaya koymaktir. Ozellikle
ekolojik calismalar ve faj ¢esitliliginin aragtirildigi durumlarda
dogrudan izolasyon tercih edilmektedir (Ackermann, 2011: 32).

Dogrudan izolasyon yonteminin en Onemli avantaji,
zenginlestirme siireclerinde ortaya cikabilen seg¢ilim yanliligini
(selection bias) en aza indirmesidir. Bununla birlikte, 6rnekteki faj
konsantrasyonunun diisiik olmasi durumunda tespit edilebilirlik
siirli olabilir. Bu nedenle dogrudan izolasyon, genellikle yiiksek faj

yiikiine sahip ¢evresel 6rneklerde daha basarili sonuglar vermektedir
(Clokie, 2011: 1).

ZENGINLESTIRME (ENRICHMENT) TABANLI
IZOLASYON YONTEMLERI

Zenginlestirme yontemi, Ornekte bulunan fajlarin hedef
bakteri ile kontrollii kosullarda cogaltilmasin1 esas alir. Bu
yaklasimda, potansiyel fajlarin konak bakteriyi enfekte ederek
replikasyon yapmasi saglanir ve bdylece faj yogunlugu artirilir.
Zenginlestirme,  diisiik  konsantrasyonda  bulunan fajlarin
izolasyonunu miimkiin kildig1 icin klinik ve terapotik caligmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir (?lgedon, 2011: 1).



Zenginlestirme temelli izolasyonun baslica avantaji, litik
fajlarin secilimini kolaylastirmasidir. Ancak bu yontemin énemli bir
smirliligl, hizli ¢ogalan veya konakla daha giiclii etkilesim kuran
fajlarin baskin hale gelerek Ornekteki dogal faj cesitliligini
azaltabilmesidir. Bu durum, 0&zellikle ekolojik veya evrimsel
caligmalarda dikkate alinmasi gereken bir faktordiir (Gordillo
Altamirano & Barr, 2019: 32).

PLAK TABANLI iZOLASYON VE TESPIiT YONTEMLERI

Plak olusumu, bakteriyofaj izolasyonunun en temel ve en
yaygin kullanilan gostergelerinden biridir. Fajlarin duyarli bakteri
konaklar1 iizerinde olusturdugu lizis bolgeleri hem faj varliginin
dogrulanmasinda hem de saf faj izolatlarinin elde edilmesinde kritik
Ooneme sahiptir. Plak temelli yontemler, baslica double agar overlay
(¢ift katmanli agar) yontemi ve spot test yontemi olarak iki ana
grupta ele alinmaktadir (Ackermann, 2011: 32- Kropinski, 2009).

Cift Katmanh Agar (Double Agar Overlay) Yontemi

Double agar overlay yontemi, bakteriyofaj izolasyonu ve
identifikasyonu i¢in altin standart olarak kabul edilen plak bazl bir
tekniktir. Bu yontemin temel prensibi, hedef bakterinin yar1 kati bir
agar tabakasi igerisinde homojen olarak dagitilmasi ve fajlarin bu
bakteri tabakasi ilizerinde lokalize lizis bolgeleri olusturmasinin
saglanmasina dayanir (Kropinski, 2009).

Bu yaklasim, fajlarin enfeksiyon dongiisii boyunca
olusturdugu plaklarin net bir sekilde gézlemlenmesine olanak tanir.
Plak sayist ve morfolojisi, faj yogunlugu ve biyolojik 6zellikleri
hakkinda nicel ve nitel bilgiler sunar. Ozellikle faj titerinin
belirlenmesi, saf faj klonlarinin elde edilmesi ve izolasyon sonrasi
saflagtirma asamalarinin planlanmasinda double agar overlay
yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir (Clokie, 2011: 1).
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Plaklarin boyutu, kenar yapis1 ve seffaflik derecesi; fajin litik
veya temperate karakteri, enfektivite giicii ve konak etkilesimleri
hakkinda 6n bilgi saglayabilir. Bu nedenle double agar overlay
yontemi yalnizca bir tespit aract degil, aynt zamanda On
karakterizasyon basamagi olarak da degerlendirilmektedir (Hyman
& Abedon, 2012:70).

Spot Test Y ontemi

Spot test yontemi, faj varliginin hizli ve pratik sekilde
degerlendirilmesini amaglayan plak temelli bir yaklagimdir. Bu
yontemde, potansiyel faj iceren siispansiyonlar, hedef bakteri ile
kaplanmis agar yiizeyi lizerine kii¢iik hacimler halinde uygulanir ve
lokal lizis bolgelerinin olusumu gozlemlenir (Khan Mirzaei &
Nilsson,2015: 10)

Spot test, ozellikle 6n tarama (screening) amaciyla tercih
edilmektedir. Cok sayida Ornegin veya faj siispansiyonunun kisa
sirede degerlendirilmesine olanak tanimasi, yontemin en onemli
avantajidir. Bununla birlikte, spot test yontemi genellikle kantitatif
bilgi saglamaz ve faj titerinin belirlenmesi i¢in yeterli kabul edilmez.
Bu nedenle spot test, ¢ogu calismada double agar overlay yontemi
ile birlikte tamamlayic1 bir yaklasim olarak kullanilmaktadir
(Calendar , 2006- Mazzocco ve ark., 2009).

Spot testte gozlenen lizis alanlarinin yorumlanmasinda
dikkatli olunmas1  gerekmektedir.  Ozellikle yiiksek  faj
konsantrasyonlarinda ortaya c¢ikan lizis bolgeleri, gercek faj
enfeksiyonundan ziyade bakteriyel inhibisyona veya lizis dis1
etkilerden kaynaklanabilir. Bu nedenle spot test sonuglarinin, ileri
dogrulama ve saflastirma yontemleri ile desteklenmesi
gerekmektedir (Ackermann, 2003:154 — Abedon, 2011).

Double agar overlay ve spot test yontemleri, bakteriyofaj
izolasyonunda farkli amaglara hizmet etmektedir. Double agar

overlay yontemi, fajlarin kantitatif analizi ve saf izolat elde edilmesi
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icin daha giivenilir sonuglar sunarken; spot test yontemi hizli tarama
ve On degerlendirme asamalarinda avantaj saglamaktadir. Bu iki
yontemin birlikte kullanim, faj izolasyon siirecinin dogrulugunu ve
verimliligini artirmaktadir (Gordillo Altamirano & Barr, 2019:32).

ORNEK KAYNAGINA GORE BAKTERIYOFAJ
iZOLASYONU

Bakteriyofaj izolasyonunda kullanilan 6rnek kaynagi,
uygulanacak yontemin belirlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir.
Atiksu sistemleri, yiizey ve yeralti sulari, toprak drnekleri ile hayvan
kaynakli materyaller, yiiksek faj yogunlugu ve c¢esitliligi
barindirmalari nedeniyle siklikla tercih edilen kaynaklar arasinda yer
almaktadir. Buna karsilik, klinik kokenli 6rnekler; 6zellikle patojen
bakterilere Ozgiillik gosteren ve terapotik uygulamalarda
kullanilabilecek fajlarin elde edilmesi agisindan énem tasimaktadir
(Ackerman & DuBow, 1987, Gorski ve ark., 2018:10).

Farkli ornek tiirleri, icerik ve mikrobiyal yiik agisindan
degiskenlik gdsterdiginden, izolasyon siirecinde uygulanacak 6n
isleme ve faj kazanim stratejilerinin Ornek kaynagina gore
uyarlanmasi gerekmektedir. Bu durum, faj izolasyon ¢alismalarinin
basarisin1 artirmak i¢in 6rnek bazli metodolojik optimizasyonun
gerekliligi olarak vurgulanmaktadir (Hyman, 2019: 12, Jurczak-
Kurek ve ark., 2016: 6).
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BOLUM 2

Biyofilmlere Karsi Bakteriyofaj Temelli Yaklasimlar

Ayfer GULLU YUOCETEPE!
Giris

Herhangi bir ylizeye tutunmus mikrobiyal topluluklart
tanimlamak amaciyla “biyofilm” terimi ilk kez 1978 yilinda Bill
Costerton tarafindan kullanilmistir (Costerton, Geesey, & Cheng,
1978: 86). Biyofilmler plastik, metal, cam, toprak partikiilleri, ahsap,
tibbi implantlar, biyolojik dokular ve gida iirlinleri gibi ¢ok ¢esitli
ylizeyler iizerinde olusabilmektedir (Kokare & ark., 2009: 159).
Biyofilm yapis1 igerisinde ¢ogalan bakteriyel patojenler, birgok
antibiyotigin etkisine ve konak¢imin dogustan gelen bagisiklik
savunmalarina kars1 yiiksek diizeyde direng gostermektedir. Bununla
birlikte, biyofilmlerin yol agtigr olumsuz etkilerin azaltilmasinda
etkili stratejilerin gelistirilmesine yonelik ¢abalar stirmekte olup,
mikrobiyal biyofilmlerin ortadan kaldirilmasinda uygun terapotik
yaklagimlarin tasarlanabilmesi i¢in daha kapsamli arastirmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir (Hanger Aydemir, 2018: 218). Bu kapsamlarin
basinda  bakteriyofajlar  yer  almaktadir. =~ Bakteriyofajlar
hastaliklarinin tedavisinde ge¢misten bu yana kullanilmakta olup,
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antibiyotik direncinin giderek artmasiyla birlikte biyofilmlerin
kontroliinde alternatif veya tamamlayici bir yaklagim olarak yeniden
ilgi odag1 haline gelmistir. Ozellikle antibiyotiklere kars1 toleransli
biyofilm yapilarinin parcalanmasinda, fajlarin bakteriye 0zgii
enfeksiyon yetenekleri ve bazi1 fajlarin biyofilm matriksini
hedefleyen enzimler liretme kapasiteleri yoniinden 6nemli avantajlar
sunmaktadir Chan, & Abedon, 2015: 85) (Donlan, 2009: 66)
(Sillankorva, 2009).

Bakteriyofajlarin Kesfi ve Genel Ozellikleri

Bakteriyofajlar, ilk olarak 1896 yilinda ingiliz bakteriyolog
Ernest Hankin tarafindan Vibrio cholerae iizerinde gozlemlenen
antibakteriyel bir aktivite ile bildirilmistir. Daha sonra, 1915°te
Frederick Twort, bu antibakteriyel aktivitenin bir viriisten
kaynaklanabilecegini 6ne siirerek konuyu yeniden giindeme
tagimistir. Twort, bu ajanin bakteriyel kolonilerin lizisine yol acarak
saydam bir goriiniim kazanmasina neden oldugunu belirtmistir,
ancak teknik sinirlamalar nedeniyle bu konu iizerinde daha fazla
arastirma yapamamistir. Fajlar 1917 yilinda Félix d’Hérelle
tarafindan yeniden kesfedilmis ve 1919 yilinda dizanteri tedavisinde
kullanilmistir. D’Hérelle, bu antibakteriyel aktivitenin bakterileri
parazitleyen bir virlisten kaynaklandigini One siirmiis ve bu
virlislere, bakteri ve faj kelimelerinin birlesiminden tiiretilen
bakteriyofajlar adin1 vermistir (Kutter, & Sulakvelidze, 2005: 91)
(Ackermann, 2009). Faj dongiilerinin kesfedildigi donemlerde
enfeksiyoz hastaliklarda bakteriofajlarin tedavi edici etkinligi
kullanilirken, antibiyotiklerin kesfinden sonra fajlara olan ilgi
azalmistir  (Kropinski, 2006: 297). Ancak, tim diinyada
antimikrobiyal maddelere diren¢ konusunun yogun bir artis
gostermesi fajlara olan ilgiyi yeniden arttirmaya baslamis ve son
donemlerde bakteriyofaj tedavisi ile c¢alismalar hiz kazanmistir
(Corbellino & ark., 2020: 1998) (Hahn & ark., 2023). Son 15 yildir
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faj tedavisi laboratuvarlarda ve hastanelerde gelistirilme
asamasindadir.

Fajlar bakterileri spesifik olarak oldiirebilen ancak diger
organizma tiirlerini enfekte edemeyen, c¢oklu ilaca direngli
patojenlere (MDR) kars1 etkili olabilen potansiyel antibakteriyel
terapotik ajanlardir (Burrowes & ark., 2011: 775). Bakteriyofajlar
Diinyada sayilar1 10" partikiil ile en ¢ok olan bulunan biyolojik
varliklar olarak kabul edilmektedir. Fajlar, 2060 dakikalik kisa
yasam dongiilerine sahip olup, genetik materyallerini bir protein
kilif1 i¢inde tagirlar ve yalnizca DNA veya RNA igerirler. Genellikle
bakterinin hiicre ylizeyinde bir reseptdre baglanarak, genetik
materyalini hiicrenin i¢ine enjekte ederler ve proteinlerini
sentezlettirmek icin konak¢inin hiicre mekanizmalarini1 kullanirlar
(O’Flaherty, Ross, & Coftey, 2009: 801). Fajlarin biiyiikliikleri 20-
200 nm kadardir. Bakterilere kiyasla oldukca kiigiik olan etkenlerdir
ve elektron mikroskobuyla goriintiilenebilirler. Yasamlarint devam
ettirebilmeleri igin spesifik bir konakc¢iya ihtiya¢ duymaktadirlar.
Tipik bir fajin morfolojik yapisinda; igerisinde genetik materyalin
bulundugu bas (kapsid) kismi, boyun ve konak hiicresine tutunmay1
saglayan kuyruk liflerinden meydana gelmektedir. Fajlar genel
olarak morfolojik 6zellikleri, niikleik asit tiirii zarf ya da lipidlerin
varligina gore ayrilmis ve RefSeg veritabanina gore Caudoviricetes
smifi adi altinda toplanmistir (Ackermann, 2009) (Ackermann,
2011: 90). Kesiflerinden sonra, bakteriyofajlarin litik ve lizojenik
olmak iizere iki tip hayat dongiisiine sahip olduklar1 belirtilmistir.
Morfolojik 6zellikleri bakimindan farklilik gosterseler de %90°1 bas
kisminda dsDNA genomu bulunduran litik fajlardir ve ikozahedral
simetri gosterirler (Ackermann, 2009).

Biyofilm Yapisi ve Olusum Mekanizmasi

Biyofilmler, mikroorganizmalarin bir yiizeye tutunarak kendi
sentezledikleri polimerik ve jelsi bir matriks icerisinde organize
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bicimde yasamalariyla olusan mikrobiyal konsorsiyumlar olarak
belirtilmektedirler (Leone & ark., 2006: 2456). Bu jelsi matriks,
bakteri hiicreleri tarafindan iiretilen ve literatiirde hiicre dist
polimerik yapi, ekzopolisakarit veya ekzopolimer (EPS) olarak
adlandirilan  polisakkarit agirlikli  bir yapidan olusmaktadir
(Fujishige & ark., 2006: 79). Alternatif bir tanima gore ise biyofilm,
bir yiizeye veya birbirlerine tutunmus bakterilerin organik bir
polimer matriksi icerisinde gomiilii halde bulunmasiyla karakterize
edilmektedir (Poulsen, 1999: 321). Hiicre dis1 polimerik matriks,
biyofilmlerin temel yapisal bilesenlerinden biridir. Polisakkaritler,
proteinler, DNA ve sudan olusan bu matriks, biyofilm olusturan
hiicrelerin yilizeye tutunmasinda kritik bir rol oynar. Matriksin
baslica islevlerinden biri, UV radyasyonu, degisken pH kosullari,
ozmotik stres, su kayb1 ve antibiyotikler gibi cesitli cevresel ve
kimyasal etkenlere karsi bakteriyel hiicrelere koruma saglamaktir
(Padera RF. 2006; Giin, & Ekinci, 2009). Olgun bir biyofilmin
kiitlesinin  %75-90’1m1  EPS  olusturmaktadir (Padera, 2006).
Biyofilm tabakalar1 ¢ok ¢esitli c¢evresel kosullar altinda
olusabilmekle birlikte, en basit biyofilm yapist dahi oldukc¢a
karmasik bir dinamik sergilemektedir. Cesitli caligsmalar,
biyofilmlerin belirli noktalarda sirasiyla baslangig, olgunlasma,
stirdiiriilme ve ¢oziinme evrelerini igeren biyolojik doniisiim
stireclerini tamamladigini gostermistir (O'Toole & ark., 2000: 49).
Yiizeye temas eden bakteriler dnce yiizeye tutunmakta, ardindan
koloni olusturarak daha ileri asamada EPS matriksi igerisinde
organize olmus mikrobiyal topluluklar halinde biyofilm yapisini
meydana getirmektedir (Giin, & Ekinci, 2009: 165). Biyofilm
olusumu, bakterilerin tutundugu yiizeyin 6zelliklerine ve bu yiizeyde
sonradan birikebilen organik veya inorganik maddelere bagli olarak,
bakterilerin varlik gosterebildigi herhangi bir sulu ortamda
gerceklesebilmektedir (Kumar, & Anand, 1998: 9). Yapilan giincel
bir ¢alismada, Listeria monocytogenes bakterilerinin, gida kaynakl

veya klinik kaynakli olmalarina bakilmaksizin yilizeyde biyofilm
--25--



olusturmaya ve virlilans genleri tasimaya devam ettikleri ortaya
konulmustur (Saytekin & ark., 2025).

Bakterilerin Yiizey Adezyonu ve Biyofilm Formasyonu

Mikroorganizmalar, gelisim siire¢lerine bagli olarak
planktonik ve yerlesik formlar olmak iizere iki temel grupta
degerlendirilmektedir. Planktonik hiicreler, bireysel ve serbest
yasam tarzi sergilerken yerlesik hiicreler belirli bir yiizeye tutunarak
organize mikrobiyal topluluklar halinde fonksiyonlarini siirdiiriirler.
Bakterilerin yiizeye tutunma siireci zamana bagli bir olay olup,
genellikle doniisiimlii ve doniisiimsiiz adezyon olmak {izere iki
asamada ger¢eklesmektedir (Lindsay, & Von Holy, 2006: 313).
Dontigiimlii tutunma basamaginda bakteri hiicresi ylizeyle tam bir
temas halinde degildir, ancak hiicre ile ylizey arasinda uzun menzilli
fizikokimyasal etkilesimler olugsmaktadir. Bu etkilesimler
elektrostatik kuvvetler, hidrofobik etkilesimler ve Van der Waals
kuvvetleri gibi nispeten zayif ¢ekim veya itme kuvvetlerinden
meydana gelir. Elektrostatik etkilesimler ¢ogunlukla itici
niteliktedir. Dolayisiyla hem bakteriyel hiicre ylizeyi hem de kati
yiizeyler genellikle negatif yiikliidiir (Poulsen, 1999: 321) (Costerton
& ark., 1995). Ik adezyonun baslamasinda hidrofobik etkilesimlerin
belirgin bir rolii oldugu bildirilmektedir (Costerton & ark., 1995). Bu
asamadaki hiicreler, durulama gibi basit mekanik islemlerle
kolaylikla yiizeyden uzaklastirilabilir. Dontigiimlii tutunma, ylizeye
yaklagsan ve durgun halde bulunan hiicreler arasindaki dinamik
denge durumunun bir sonucu olarak ger¢eklesmektedir (Lindsay, &
Von Holy, 2006: 313). Doniislimsiiz tutunma asamasinda ise bakteri
hiicreleri ile yiizey arasinda kisa menzilli ve daha giiclii etkilesimler
meydana gelmektedir. Bu asamada hidrofobik etkilesimler, iyon-
dipol etkilesimleri, dipol-dipol etkilesimleri, iyonik ve kovalent
baglar ile hidrojen baglarn gibi kuvvetler rol oynar.
Mikroorganizmalar donilisimlii tutunma siirecindeyken ylizey

iizerinde yasama ve c¢ogalma acisindan yeterli besin ve uygun
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cevresel kosullarin  varhigin1  degerlendirir.  Uygun kosullar
saglandiginda bakteriler flagella ve pilus gibi yiizey yapilar
araciligryla, ayrica EPS sentezleyerek yiizeylere geri donilisiimsiiz
bicimde baglanabilmektedir.

Biyofilm olusumunun son agamasi, yiizey kolonizasyonunun
gergeklestigi donemdir. Bu asamada yiizeye tutunan bakteriler
cogalarak boliiniir ve eszamanli olarak EPS iiretimi siirdiiriliir.
Boylece ortamdaki planktonik hiicrelerin matriks i¢ine tutunmasi
kolaylasir. Bir bakteri hiicresinin yiizeyde ilk koloniyi olugturmasini
takiben, ayni ylizeye diger bakterilerin de yerlesmesiyle ikincil
koloniler meydana gelir. Biyofilmin biiyiimesine paralel olarak,
polimer matriks icerisinde kapsiil benzeri yapilar olusturan
mikroorganizma sayisinda da artis goézlenir Biyofilm gelisim
stirecinin kopma veya ayrilma evresinde, tek bir hiicre ya da hiicre
kiimeleri biyofilm yapisindan ayrilarak ortama dagilabilir. Bu
ayrilma olay1 dis fiziksel kuvvetlerin etkisiyle gerceklesebilecegi
gibi, biyofilm olusum dongiisiiniin dogal bir pargasi olarak tekil ya
da coklu hiicrelerin aktif kopmasi seklinde de ortaya cikabilir
(Poulsen, 1999: 321). Biyofilmin bu dinamik gelisim ve ayrilma
stireclerinin yan1 sira mikroorganizmalar, topluluk diizeyinde
davraniglarini diizenleyen ek bir iletisim mekanizmasina da sahiptir.
Bircok mikroorganizma, aktivitelerini ydnetebilmek amaciyla
birbirleriyle iletisim kurarken kiiciik ve yayilabilir sinyal
molekiillerini kullanmaktadir. Biyofilm olusumunda kritik 6neme
sahip olan ve Quorum Sensing olarak nitelendirilen bu mekanizma
sayesinde  bakteriler, sentezledikleri sinyal molekiillerinin
yogunlugunu algilayabilmekte, cevrelerindeki diger
mikroorganizmalarin popiilasyon diizeyini degerlendirebilmekte ve
bu bilgiyi topluluk i¢i diizenlemelerde kullanabilmektedir. Yiizeye
tutunan bakterilerin sayisinin artmasiyla birlikte bu sinyal
molekiillerinin  lokal konsantrasyonu da yiikselir. ~Sinyal
yogunlugundaki bu artis, biyofilm olusumuna yonelik bir dizi
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diizenleyici siirecin baglatilmasini tetikler. Bu baglamda, biyofilm
yapisi igindeki bakteriler, diisiik molekiil agirlikli hiicreler arasi
haberci molekiiller araciligiyla iletisim kurmakta ve topluluk
davranislarini yonetebilmektedir (Camara, 2006: 42).

Biyofilm Kontroliinde Faj Kullaniminin Avantajlar ve Etkileri

Fajlar Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella ve Salmonella gibi cesitli
organizmalarin neden oldugu farkli bulasici hastaliklarin tedavisinde
uygulanmaktadir (Sulakvelidze & ark., 2001: 649). Enfeksiyonlarin
tedavisinde fajlarin  kullanilmasi, antimikrobiyal ajanlarin
kullanimin1  azaltabilir ve bdylece direngli organizmalarin
yayllmasin1  simirlayabilir.  Biyofilm kontroli icin fajlarin
potansiyeline dair kanitlar bulunmaktadir. Biyofilm olusturan
mikroorganizmalar, antimikrobiyal ajanlara, dezenfektanlara ve
biyosidlere kars1 belirgin diizeyde tolerans sergilemektedir (Stewart,
Mukherjee, & Ghannoum, 2004: 250). Bu nedenle, biofilmin
azaltilmas1 ya da tamamen ortadan kaldirilmas1 genellikle yiiksek
konsantrasyonlarda antimikrobiyal bilesiklerin uzun = siireli
uygulanmasini gerektirmektedir (Ceri & ark., 1999: 1771). Doolittle
& ark. 1996: 331, T4 faj partikiillerinin biyofilm matriksi boyunca
radyal yonde hareket edebildigini ve bu hareketin, konak bakteriler
iizerinde gozlenen plak olusum siirecine benzer sekilde
gerceklestigini gostermistir. Bu bulgu, tek bir faj uygulamasinin
biyofilm iligkili enfeksiyonlarin tedavisinde potansiyel olarak etkili
olabilecegini ortaya koymaktadir.

Antimikrobiyal etkenlerin temel simirliliklarindan biri,
biyofilmin olgunlasmasiyla birlikte, biyofilm i¢i hiicrelerin
inaktivasyonu veya eradikasyonu i¢in giderek daha yliksek
antimikrobiyal konsantrasyonlaria ihtiya¢c duyulmasidir (Anwar &
ark., 1992: 1208). Buna karsin biyofilm olgunlasma siiresinin, P,
aeruginosa biyofilmlerinin F116 fajina duyarlilig1 izerinde anlamh
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bir azaltic1 etki olusturmadigi bildirilmistir (Hanlon & ark., 2001:
2746). Fajin, uygulama oncesinde 20 giin siireyle olgunlastiriimig
biyofilmler iizerinde dahi etkili olmasi, bu bulguyu
desteklemektedir. Ote yandan, biyofilm EPS matrisinin difiizyon
iizerindeki sinirlayict etkisi nedeniyle antimikrobiyal ajanlarin
etkinligini azaltabilecegi bilinmektedir (Stewart, Mukherjee, &
Ghannoum, 2004: 250). Bunun aksine, faj partikiillerinin hem
alginat jelleri hem de P. aeruginosa kaynakli EPS yapilari i¢erisinde
etkin bigimde difiize olabildigi gosterilmistir.

Fajlar, biyofilm EPS matrisini parcalama kapasitesine sahip
olan polisakkarit depolimeraz enzimlerini sentezleyebilmektedir. Ilk
donem caligsmalari, bazi Klebsiella pneumoniae fajlarinin plak
olusumu sirasinda enfekte bakteriler tarafindan salinan bir enzim
iirettigini ortaya koymustur. Bu depolimerazin bakteriyel kapsiiler
polisakkaridi hedef aldig1 bildirilmis olup elde edilen bulgular
enzimin dogrudan faj partikiillerine baglanarak kapsiiler yapiy1
parcaladigini ve bdylece fajin kapsiilii asarak konak hiicre yiizeyine
ulagsmasini miimkiin kildigin1 gostermektedir (Adams, & Park, 1956:
719). Faj kaynakli depolimerazlarin biyofilmler iizerinde etkili
olabilecegini destekleyen c¢esitli calismalar mevcuttur. Enterobecter
agglomerans ve Serratia marcescens biyofilmlerinin faj SF153b ile
tedavisi, biyofilm kiitlesinde belirgin bir azalmaya yol agmuis, ayrica
faj direngli E. agglomerans susunun tedavisi de biyofilm seviyelerini
distirmiustiir (Hughes, Sutherland, & Jones, 1998: 3039). Faj direngli
biyofilmler {izerindeki bu etkinin, faj tarafindan iretilen
depolimerazdan kaynaklandigi anlagilmistir. Dolayisiyla faj
icermeyen ancak yalnizca enzim bulunduran preparatin, s6z konusu
organizmanin biyofilmlerini 6nemli dlclide azalttigi gdsterilmistir.
Bu bulgular, antimikrobiyal ajanlarla biyofilm kontroliinii
giiclestiren baglica engellerin, antimikrobiyal tolerans, hiicre dist
matriksin koruyucu yapisi ve biyofilm yasinin etkisi gibi fajlar
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tarafindan belirli dl¢lide asilabildigini ortaya koymaktadir (Donlan,
2009: 66).

Yapilan bir baska ¢alismada Pbunaviriisiin biyofilm kontrol
etkinliginin, kistik fibrozis hastasindan izole edilen P. aeruginosa
klinik susu iizerinde deneysel evrim yaklagimiyla artirilabilecegi
gosterilmistir. Uyarlanmis fajlarda gozlenen biyofilm o6ldiirme
kapasitesindeki artisin, yalnizca hedef susun daha etkin
taninmasindan degil, ayn1 zamanda bu susun olusturdugu heterojen
biyofilm popiilasyonunun daha etkili sekilde algilanmasindan da
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu yaklasim, kistik fibrozis
hastalarinda ve olas1 diger bakteriyel enfeksiyonlarda faj tedavisinin
optimizasyonu i¢in degerli bir strateji potansiyeli tasimaktadir.
Bununla birlikte, elde edilen sonuglarin kullanilan faj ve bakteri
susuna Ozgii olabilecegi gdz Onilinde bulunduruldugunda, bu tiir
caligmalarin  farkli suslar ve farkli faj tipleri iizerinde
genisletilmesinin de 6nem arz edecegi belirtilmektedir (Meneses &
ark., 2025: 10219).

Bakteriyofajlar bakterileri enfekte eden dogal viral ajanlardir.
Bu nedenle antibiyotik direncinden etkilenmezler ve birgok
antibiyotigin aksine, biyofilm yapilar igerisinde bulunan bakterileri
dogrudan hedef alabilirler (Sillankorva, 2009). Fajlar, bakteriyel
genomla biitiinleserek konak hiicreyle birlikte varligini siirdiirebilir
(lizojenik fajlar) ya da konak hiicreyi lizisle ortadan kaldirabilir (litik
fajlar). Litik fajlar, konak bakteride ¢ogaldiktan sonra hiicrenin
parcalanmasini saglayarak g¢evreye ¢ok sayida yeni faj partikiilii
salar ve bdylece enfeksiyon dongiisiinii devam ettirir. Biyofilm
matrisinin diigiik gecirgenlik gostermesi nedeniyle biyofilmlerin
fajlara diren¢ sagladigi sik¢a varsayillmigtir. Ancak kimyasal
antibiyotiklerden ¢ok daha biiyiik olmalarina ragmen faj partikiilleri,
konak bakterilerden belirgin sekilde kiigiiktiir ve birgok faj tiirti
biyofilm i¢indeki bakterileri enfekte edebilme kapasitesine sahiptir.

Bakteriyofajlarin  biyofilmlerdeki bakterilere etkisi, kimyasal
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antibiyotikler veya biyositlerden farklt bir mekanizma ile
gerceklesmektedir. Nitekim fajlarin, bakteriyel biyofilmlerle birlikte
evrimlesmis olmalar1 nedeniyle bu yapiskan mikrobiyal topluluklari
enfekte etmelerinin dogal bir sonug¢ oldugu ileri siiriilmektedir. Bu
farkliligin temelinde en az dort ayr1 mekanizmanin bulundugu
bildirilmektedir;

1. Bakteriyofajlar, konak hiicreler i¢inde ¢ogalarak lokal bir
amplifikasyon olusturur. Bu ¢ogalma, biyofilm icine giderek artan
sayida bulasici faj partikiilii salinimina yol agar. Boylece biyofilm
tabakalari i¢inde yayilan fajlar, EPS materyalini sentezleyen bakteri
hiicrelerini ~ elimine  ederek  biyofilmin  kademeli olarak
parcalanmasina ve yenilenme kapasitesinin azalmasina neden
olabilir.

2. Bazi bakteriyofajlar, biyofilm matriksinin ana bilesenlerini
parcalayan depolimerize edici enzimleri tasir veya ekspresse
edebilir. Bu enzimler, EPS tabakasini zayiflatarak fajlarin biyofilmin
daha derin bolgelerine niifuz etmesini kolaylastirir.

3. Bakteriyofajlar ayrica, konak bakterinin genomunda
kodlanmis olan ve EPS’yi parcalayan enzimlerin ekspresyonunu
indiikleyebilir. Boylece faj enfeksiyonu, konak hiicrenin kendi
enzimatik kapasitesini biyofilmi zayiflatmak i¢in kullanmasina yol
acabilir.

4. Biyofilmlerde bulunan persister hiicreler de bakteriyofajlar
tarafindan enfekte edilebilir. Fajlar bu inaktif hiicrelerde ¢gogalamaz
ve onlar1 hemen 6ldiiremez; ancak hiicre yeniden metabolik olarak
aktif hale geldiginde faj enfeksiyonu iiretken faza gecerek persister
hiicrenin ortadan kaldirilmasini saglar. Bu mekanizma, biyofilmlerin
antibiyotiklere kars1 en direngli alt popiilasyonlarindan birini hedef
alma olanag1 sunar.
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Bakteriyofajlar, bakteriyel hedeflerinin sayisin1 ¢ok fazla
astiklarinda,  c¢ogalma  gerekmeksizin  konak  hiicrelerini
Oldiirebilirler, bu siire¢ “disaridan lizis” olarak adlandirilir (Abedon,
2011: 46). Ancak bu denli yiiksek faj yogunluklarina dogal
ortamlarda nadiren ulasilir. Daha diisiik faj yogunluklarinda ise
klasik enfeksiyon dongiisii gerceklesir. Fajlar konak hiicrelere
girerek ¢ogalir, ardindan meydana gelen hiicre lizisi sirasinda yeni
faj partikiilleri serbest kalir ve ¢evredeki diger bakterileri enfekte
eder. Bu siireg, lokalize faj amplifikasyonuna yol acar ve konakg1
bakterilerin yeterli yogunlukta bulundugu ortamlarda siirekli faj
iretimi ve yayilmasint destekleyen kendi kendini siirdiiren
enfeksiyon bdlgeleri olusturabilir. Buna karsilik, konake1
poptilasyonun diisiik oldugu durumlarda bu dongii kesintiye ugrar ve
enfeksiyon yayilimi sinirlanir. Biyofilmlerin ise yaygin olarak
yiiksek bakteri yogunluguna sahip yapilar oldugu diisiiniildiiglinde,
fajlarin  biyofilmlerdeki  bakterileri  etkili  bir  sekilde
hedefleyebilmesi, bu zengin konak kaynagini kullanmaya yonelik
evrimsel bir adaptasyon oldugunu gdstermektedir. Bu siirecte fajlar,
normal enfeksiyon dongiileri sirasinda bakteriyel kapsiiler
polisakkaritlerle basa ¢ikabilmek i¢in evrimlesmis mekanizmalarini
kullanirlar. Biyofilm iginde lizisin yayilma ve ilerlemeyi saglayan
temel unsur oldugu bu enfeksiyon bigimi aktif penetrasyon olarak
tanimlanmistir (Abedon, & Thomas-Abedon, 2010: 28).

Bir¢ok bakteriyofaj genomunda, biyofilm matrisinin ¢esitli
bilesenlerini pargalayabilen enzimlere ait genlerin bulundugu
bilinmektedir (Sillankorva, 2009) (Leiman & ark., 2004: 419) (Yan,
Mao, & Xie, 2014: 265). Bu enzimlerin ¢ogu, konakg¢1 hiicreden
salinmalart sirasinda bakteriyel hiicre duvarimi hedefleyen ¢oziiniir
hidrolitik enzimlerdir. Ancak, konak¢i hiicre lizisi esnasinda
salindiklarinda, biyofilmin EPS maddesini par¢alama kapasitesine
de sahiptirler. Ayrica lizise ugrayan bakteriyel hiicreler biyofilm
matrisine katki saglayabilen ekstraseliiler DNA acgiga cikarirken,
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ayn1 zamanda normal hiicresel replikasyon siire¢lerinin bir parcasi
olarak konaker hiicrelerde bulunan DNaz enzimlerini de serbest
birakabilirler. Bu durum hem matris yapisinin zayiflatilmas: hem de
biyofilmin biitiinliigiiniin bozulmasi1 a¢isindan 6nemli bir etki yaratir.
Escherichia coli’nin T4 ve HK620 bakteriyofajlar1 gibi birgok
bakteriyofaj, viriis partikiiliiniin kuyrugunda yer alan ve bakteriyel
hiicre duvariin penetrasyonunu kolaylastiran enzimler igerir. Bu
enzimler teorik olarak biyofilm matriksinin bozulmasinda rol
oynayabilir, ancak enfeksiyon siirecinde kuyruk yapisi yeniden
diizenlenene kadar genellikle maskelenmis durumda bulunurlar ve
bu nedenle etkileri oldukc¢a lokalizedir (Leiman & ark., 2004: 419)
(Yan, Mao, & Xie, 2014: 265). Bu proteinlerin yapisal ve
fonksiyonel gereksinimleri son derece hassastir. Clinkii hem viriisiin
yapisal biitiinliigiine uyum saglamalar1 hem de bu yap1 icerisinde
islev gormeleri gerekmektedir. Kuyrukta bu tiir enzimlerin
bulunmasi, bakteriyofaj enfeksiyonunun ortak bir 6zelligi olarak
kabul edilmekte ve (Yan, Mao, & Xie, 2014: 265). tarafindan
“kuyruklu bakteriyofaj enfeksiyonunun genel modeli” olarak
tanimlanmaktadir. Bu modele gore, bakteriyofa; kuyrugunun
bilesenleri kapsiiler polisakkaritleri tanityip sindirerek kuyrugun
hiicre zarlariyla temasin1 miimkiin kilar ve bunu takiben bakteriyel
genomun hiicre i¢ine enjeksiyonu gergeklesir.

Polisakkarit depolimerazi kodlayan bakteriyofajlarin biiytik
cogunlugu Caudovirales takimina ait olup, bu fajlarda polisakkarit
depolimeraz proteinleri bakteriyofaj kuyrugunun yapisal ve
fonksiyonel agidan ortak bir bileseni olarak yer almaktadir. Bu
enzimlerin biyolojik aktivitesi, bakteriyofajlarin kapsiillii veya
biyofilm olusturan bakterileri enfekte etme yetenegi agisindan kritik
oneme sahiptir. Nitekim bakteriyofajlarin polisakkaritleri pargalama
kapasitesi ilk kez 1929 yilinda tanimlanmistir. Bu kapasitenin en
belirgin gdstergelerinden biri, faj plaklarin ¢evresinde olusan ve
“halo” olarak adlandirilan dairesel saydam zonlarin varligidir.
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Enfeksiyon siireci sirasinda bakteriyofajlar hem enfeksiyonun
ilerleyebilmesi hem de faj progenilerinin salinimi icin gerekli olan
serbest depolimeraz enzimlerini {iretir. Bu enzimler kapsiiler
polisakkaritler {izerinde hidrolitik aktivite gostererek kapsiil
yapisinin par¢alanmasina yol acar. Plak cevresinde gozlenen halo
olusumu, bu hidrolitik aktivitenin fenotipik bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir. Depolimerazlarin ortamda difiize olabilme
ozelligi ile faj partikiillerinin daha siirli hareketliligi arasindaki
fark, fajin geride kalmasina karsin enzimlerin ¢evreye yayilmasi
sonucunda karakteristik halo yapisinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Kapsiiler polisakkarit depolimerazlar, bakteriyofajlar
tarafindan kodlanan ve konak bakterinin yiizeyini saran kapsiiler
polisakkaritleri 6zgiil olarak pargalayan enzimlerdir. Bu enzimler,
fajin kapsiil bariyerini agarak hiicre ylizey reseptorlerine ulasmasini
ve enfeksiyonu baglatmasini saglar. Bunlar biyofilm matrisini
zayiflatir, antibiyotik ve bagisiklik hiicrelerinin erisimini artirir ve
faj penetrasyonunu kolaylastirirlar. Bakteriyofajlar tarafindan
kodlanan bu enzimler arasinda bulunan endorhamnosidaz, bakteriyel
dis zarin lipopolisakkarit yapisini spesifik olarak hidrolize eder. Bu
tiir bakteriyofajlar agirlikli olarak Gram negatif bakterileri enfekte
etmektedir (Yan, Mao, & Xie, 2014: 265). Aljinat liyaz,
bakteriyofajlar tarafindan {retilen alginik asit polisakkarit
depolimerazi, baglica aljinat ve aljinat kapsiiler polisakkarit
polimerlerini parcalayan bir enzimdir. Bu enzim, B-eliminasyon
reaksiyonu yoluyla patojenik bakteriler tarafindan sentezlenen
aljinat ve aljinat kapsiiler polisakkarit yapilarindaki glikozidik
baglar1 koparabilmektedir. Endosialidazlar, sialik asit iceren
kapsiiler polisakkaritleri icten pargalayan, ¢ogunlukla bakteriyofaj
kaynakl1 bakteriyel kapsiilii hedef alan antibiyofilm 6zellige sahip
0zel enzimlerdir. Hiyaluronidazlar, konak bakterinin ylizeyinde veya
cevresinde bulunan hiyaluronik asit igeren kapsiil ve biyofilm
bilesenlerini pargalayan depolimeraz enzimleridir. Bu enzimler, faj

enfeksiyonunun  erken  evrelerinde  reseptdrlere  erigimi
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kolaylagtirarak fajin bakteri hiicresine baglanmasini ve genomunu
enjekte etmesini saglar. Endolysinler ise depolimerazlardan ziyade
bakteriyofajlarin litik dongiiniin sonunda sentezledigi, konak
bakterinin peptidoglikan tabakasini hedef alarak hiicre lizisini
saglayan gii¢lii bakteriyolitik enzimlerdir.

Bakteriyel biyofilmlere karst faj depolimeraz
uygulamalar

Antibiyotik  tedavisi, bakteriyel biyofilmlerin  diistik
gecirgenligi nedeniyle klinik uygulamalarda siklikla yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle, biyofilmlerin neden oldugu antibiyotik
direncinin  agilabilmesi amaciyla yukarida bahsedilen faj
depolimerazlarmin  kullanimi1  gibi  alternatif  yaklasimlar
arastirilmaktadir. Fajlar, bakterilerin dogal avcilari olmakla birlikte,
tiim fajlar ekzopolisakkarit pargalayici aktiviteye sahip depolimeraz
enzimlerini kodlamamaktadir (Guo & ark.,, 2023: 2273567).
Depolimerazlar; E. coli K1 (Lin & ark., 2017: 2257) E. coli K20
(Nimmich & ark., 1991: 137), K. pneumoniae K22 (Domingo-Calap
& ark., 2020: 425), K. pneumoniae K23 [Gorodnichev & ark., 2021:
669618), K. pneumoniae K64 (Eckstein & ark., 2021: 186),
Acinetobacter baumannii K26 (Kasimova & ark., 2021: 182) ve 4.
baumannii K92 (Drobiazko & ark., 2022: 4971) gibi kapsiilli
bakterileri enfekte eden bazi  bakteriyofajlar tarafindan
kodlanmaktadir. Tek bir faj depolimerazinin kullanimi biyofilmlerle
miicadelede etkili olabilse de bakteriyel biyofilmlerin tamamen
ortadan kaldirilabilmesi i¢in birden fazla faj depolimerazindan
olusan kokteyllerin uygulanmasi veya bu enzimlerin antibiyotiklerle
kombine edilmesi gerekebilmektedir (Guo & ark., 2023: 2273567).
Faj depolimerazlarimin yapisal 6zellikleri, depolimeraz tipine bagh
olarak farklilik gosterebilmekle birlikte, genel olarak bu enzimlerin
icli (trimerik) kristal yapr sergiledigi bildirilmektedir (Squeglia &
ark., 2020: 613) (Tu & ark., 2022: 9).
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Sonuc¢

Bakteriyel biyofilmler, enfeksiyonlarin stirekliliginde ve
tedaviye diren¢ gelisiminde Onemli rol oynayan yapilardir.
Bakteriyofajlar, bakterilerle olan 0zgiil etkilesimleri sayesinde
biyofilm iligkili enfeksiyonlarin kontroliinde alternatif bir biyolojik
yaklasim  olarak  degerlendirilmektedir.  Fajlarin = dogrudan
antibakteriyel etkilerinin yani sira, konak—patojen etkilesimlerini
dolayli olarak etkileme potansiyeli de dikkat c¢ekmektedir.
Literatiirde bildirilen c¢alismalar, fajlarin ve faj kokenli bazi
proteinlerin biyofilm olusumunu siirlayabildigini ve bakteriyel
viriilans1 azaltabildigini gostermektedir. Bu 6zellikleriyle faj temelli
yaklagimlar, klasik antimikrobiyal stratejilere tamamlayict bir
secenek sunmakta ve biyofilm iliskili enfeksiyonlarin kontroliinde
gelecek vadeden bir alan olusturmaktadir.
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BOLUM 3

Bakteriyofaj Kokenli Polisakkarit Depolimerazlar

Ayfer GULLU YOCETEPE!
Giris

Bakteriyofajlar, bakterilerin dogal avcilar1 olan bakteriyel
viriislerdir ve antibiyotiklerin kesfinden 6nce Dogu Avrupa ile eski
Sovyetler Birligi’nde klinik amaclarla kullanilmastir.
Antibiyotiklerin yaygin kullanima girmesiyle geri planda kalan faj
caligmalari, son yillarda Bati tibbinda yeniden artan bir ilgi odagi
héline gelmistir (Myelnikov, 2018: 385). Bakterilerin antibiyotiklere
kars1 gelistirdigi direng hem tip hem de veteriner hekimlik alaninda
giderek biiyliyen 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ozellikle bakteriyel biyofilmler, antibiyotiklerin biyofilm ig
tabakalarinda bulunan hiicrelere niifuz etmesini engellemekle
kalmamakta, ayn1 zamanda konak¢i bagisiklik sisteminden
kacinmay1 da kolaylastirmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle biyofilm
iliskili enfeksiyonlar, mevcut tedavi secenekleriyle kontrol altina
alinmasi gii¢ klinik tablolar olusturmaktadir. Dolayisiyla, bakteriyel

' Dr Ogr. Uyesi, Harran Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Orcid:
0000-0002-9842-3305
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biyofilmlere kars1 yeni ve etkili terap6tik yaklagimlarin gelistirilmesi
acil bir gereksinim haline gelmistir. Bu noktada biyofilmlerle
miicadelede umut vadeden stratejilerden biri, bakteriyel biyofilm
matriksini  hedef alarak hiicrelere erisimi saglayan faj
depolimerazlarinin  kullanimidir (Guo, Liu & Zhang, 2023:
2273567). Bu baglamda, Podoviridae familyasina ait
bakteriyofajlarin, virionun yapisal bilesenleri olarak siklikla
polisakkarit depolimerazlar tasidigi bilinmektedir. Bu enzimler
genellikle kuyruk sivri u¢ proteinleri (tail spike proteins, TSP)
seklinde bulunur ve konak bakterinin kapsiiler polisakkaritlerine
(CPS), ekzopolisakkaritlerine (EPS) veya lipopolisakkaritlerine
(LPS) 6zgiil olarak baglanir. Baglanmanin ardindan, polisakkarit
tekrar birimleri secici bigimde parcalanir, bdylece faj, son bariyer
olan hiicre duvarina ulasarak genomunu bakteri hiicresine enjekte
eder ve enfeksiyonu baslatir. Son yillarda benzer depolimeraz
enzimlerinin Ackermannviridae, Myoviridae ve Siphoviridae
familyalarina ait bakteriyofajlarda da tanimlandigi bildirilmistir
(Knecht, Veljkovic & Fieseler, 2020: 2949).

Bakteriyofajlarin yalnizca canli faj partikiilleri olarak degil,
ayn1 zamanda kodladiklar1 enzimler araciligiyla da antimikrobiyal
acidan onemli potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Faj kaynakli
antimikrobiyallerin saflastirilmas1 ve karakterizasyonu, konak
ozgiilliigli veya direng gelisimi gibi nedenlerle fajin biitiin haliyle
etkin olamadigi durumlarda alternatif faj temelli terapétiklerin
gelistirilmesine olanak tammaktadir. Ozellikle, bakteriyofajlar
yerine faj kaynakli enzimlerin kullanilmasi durumunda direng
gelisiminin belirgin sekilde azaldigi rapor edilmistir (Oechslin,
2018: 351). Endolisinler (Gondil, & Chhibber, 2021: 675440), viron
iligkili lizinler (Oliveira, Sao-José, & Azeredo, 2018: 292), holinler
(Roach, & Donovan, 2015: €1062590), spaninler (Kongari & ark.,
2018: 326) ve bakteriyel polisakkarit depolimerazlar dahil olmak
lizere birgok faj proteini sinifi antibiyotik etki gostermistir. Bu
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enzimler arasinda en kapsamli sekilde arastirilmis olanlar, bakteriyel
hiicre duvariin peptidoglikan yapisin1 pargalayan endolizinlerdir
(Tablo 1). Endolizinlerin bakteriyel enfeksiyonlarin kontroliinde
etkili oldugu gosterilmis olup, bazilar1 halihazirda ticari iiriinler
olarak kullanilmaktadir (Gondil, & Chhibber, 2021: 675440)
(Housby, & Mann, 2009: 536). Bununla birlikte, dnemli bir terapotik
potansiyele sahip bir diger faj kaynakli protein grubu ise polisakkarit
depolimerazlardir (Lin & ark., 2018: 622). Bakteriyofaj polisakkarit
depolimerazlarinin biiylik bir kismi virion yiizeyiyle iliskilidir ve
cogunlukla kuyruk lifleri veya diger yapisal proteinlerin bir pargasi
olarak kodlanir. Bu enzimlerin, konak bakterinin CPS, EPS veya
LPS yapilan iizerinde etki gostererek bu polimerik bilesenleri
parcaladigi, boylece hiicre yilizeyindeki faj reseptorlerini agiga
cikardigr ve faj enfeksiyonunu kolaylastirdigi diisiiniilmektedir
(Sekil 1) (Rice ve ark., 2021: 2172). CPS, EPS ve LPS’nin biyofilm
olusumunda oynadigi kritik rol goz onilinde bulunduruldugunda,
depolimerazlar gilinlimiizde biyofilm iliskili enfeksiyonlarin
onlenmesi ve tedavisi agisindan yogun bigimde arastirilmaktadir. Faj
depolimerazlarinin en Onemli avantajlarindan  biri, etki
mekanizmalanidir. Litik olmayan bu enzimler, dogrudan bakteriyi
oldiirmekten ziyade antiviriilans ajanlar1 olarak islev gormekte,
enfeksiyonun siddetini azaltmakta ve konagin bagisiklik sisteminin,
patojeni elimine etmesini kolaylastirmaktadir. Ancak bu umut verici
ozelliklerine ragmen, faj depolimerazlarinin terapotik kullanimina
yonelik ¢aligmalar simdiye kadar, kapsiiler polisakkaritlerin viriilans
acisindan kritik rol oynadigi smirli sayida bakteri tiirii iizerinde
yogunlagmistir. Bu bakteriler arasinda Ozellikle Klebsiella
pneumoniae, baumbacter baumannii ve Escherichia coli One
cikmaktadir (Guo & ark., 2017: 1460) (Wu & ark., 2019: 2768)
(Wang, & ark., 2020: 1407).
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Tablo 1: Bakteriyofaj kaynakli depolimeraz endolizin ve holinlerin
yvapisal ve fonksiyonel karsilastirmasi

veya sinirl sayida
bakteri tiirii

veya sinirl sayida
bakteri tiirii

Ozellik Depolimeraz Endolizin Holin
Ait oldugu yap1 Fajm bir parcast Neredeyse tiim Neredeyse tim
fajlarda bulunur fajlarda bulunur
Etki yeri Polisakkaritler Peptidoglikan Hiicre zar1
Ozgiilliik Dar spektrum: tek Dar spektrum: tek Genis spektrum:

Gram-pozitif,
Gram-negatif
veya her ikisi

Etki mekanizmasi Bakteriyel Bakteri hiicre Bakteri hiicre
biyofilmin duvarmin lizisi zarinda porlar
polisakkarit yapisini olusturur
parcalar
Evrimsel siire¢ Bakterilerle birlikte | Bakterilerle birlikte Bakterilerle
evrimlesir evrimlesir birlikte evrimlesir
Ekspresyon siireci Kolay Kolay Zor
Bakterilerle Bakteriyostatik veya Bakterisidal Bakterisidal
etkilesim bakterisidal degil
Mikrobiyotaya Yok Yok Var
etkisi

Kaynak: (Guo, Liu & Zhang, 2023: 2273567)

Depolimerazlarin Yapisal islevleri

Faj

tarafindan kodlanan polisakkarit depolimerazlarin

varligina iligkin karakteristik bir bulgu, ilk kez 1956 yilinda
tanimlanmis olup, inkiibasyon siiresi boyunca plak boyutu sabit
kalmasina ragmen, plak ¢evresinde ¢ap1 giderek artan halo (halka)
olusumu ile iligkilendirilmistir. CPS, EPS veya O-polisakkaritlerin
parcalanmasindan sorumlu olan bu depolimerazlar, ya virion
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partikiiliiniin ayrilmaz bir yapisal bileseni olarak virionla iligkili
sekilde bulunmakta ya da ¢oziiniir formda faj partikiiliine entegre
olmaksizin,  bakteriyel  hiicre  lizisi  sirasinda  ortama
salinabilmektedir (Sekil 1) (Adams, & Park, 1956: 719) (Stirm &
ark., 1971: 343). Her iki formdaki depolimeraz da ortamda serbestge
difiize olabilmekte ve zamanla polisakkaritlerin bozulmasina yol
acarak plaklarin cevresinde tipik halka benzeri bir goriiniimiin
olusmasma neden olmaktadir. Bununla birlikte, polisakkarit
matriksin parcalanmasina ragmen, halo bolgesi icerisindeki bakteri
hiicreleri aktif olarak c¢ogalmadigindan bu bolgede yeni faj
enfeksiyonlart meydana gelmemektedir (Latka & ark., 2017: 3103).

Sekil 1: Proteus bakteriyofajlarina ait polisakkarit
depolimerazlarin potansiyel polimerik hedefleri

Proteus mirabilis

Kapsuler polisakkarit

w \ .
Ekzopollsakkant

\ \zx)f

Lipopolisakkarit

\/W \/

|1lu|Ihnmmulnul'“"'llmlum|]|m|||m|1

Dis membran Hicreylzey reseptorleri

Depolimeraz

Kaynak: (Rice ve ark., 2021: 2172).
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Depolimerazlar, bakteriyel kapsiillerin  taninmasini,
baglanmasin1 ve pargalanmasini kolaylastiran, fajin adsorpsiyon
aparatinin yapisal bir bileseni olarak gorev yapmaktadir. Bu
enzimlerin adlandirilmasi, hedef polisakkaritin tekrarlayan
birimlerinin par¢alanmasini ifade etmektedir. Biyokimyasal olarak,
bakteriyofaj polisakkarit depolimerazlari, etki mekanizmalarina
gore glikozid hidrolazlar ve polisakkarit liyazlari olmak tizere iki ana
gruba ayrilmaktadir. Hidrolazlardan farkli olarak liyazlar,
substratlarini hidrolitik olmayan bir mekanizma ile parcalar. Diger
bir deyisle, reaksiyon sirasinda su molekiilii agiga ¢ikmaz. EPS veya
LPS O-polisakkaritlerini hedef alan ve iyi karakterize edilmis faj
kodlu depolimerazlarin biiyiik bir kismi liyaz smifina aittir
(Tomlinson, & Taylor, 1985: 374) (Linnerborg & ark., 2001: 263)
(Olszak & ark., 2017: 16302). Bu enzimler genellikle yiiksek
diizeyde substrat spesifikligi sergilemekle birlikte, baz1 durumlarda
farkli polisakkarit tlirlerinde ortak olan belirli bir kesim bolgesinin
varligl, tek bir enzimin birden fazla substrat iizerinde etki
gostermesine olanak taniyabilmektedir. LPS’yi hedef alan bu
enzimler c¢ogunlukla kuyruk sivri ug¢ proteinleri (TSP) olarak
adlandirilirken, kapsiiler polisakkaritleri hedef alan enzimler
genellikle depolimeraz terimiyle ifade edilmektedir. Bununla
birlikte, depolimeraz terimi genel olarak polimerleri parcalama
yetenegine  sahip tim  proteinleri  kapsayacak  sekilde
kullanilabilmektedir. Bu baglamda, faj tarafindan kodlanan
endolizinler de bakteriyel peptidoglikan1 hidrolaz aktivitesiyle
parcaladiklar1 icin fonksiyonel olarak birer depolimeraz olarak
degerlendirilmektedir (Schumacher, & Loessner, 2016: 76).

Bakteriyofajlar, baslangicta erisilemeyen bakteriyel hiicre
ylizeyi reseptOrlerine ulasabilmek amaciyla gesitli virionla iligkili
karbonhidrat-aktif =~ enzimler  (polisakkarit  depolimerazlar)
gelistirmistir (Leiman & ark., 2007: 836) (Leiman, & Molineux,
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2008: 287) (Li & ark., 2016: 26455). Bu ikincil reseptorler (ko-
reseptorler), bir dis membran proteini, hiicre duvarina gémiilii bir
protein (yapisal proteinler, tasiyict kanallar, enzimatik ya da salgi
proteinleri) ya da EPS’lerin distal bir bolgesi olabilmektedir
(Nilsson, Malmborg, & Borrebaeck, 2000: 4229) Bertozzi Silva,
Storms, & Sauvageau, 2016: fnw002). Bu reseptorlere baglanma,
sonugta faj DNA’sinin salinmasini tetikleyen kritik bir basamak
olarak gorev yapmaktadir (Leiman & Molineux, 2008: 287).

Faj genomunun bakteriyel sitoplazmaya aktarilabilmesi i¢in,
bakteriyofajlarin  bir diger Onemli karbonhidrat bariyeri olan
peptidoglikan (PG) tabakasini asmasi1 gerekmektedir. Gram-pozitif
bakterilerde PG tabakasi 40 katmana kadar ulasabilirken, Gram-
negatif bakterilerde genellikle 1-3 katmanla sinirhidir. Gram-negatif
bakterilerin PG kemotipi (Aly) biiylik dl¢lide korunmusken, Gram-
pozitif bakterilerde peptit bilesimi, ¢apraz baglanma derecesi ve
glikan zinciri modifikasyonlar1 agisindan 6nemli farkliliklar
bulunmaktadir (Briers & ark., 2007: 1334). Bu yapisal cesitlilik
nedeniyle faj partikiilleri, virionla iligkili lizinler ile donatilmistir.
Lizis asamasinda gorev alan endolizinlerin aksine, virionla iliskili
lizinler PG’yi tamamen parcalamaz, yalnizca faj DNA’simin
sitoplazmaya enjeksiyonu i¢in yeterli olacak 6lciide lokal bir delik
olustururlar. PG, bakteriyel hiicre ic¢in kacinilmaz bir bariyer
olusturdugundan, virionla iligkili lizinler her faj i¢in temel bir
gereklilik olarak kabul edilirken, polisakkarit depolimerazlar fajlara
belirli ekolojik nislerde rekabet avantaji saglayan yardimci araglar
sunmaktadir. Ozellikle biyofilm ortamlarinda bu enzimler,
mikrokolonilere erisimi ve gomiilii bakterilerin enfekte edilmesini
miimkiin kilmakta ve aym1 zamanda konak¢r spektrumunda
farklilagsmaya katkida bulunmaktadir (Abedon, 2012: 663). LPS
parcalayan depolimerazlar iizerine yapilan calismalar, diigiik enzim
kinetiginin ilk adsorpsiyon basamagindan ziyade, salinan faj
progenilerinin ayrilmasinda onemli rol oynayan O-zincirinin
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parcalanmasi ile iligkili olabilecegini gostermistir (Steinbacher &
ark., 1996: 10584). LPS’yi reseptor olarak kullanan bakteriyofajlar,
O-antijenik tekrar birimlerinin karbonhidrat bilesimi ve O-
glikozidik baglarin stereokimyasi agisindan sergiledigi genis
kimyasal gesitliliklerle kars1 karsiyadir. Buna ek olarak, tekrar eden
birimlerin sayisindaki degiskenlik ile asetilasyon veya glukosilasyon
gibi ek modifikasyonlarin varligiyla tanimlanan mikroheterojenite,
LPS’nin ayirt edici 6zelliklerinden biridir (Steinbacher & ark., 1996:
10584) (Goldenberg & ark., 1982: 7864).

Polisakkarit depolimerazlar ve virionla iliskili lizinler, faj-
konak etkilesiminde siiregelen bir silahlanma yaris1 icinde
evrimlesmis olup, yapisal konumlariyla uyumlu sekilde yiiksek
derecede oOzellesmis enzim Ozgiilliigii sergilemeleri bakimindan
ortak 6zellikler tasimaktadir. Bu faj kodlu virionla iliskili enzimlere
iligkin ¢esitli derleme ¢alismalarinda; genel oOzellikler ve
biyomedikal uygulamalar (Drulis-Kawa, Majkowska-Skrobek, &
Maciejewska, 2015: 1757) (Yan, Mao, & Xie, 2014: 265) ile
ozellikle virionla iliskili peptidoglikan hidrolazlar (VAPGH’ler)
(Rodriguez-Rubio & ark., 2013: 427) ele alinmustir. Ayrica kapsamli
bir in silico analiz temelinde, 24 farkli bakteri cinsini enfekte eden
143 fajda tanimlanan 160 potansiyel depolimerazin ayrintili bir
Ozetini sunmustur (Pires & ark., 2016: 2141).

Enzimatik ozgiilliikleri ve birincil amino asit dizilimleri
biiyiik Olctide farklilik gdstermesine ragmen, karakterize edilmis
bir¢ok polisakkarit depolimerazin, 6zgiil bir katalitik cebi olusturan
uzun ve yiiksek derecede i¢ i¢e ge¢mis bir P-sarmal (B-heliks)
domain igerdigi gosterilmistir. Bunun yani sira, bu B-sarmal yapinin
yalnizca katalitik islevle smirli kalmayip, ayni zamanda zorlu
cevresel kosullar altinda proteinin yapisal stabilitesinin korunmasina
onemli Olciide katki sagladigi bildirilmektedir (Yan, Mao, & Xie,
2014: 265) (Majkowska-Skrobek & ark., 2016: 324). Depolimeraz

aktivitesine sahip reseptdr baglanma proteinleri (RBP’ler), merkezi
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bolgede yer alan enzimatik bir alan etrafinda organize olmus
modiiler bir yapiya sahiptir. RBP’nin C-terminal bdlgesi, dogru
katlanma ve trimerizasyonu destekleyen bir saperon alani veya
konak hiicre taninmasiyla iligkili ek bir domain igerebilir; bu alan
olgunlagsma siirecinde siklikla otoproteolitik olarak uzaklastirilir
(Yan, Mao, & Xie, 2014: 265) (Seul & ark., 2014: 1336) (Weigele &
ark., 2003: 4022) (Schwarzer & ark., 2012: 10384). C-terminal
saperonun otokleavaji, endosialidazlar ile diger kuyruk sivri uglari
ve kuyruk liflerinde yaygin bir 6zellik olup, katlanma bariyerinin
artirtlmas1 ve olgun trimerin kinetik olarak daha kararli bir
konformasyonda tutulmasi i¢in gereklidir (Schwarzer & ark., 2007:
2821). RBP’nin N-terminalinde yer alan kubbe benzeri yap1, esnek
bir baglayici araciligiyla proteini faj partikiiliine baglar. Bu modiiler
mimari, Ozellikle yatay gen transferi yoluyla hizli evrimi miimkiin
kilarak konak¢i araliinin degismesine olanak tanir. Kuyruk
aparatina baglanmadan sorumlu yapisal alanlari, filogenetik olarak
iligkili fajlar arasinda yiiksek derecede korunmusken, konak hiicre
reseptorlerinin  taninmasi ve parcalanmasindan sorumlu alanlar
filogenetik siirlar arasinda yogun bir genetik degisime maruz
kalmaktadir. Buna ek olarak, ikincil RBP alanlari, dikey gen aktarimi
ve mutasyon birikimi yoluyla siirekli olarak modifiye edilmekte ve
boylece konak¢r Ozgiilliigiiniin - ince ayarin1  saglamaktadir
(Schwarzer & ark., 2012: 10384) (Barbirz & ark., 2008: 303)
(Leiman, & Molineux, 2008: 287) (Latka & ark., 2017: 3103).

Polisakkarit Depolimerazlarin Enzimatik Aktivitesi ve
Katalitik Mekanizmalar

Bakteriyofajlar tarafindan kodlanan polisakkarit
depolimerazlar, etki mekanizmalarina gore iki ana smifa
ayrilmaktadir: hidrolazlar (EC 3) ve liyazlar (EC 4). Her iki enzim
grubu da bakteriyel polisakkaritleri ¢o6ziiniir oligosakkaritlere
parcalayarak karbonhidrat bariyerinin yikilmasina katkida bulunur.
CPS, EPS ve O-polisakkaritlerin yiiksek yapisal ¢esitliligi nedeniyle,
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bu enzimler son derece yiiksek substrat 6zgiilliigii sergiler. Bu durum
cogu zaman fajlarin dar konak¢1 spektrumuna sahip olmasina yol
acar. Hidrolazlar c¢ogunlukla O-glikozil hidrolazlar (EC 3.2.1)
siifinda yer almakta olup, polisakkaritlerin O-glikozidik baglarini
bir su molekiilii kullanarak spesifik sekilde hidrolize ederler. Bu
gruba sialidazlar, ramnozidazlar, levanazlar, ksilanazlar ve
dekstranazlar dahildir (Davies & Henrissat, 1995: 853) (Pires & ark.,
2016: 2141). Depolimerazlar arasinda en iyi karakterize edilen
enzimler, Escherichia coli K1 kapsiiliine 6zgli bakteriyofajlardan
(CUS-3, 63D, K1A, KI1E, K1F, K1-5, ®1.2 ve ©92) izole edilen
sialidazlar (endo-N-asetilnéraminidazlar)’dir. Bu enzimler, kapsiiler
polisialik asit zincirindeki i¢ a-2,8 baglarin1 hidrolize eder.
Endosialidazlar, sialik asit igeren kapsiiler polisakkaritleri igten
parcalayan, ¢ogunlukla bakteriyofaj kaynakli bakteriyel kapsiilii
hedef alan antibiyofilm 0Ozellige sahip 06zel enzimlerdir.
Endosialidaz alanlarina sahip proteinler ayrica Klebsiella fajlar
KLPNI ve 0507-KN2—-1’de de tanimlanmistir (Hsu & ark., 2013:
€70092) (Hoyles & ark., 2015: e1061). Ramnozidazlar, Salmonella
lipopolisakkaritinin O-antijeninde bulunan L-ramnoz ile D-galaktoz
arasindaki a-1,3 O-glikozidik bag1 pargalayabilen enzimlerdir. Bu
enzimler, baz1 Salmonella’ya 6zgi fajlarda ve Shigella’ya 6zgii faj
Sf6’da TSP olarak tanimlanmistir (Chua & ark., 1999: 1649) (Walter
& ark., 2008: 2265) (Guichard & ark., 2013: 152). Buna ek olarak,
E. coli LPS’yi hedef alan depolimerazlar, HK620 ve Omega8
fajlarinda sirasiyla endo-N-asetilglukozaminidaz ve endo-a-1,3-
mannosidaz olarak tanimlanmistir (Prehm, & Jann, 1976: 940)
(Barbirz & ark., 2008: 303).

Bacillus  biyofilmlerinde  bulunan levanin  fruktoz
monomerleri arasindaki 3-2,6 baglarmin hidrolizini katalize eden bir
levanaz, Bacillus faji SP10’da tanimlanmistir. Benzer sekilde,
Caulobacter faji Cr30’da ksilan igerisindeki f-1,4 glikozidik
baglarin  hidrolizinden sorumlu bir ksilanaz belirlenmis;
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dekstrandaki glikoz birimleri arasindaki o-1,6 baglarim1 pargalayan
bir dekstranazin ise Lactobacillus faji ®PYB5’te bulundugu o6ne
striilmiistiir (Pires & ark., 2016: 2141). Bununla birlikte, bazi
virionla iligkili depolimerazlar klasik anlamda polisakkaritleri
depolimerize etmez; bunun yerine, bakteri kapsiillerinin yapisal
cesitliligine yanit olarak polipeptitleri (EC 3.4) veya lipitleri (EC
3.1) hedef alabilir. Bu kapsamda, Bacillus tiirlerine ait poli-y-
glutamat kapsiiler polipeptidi parcalayan bir peptidaz enziminin
Bacillus faji ®NIT1 tarafindan kodlandig1 deneysel olarak
dogrulanmistir (Kimura, & Itoh, 2003: 2491). Hidrolitik aktiviteye
sahip virionla iligkili depolimerazlarin bir diger grubunu ise,
polisakkarit zincirini parcalamak yerine O-antijenin
deasetilasyonunu gergeklestiren Vi fajlariin (Tip II ve III) kuyruk
dikenlerindeki LPS deasetilazlar ile Sa/monella anatum faji c341°de
tanimlanan enzimler olusturmaktadir (Iwashita & Kanegasaki, 1976:
5361).

Diger polisakkarit depolimerazlar, glikozidik baglari su
molekiilii kullanmadan, B-eliminasyon mekanizmasiyla es zamanl
olarak yeni bir ¢ift bag olusturarak parcalayan liyazlar (EC 4)
siifina aittir ve bu yonleriyle hidrolazlardan ayrilir. Bu grup, yaygin
olarak bulunan hiyaliironat, pektat/pektin ve aljinat liyazlarim ile
kapstiiler polisakkarit K5’e 0zgli liyazlart kapsamaktadir
(Sutherland, 1995: 323). Hiyaluronidazlar, konak bakterinin
ylizeyinde veya ¢evresinde bulunan hiyaluronik asit i¢eren kapsiil ve
biyofilm bilesenlerini pargalayan depolimeraz enzimleridir. Bu
enzimler, faj enfeksiyonunun erken evrelerinde reseptorlere erisimi
kolaylastirarak fajin bakteri hiicresine baglanmasini ve genomunu
enjekte etmesini saglar (Yan, Mao, & Xie, 2014: 265). Bakteriyofaj
tarafindan kodlanan hiyaliironidazlar, hiyaliironik asidin alt birimleri
arasindaki B-1,4 glikozidik baglarin par¢calanmasindan sorumludur
ve hiyaliironik asit kapsiilii tasiyan Streptococcus pyogenes ve
Streptococcus equi’yi enfekte eden profajlarda tanimlanmistir
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(Martinez-Fleites & ark., 2009: 963) (Lindsay & ark., 2009: 443).
Bu enzimlerin, lizojenik konak bakteriler tarafindan insan
dokularmin invazyonu ve penetrasyonunda viriilans faktorii olarak
da kullanilabildigi bildirilmektedir. Pektat ve pektin liyazlar ise
poligalakturonik  asitteki o-1,4 baglarinin  parcalanmasiyla
karakterizedir. Bu tip enzimler, baz1 Pseudomonas fajlar1 (AF)
(Cornelissen & ark., 2012: 251), Klebsiella fajlar1 (Lin & ark., 2014:
1734), Vibrio faji JA1 (Linnerborg & ark., 2001: 263) ve
Staphylococcus ~ faji~ vB_SepiS-OIPLA7’de  tanimlanmistir
(Gutiérrez & ark., 2015: 1315).

Aljinat liyaz, bakteriyofajlar tarafindan iiretilen alginik asit
polisakkarit depolimerazi, baslica aljinat ve aljinat kapsiiler
polisakkarit polimerlerini parcalayan bir enzimdir. Bu enzim, f-
eliminasyon reaksiyonu yoluyla patojenik bakteriler tarafindan
sentezlenen aljinat ve aljinat kapsiiler polisakkarit yapilarindaki
glikozidik baglar1 koparabilmektedir. Pseudomonas ve Azotobacter
fajlar1 icin karakteristik olan aljinat liyazlar (mannuronat veya
guluronat liyazlar), kistik fibrozis hastalarini enfekte eden mukoid
suslarda yaygin olarak bulunan ve dogrusal bir B-D-mannuronat
polisakkariti olan aljinatin a-1,4 glikozidik baglarini ve bunun C5
epimeri olan a-L-guluronat iceren bolgelerini pargalayabilmektedir
(Wong & ark., 2000: 289) (Glonti, Chanishvili, & Taylor, 2010: 695).
Ote yandan, E. coli K5 kapsiiler polisakkariti olan poli (B-1,4-GIcA-
a-1,4-GlcNAc), her ikisi de a-1,4 baglar tizerinde etkili spesifik bir
liyaz sentezleyen kapsiile 6zgii bakteriyofajlar KSA ve K1-5 i¢in
reseptor gorevi gormektedir (Clarke, Esumeh, & Roberts, 2000:
3761) (Thompson & ark., 2010: 23963).

Depolimeraz Aktivitesinin Belirlenmesine Yonelik Analiz
Yontemleri

Depolimerizasyon aktivitesinin belirlenmesi CPS, EPS veya
biyofilm matrisi bilesenlerinin LPS ayrilmasindaki teknik giicliikler
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nedeniyle 6zellikle zordur ve bu durum polisakkarit bozunmasinin
analizini O6nemli Ol¢lide karmasiklagtirmaktadir. Bu nedenle,
giintimiize kadar depolimeraz aktivitesinin saptanmasina yonelik
kullanilan yontemler oldukea ¢esitlilik gostermektedir. Genel olarak
bu yaklagimlar, polisakkarit yapisi ve bilesiminden bagimsiz olarak
uygulanabilen ya da belirli substratlara 6zgii olan biyolojik,
biyokimyasal ve fiziksel yontemler seklinde siiflandirilabilir
(Latka & ark., 2017: 3103). Depolimeraz varliginin belirlenmesinde
kullanilan baslica biyolojik yontemlerden biri, bakteri tabakalari
iizerine faj veya enzim lekelerinin uygulanmasi ve bunun sonucunda
olusan karakteristik bulanik halo bolgelerinin gozlemlenmesine
dayanmaktadir  (Cornelissen &  ark.,, 2011: ¢e18597).
Spektrofotometrik yontemler, depolimeraz aktivitesinin nicel olarak
degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. Biyofilm matrisinin
par¢alanma diizeyinin belirlenmesinde, biyofilm biyokiitlesinin
kolorimetrik 6l¢imii amaciyla yaygin olarak kristal viyole veya
dimetil metilen mavisi boyalar1 kullanilmaktadir (Cornelissen &
ark., 2011: e18597) (Tote & ark., 2008: 249). indirgeyici sekerlerin
spektrofotometrik olarak oOlgiilmesi ise EPS ve CPS’nin enzimatik
sindiriminin dogrudan belirlenmesine imkan saglamaktadir (Hsu &
ark., 2013: €70092). Bunun yani sira, sakkaritlerin periodat
oksidasyonunun incelenmesi amaciyla sodyum periodat tiiketiminin
ve aciga c¢ikan formik asit miktarinin tayini (Kwiatkowski & ark.,
1983: 367), setilpiridinyum kloriir kompleksleri ile c¢oktiiriilen
cozlinmeyen EPS’nin bulanikligindaki azalmanin degerlendirilmesi
(Majkowska-Skrobek & ark., 2016: 324) ve iironik asit saliniminin
Ol¢iimii (Glonti, Chanishvili, & Taylor, 2010: 695) depolimeraz
aktivitesinin  belirlenmesinde  kullanilan  diger tamamlayici
yontemler arasinda yer almaktadir.

Polimerden salinan sekerlerin kaba fraksiyonlanmasi ve
analizi, ince tabaka kromatografisi kullanilarak
gergeklestirilmektedir (Glonti, Chanishvili, & Taylor, 2010: 695).
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Bunun yani sira, fajlarin EPS matrisi igerisindeki difiizyon hizim
belirlemek ve depolimerizasyon sonrasi islenmis polisakkaritlerin
viskozitesindeki azalmay1 degerlendirmek amaciyla aljinat jellerinin
reolojik analizleri yapilmistir (Glonti, Chanishvili, & Taylor, 2010:
695). Depolimeraz  aktivitesinin  incelenmesinde  ¢esitli
elektroforetik yontemler de wuygulanmistir. Sindirilmemis ve
sindirilmis polisakkaritler, alsiya mavisi, giimiis veya metilen mavisi
ile boyanmis poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
kullanilarak karsilastirilabilmektedir (Clarke, Esumeh, & Roberts,
2000: 3761) (Barbirz & ark., 2008: 303) (Majkowska-Skrobek &
ark., 2016: 324). Buna ek olarak, florofor destekli karbonhidrat
elektroforezi (Chua & ark., 1999: 1649) ve kapiller elektroforez
(Baker, Dong, & Pritchard, 2002: 317) depolimerizasyon iirlinlerinin
analizinde kullanilan diger elektroforetik yaklasimlar arasinda yer
almaktadir. Ayrica, biyofilm yapisindaki degisikliklerin ve
kalinliginin degerlendirilmesinde konfokal lazer tarama mikroskobu
(CLSM) (Peduzzi & ark.,2013: 5411), taramal1 elektron mikroskobu
(SEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi goriintiileme
tekniklerinden yararlanilmaktadir (Oboftilova & ark., 2021: 13538).
Biyofilm matrisinin bozulmasini yiiksek duyarlilikla izleyebilen
daha ileri bir yontem ise, biyofilm tabakasi boyunca kiiclik
molekiillerin ~ difiizyon hizim1  belirlemeye dayanan lazer
interferometrisi olup, bu teknik son yillarda basarili bi¢cimde
uygulanmigtir (Sausset & ark., 2023: €75).

Faj Depolimerazlarinin Antibakteriyel ve Terapotik Potansiyeli

Fajlarin  bakteriyel antagonistler olarak  kullanima,
mikroorganizma aracili bir biyolojik kontrol stratejisi olarak
tanimlanabilir (Harper, 2006: 1). Daha genis bir ¢ercevede biyolojik
kontrol, yalnizca istenmeyen organizmalara karsi antagonist olarak
biitiin organizmalarin  kullanimin1  degil, aym1 zamanda bu
organizmalar tarafindan iiretilen biyolojik iirlinlerin antagonist

ajanlar olarak uygulanmasin1 da kapsar. Bu baglamda, geleneksel
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olarak mikroorganizmalarin dogal iiriinleri olarak kabul edilen
antibiyotikler de biyolojik kontrol ajanlar1 olarak degerlendirilebilir.
Benzer sekilde, endolizinler ve EPS depolimerazlar da faj kokenli
biyolojik iriinler olarak biyolojik kontrol kapsaminda ele
alimmaktadir (Abedon, 2009: 807).

Prensip olarak, biyofilmler, ek antibakteriyel ajanlarin
uygulanmasina gerek duyulmaksizin, yalnizca EPS
depolimerazlarin etkisiyle yilizeylerden uzaklastirilabilmektedir
(Sutherland & ark., 2004: 1). Ayrica, bu enzimlerin etkisi mutlaka
bir biyofilm baglamiyla smirlt olmayip, bakterilerin hastalik
olusturma potansiyelini de azaltabilmektedir. Bu dogrultuda
Mushtaq & ark., (2004), saflastirilmis halde uygulanan faj kokenli
kapsiil parcalayici bir EPS depolimerazin, muhtemelen dolasimdaki
bakterileri konak bagisiklik sistemine daha duyarli hale getirerek,
sican modelinde sistemik E. coli enfeksiyonlarinin iyilestirilmesine
katki sagladigini gostermistir. Waseh & ark., (2010) endoglikozidaz
aktivitesine sahip bakteriyofaj P22’nin kuyruk dikeni proteininin
tavuklarda Salmonella kolonizasyonunu ve enfeksiyonunu
onleyebildigini gostermistir. Bununla birlikte, yazarlar gézlenen bu
koruyucu etkinin, EPS’nin enzimatik bozunmasindan ziyade, sz
konusu proteinin bakteriyel yilizeye baglanmasi sonucunda
bakteriyel hareketliligin azalmasiyla iligkili oldugunu ileri
surmustur.

Yapilan baska bir calismada, 4. baumannii 9AB6 fajindan
elde edilen TSP’nin, kateter yiizeylerinde konak¢r hiicre
kolonizasyonunu belirgin bigimde engelledigi bildirilmistir.
Arastirmacilar ayrica, 4. baumannii 54149 susu ile enfekte edilen
zebra balig1 modelinde TSP nin terapdtik etkinligini degerlendirmis
ve TSP uygulanan gruptaki zebra baliklarinin hayatta kalma oraninin
(%80), fosfat tamponlu salin uygulanan kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek oldugunu

gostermistir. Dp49, A. baumannii faji vB_AbaM IME285'ten
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tanimlanan bagka bir kapsiil depolimerazdir. Dp49'un depolimeraz
aktivitesine iligkin pozitiflik, 49 A. baumannii klinik izolatindan
25'inde bulunmustur (Wang & ark., 2020: 1407). K. pneumoniae faji
P560 tarafindan kodlanan depolimeraz P560dep’in biyofilm
olusumunu inhibe ettigi gdsterilmistir. Intraperitoneal yolla
uygulanan 50 pug P560dep dozunun, KL47 karbapenem-direngli K.
pneumoniae ile enfekte edilen farelerin %90-100’linii Sliimden
korudugu bildirilmistir. Her ne kadar depolimeraz dogrudan
bakterisidal bir etki gostermese de yazarlar bu enzimi bulasici
hastaliklarla miicadelede ¢ekici ve umut vadeden bir terapdtik ajan
olarak degerlendirmistir (Li & ark., 2022: 538). Faj
depolimerazlarinin, Shiga toksini iireten E. coli (STEC)
enfeksiyonlariin tedavisinde de potansiyel olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir. Bu kapsamda, STEC HB10 O91 susunu enfekte eden
bakteriyofaj PHB19 izole edilmis, tiim genomu bir faj calisma grubu
tarafindan dizilenmis ve analiz edilmistir. Aragtirmacilar (Chen &
ark., 2020: e00145), PHB19’un TSP’den tiireyen yeni bir faj
depolimerazi olan Dep6’y1 tanimlamistir. In vitro ¢alismalar,
Dep6’nin STEC biyofilmlerini etkin bir sekilde ortadan kaldirdigini
ve konak bakterilerin serum aracili 6ldiirmeye karsi1 duyarliligini
artirdigin1 ortaya koymustur. Ayrica, Dep6’nin insan eritrositleri,
akciger karsinomu hiicreleri ve embriyonik bobrek hiicreleri
tizerinde hem in vitro hem de in vivo kosullarda herhangi bir toksik
etki gdstermedigi bildirilmistir.

Sonug¢

Bakteriyofaj kaynakli polisakkarit depolimerazlar, bakteriyel
kapsiil, biyofilm matriksi ve yiizey polisakkaritlerini hedef alarak
enfeksiyon patogenezinde Onemli rol {istlenebilen 6zgiin
enzimlerdir. Yapisal 6zellikleri, yiiksek substrat 6zgiilliikleri ve litik
olmayan etki mekanizmalar1 sayesinde bu enzimler, dogrudan
bakterisidal ajanlar olmaktan ziyade antiviriilans Ozellikleri

bakimindan etkili bilesenler olarak 6ne ¢ikmaktadir. Mevcut
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caligmalar, faj depolimerazlarinin biyofilm iligkili enfeksiyonlarin
kontroliinde, konak bagisiklik yanitinin giiclendirilmesinde ve
antibiyotiklere veya diger antimikrobiyal yaklagimlara duyarliligin
artirllmasinda 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu ortaya
konulmaktadir. Bununla birlikte, terapotik uygulamaya gecis
siirecinde enzim stabilitesi, bagisiklik yanmiti, farmakokinetik
ozellikler ve hedef bakteri cesitliligi gibi faktorlerin kapsamli
bicimde degerlendirilmesi gerekmektedir. Gelecekte yapilacak
yapisal, fonksiyonel ve translasyonel c¢alismalarin, faj
depolimerazlarmin klinik ve veteriner hekimlikte yenilik¢i ve
tamamlayict antimikrobiyal ajanlar olarak kullaniminin 6niinii
acacag1 ongoriilmektedir.
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BOLUM 4

Kedi ve Kopeklerde Dermatofit Enfeksiyonlarina
Karsi olusan Bagisikhik ve Asillama

OSMAN YASAR TEL!
Giris
Dermatofitler, keratinize dokulart (kil, tirnak ve stratum
korneum) enfekte etme yetenegine sahip filament6z mantarlardir. Bu
mantarlar 6zellikle sicak ve nemli iklimlerde sik goriilmekte, hem
insanlarda hem de hayvanlarda yiizeysel mikozlara neden
olmaktadir (Paixao ve ark., 2023). Taksonomik olarak dermatofitler,
uzun yillar boyunca ii¢ temel cins altinda siiflandirilmistir:
Microsporum, Trichophyton ve Epidermophyton. Ancak son
donemlerde yapilan molekiiler ve filogenetik c¢alismalar, bu
smiflandirmayr  genisletmis ve  Nanmnizzia,  Arthroderma,
Lophophyton ve Paraphyton gibi yeni cinslerin tanimlanmasini
saglamistir (De Hoog ve ark., 2017). Bu taksonomik revizyonlar,
ozellikle veteriner dermatolojide enfeksiyon etkenlerinin dogru
tanimlanmasin1  kolaylagtirmis, tiir diizeyinde tanisal dogrulugu
artirmigtir.

Dermatofitler ekolojik olarak lic gruba ayrilir: geofilik,
zoofilik ve antropofilik tiirler. Geofilik tiirler genellikle toprakta
saprofit olarak yasarken, zoofilik tiirler hayvanlarda enfeksiyona
neden olur ve zoonotik potansiyele sahiptir. Antropofilik tiirler ise
insanlarda konak adaptasyonu gostermistir. Kedi ve kopeklerde
enfeksiyon olusturan en yaygin zoofilik tiirler Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes ve Nannizzia gypseum’dur (Grable,
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2020). Ozellikle M. canis, kedilerde dermatofitozun baslica etkenidir
ve geng, uzun tiiyli kedilerde enfeksiyon siklig1 yiiksektir (Moriello,
2020). Kedilerde siklikla asemptomatik tasiyicilik s6z konusudur ve
bu durum zoonotik bulagsma acgisindan onemli bir risk olusturur.
Kopeklerde ise enfeksiyon genellikle klinik olarak belirgindir;
eritemli, kabuklu, alopetik lezyonlarla karakterizedir (Moriello,
2021). Dermatofit enfeksiyonlari, zoonotik karakteri nedeniyle hem
veteriner hekimlikte hem de halk sagliginda 6nemli bir yere sahiptir.
Kedi ve kopeklerde goriilen dermatofitoz vakalarinin yaklasik
%90’ 1n1n M. canis kaynakli oldugu bildirilmistir (Gautam, 2021).

Dermatofit enfeksiyonlar1 genellikle dogrudan temasla veya
kontamine ¢evresel materyaller araciligiyla bulagmaktadir. Sporlar,
cevrede haftalar hatta aylar boyunca canli kalabilir; bu nedenle
enfeksiyon kontrolii giiglesir. Ozellikle barmak, pet shop ve
kalabalik yasam alanlarinda bulagsma oran1 yiliksek olup,
asemptomatik tasiyict kediler bu yayillimda kritik bir rol
oynamaktadir (Moriello, 2020). Mikroskobik olarak dermatofitler,
septalt hiflerden ve spor formundaki arthrokonidyalardan olusur.
Keratini parcalayan keratinaz, lipaz ve fosfataz gibi enzimlerin
iretimi, bu mantarlarin keratinize dokulara invazyon yetenegini
saglar (Paixao ve ark., 2023). Bu enzimatik aktivite, enfeksiyonun
baslangicinda  deri  bariyerini  asarak  konak  savunma
mekanizmalarin1  tetikler. Son yillarda yapilan ¢alismalar,
dermatofitlerin biyofilm olusturabildigini ve bu yapimin antifungal
ilaglara kars1 direng kazandirdigini géstermistir (Gautam, 2021). Bu
biyofilm yapisi, 6zellikle kronik ve tekrarlayan enfeksiyonlarda
tedavi basarisini azaltan 6nemli bir faktordiir.

Tanisal acidan, geleneksel yoOntemler arasinda direkt
mikroskobik inceleme, kiiltir ve Wood’s lambasi kullanim1 yer
almaktadir. Ancak son donemlerde PCR tabanli molekiiler tani
yontemleri, 6zellikle Microsporum canis’in hizli ve dogru teshisinde
biiylik bir ilerleme saglamistir (Paixao ve ark., 2023). Molekiiler
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testlerin duyarliligr klasik kiiltlir yontemlerinden yiiksektir ve
enfeksiyonun erken evrede tespit edilmesini miimkiin kilar. Ayrica
tiir diizeyinde tanimlama, uygun tedavi se¢imi ve epidemiyolojik
izlemede kritik 6neme sahiptir. Dermatofitozun 6nemi yalnizca
veteriner klinik pratiginde degil, ayn1 zamanda zoonotik boyutuyla
da degerlidir. Evcil hayvanlarla yakin temasta bulunan insanlar,
ozellikle ¢ocuklar, yaghilar ve immiin sistemi baskilanmis bireyler
risk altindadir. Bu nedenle kedi ve kopeklerde dermatofit
enfeksiyonlarinin kontrolii, yalnizca hayvan sagligi acisindan degil,
halk sagliginin korunmasi agisindan da onemli bir gerekliliktir
(Gautam, 2021).

Kedi ve kopeklerde dermatofit enfeksiyonlarina karsi1 bagisikhk

Kedi ve kopeklerde dermatofit enfeksiyonlarina karsi
bagisiklikta, birden fazla savunma mekanizmasi birlikte
caligmaktadir. Epidermal bariyer, dogal bagisiklik ve inflamasyon
erken savunmada kritik rol oynarken, pro-inflamatuar sitokinler
(6rnegin IL-1B, TNF-a) konak bagisiklik tepkisini sekillendirir. Kedi
ve kopeklerde, dermatofit enfeksiyonlari, olusturan Microsporum
canis, Trichophyton mentagrophytes ve Nannizzia gypseum gibi
tiirler konak immiin sistemini uyararak hem lokal hem de sistemik
savunma yanitlarini tetikler (Paryuni, Indarjulianto & Widyarini,
2020; Deng ve ark., 2023).

Dermatofitler infeksiyonlarinda ilk Savunma Hatt1 (Deri)

Deri yalnizca fiziksel bir bariyer degil, ayn1 zamanda aktif
bir immiinolojik organdir. Epidermal keratinositler ve dermal
bagisiklik hiicreleri, dermatofitlerin hiicre duvarinda bulunan -
glukan, mannan ve kitin gibi patojenle iliskili molekiiler desenleri
(PAMP’ler) taniyarak patern tanima reseptorleri (PRR’ler)
aracilifiyla bagisiklik yanitini1 baglatir. Bu reseptorler arasinda Toll-
like reseptorler (TLR2, TLR4) ve C-tip lektin reseptorleri (Dectin-1,
Dectin-2, Mincle) yer alir. Dectin-1 gibi C-tip lektin reseptdrleri,
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ozellikle B-glukanlar1 taniyarak Syk/CARD9 sinyal yolunu aktive
eder ve bu silireg, Th17 tipi bagisikligin gelismesini destekler
(Heinen ve ark., 2019; Burstein ve ark., 2020; Mata-Martinez ve
ark., 2022).

PRR’lerin PAMP’leri algilamasi sonucunda NF-kB ve
MAPK sinyal yollar1 aktive olur; bunun sonucu olarak IL-103, TNF-
a, IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinler salgilanir. Bu sitokinler
notrofillerin ve makrofajlarin enfekte bolgeye gogiinii uyararak
mantar eliminasyonunu hizlandirir (Jartarkar ve ark., 2021).

Dermatofit enfeksiyonlu deri lezyonlarinda histopatolojik
olarak epidermal hiperplazi, Langerhans hiicre aktivasyonu ve
yogun noétrofil infiltrasyonu gézlenmistir. Bu bulgular, deri immiin
sisteminin hem dogustan gelen hem de adaptif bilesenlerinin aktif
oldugunu gostermektedir (Jartarkar ve ark., 2021).

Ayrica keratinositler, B-defensinler ve katelisidinler gibi
antimikrobiyal peptitleri (AMP) sentezleyerek dermatofitlerin
biliylimesini baskilar. Bu peptitlerin iiretimi IL-17 ve IL-22
aracilifiyla uyarilir ve Th17 eksenli bagisikligin 6nemli bir pargasini
olusturur (Deng ve ark., 2023; Burstein ve ark., 2020).

Dogal Bagisikhik

Dogal bagisiklik, dermatofitlerin konakla ilk temasinda
devreye giren temel savunma sistemidir. Epidermal keratinositler,
dermal makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi hiicreler, patern tanima
reseptorleri (PRR’ler) araciligiyla dermatofitlerin hiicre duvarinda
bulunan B-glukan ve diger karbonhidrat bilesenlerini tanir (Jartarkar
ve ark., 2021; Burstein ve ark., 2020). PRR’ler arasinda C-tip lektin
reseptorleri (CLR’ler), 6zellikle Dectin-1 ve Dectin-2, fungal (-
glukanlart tamidigi ve Syk/CARD9 sinyal yolag1 iizerinden
antifungal sinyali baslattigi gosterilmistir, bu da hematopoietik
bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu uyarir (Jartarkar ve ark.,
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Dermatofit enfeksiyonunda, makrofajlar ve nétrofiller gibi
fagositik hiicreler kritik rol oynar. Makrofajlar dermatofitleri
fagosite eder ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile lizozomal enzim
iiretimi sayesinde mikroorganizmay1 yok edebilir (Jartarkar ve ark.,
2021) Notrofiller ise epitel ylizeyinde ilk savunma hattimi
olusturarak mantar hiicrelerine kars1 etkili bir fagositik yanit verir;
ayrica noétrofillerin epidermal reaksiyonlarda proinflamatuvar
sitokinler ve kemokinler liretimi ile enfeksiyon bdlgesine daha fazla
bagisiklik hiicresini ¢eker (Jartarkar ve ark., 2021; Deng ve ark.,
2023). Dermatofit enfeksiyonlu deri lezyonlarinda yapilan
histopatolojik ¢alismalar, epidermal hiperplazi ve bagisiklik hiicre
infiltrasyonu gibi bulgularla birlikte, dogustan gelen bagisiklik
hiicrelerinin bolgeye yoneldigini gostermistir (Jartarkar ve ark.,
2021). Ayrica epidermal hiicreler ve inflamatuvar bagisiklik yaniti,
antimikrobiyal peptitler (AMP’ler) iiretir. Bu AMP’ler, mantar hiicre
duvar bilesenlerine kars1 dogrudan antifungal etkili olabilir ve hem
dogustan gelen bagisikligin bir pargast olarak islev gorebilir
(Sardana ve ark., 2021).

Kazamlmis (Adaptif) Bagisikhik

Dermatofit enfeksiyonlarina karst kazanilmis bagisiklik,
antijen sunan hiicrelerin (6zellikle Langerhans hiicrelerinin) mantar
antijenlerini islemesi ve lenf diigiimlerine tasimasiyla baslar. Bu
antijenler, MHC smif II molekiilleri araciligiyla CD4+ T lenfositlere
sunulur ve hem hiicresel hem de humoral immiin yanitlarin aktive
edilmesini saglar (Deng ve ark., 2023).

T-hiicresi aracili bagisiklikta, dermatofitlere karst en 6nemli
koruyucu yanit Thl ve Th17 hiicreleri tarafindan olusturulur. Thl
hiicre yaniti, interferon-gamma (IFN-y) ve interlokin-12 (IL-12)
tiretimiyle makrofajlar1 aktive eder, bdylece hiicre i¢i mantarlarin
eliminasyonunu saglar. Bu yanit, mantarlarin derin dokulara
ilerlemesini onleyen temel mekanizmadir. Th17 hiicre yaniti ise
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interlokin-17 (IL-17) ve interlokin-22 (IL-22) salgilayarak
notrofillerin enfeksiyon bolgesine gociinii artirir ve keratinositlerde
antimikrobiyal peptit (AMP) iiretimini uyarir. Bu siire¢, ozellikle
ylizeysel dermatofitlerin temizlenmesinde etkilidir (Heinen ve ark.,
2019; Burstein ve ark., 2020). Deneysel modellerde, Th1 ve Th17
yanitlarinin birlikte etkinlesmesinin dermatofitlerin
eliminasyonunda sinerjik bir etki olusturdugu gosterilmistir. IL-17
ve IFN-y eksikligi olan farelerde, fungal yiikiin arttig1 ve iyilesmenin
geciktigi gbzlemlenmistir (Heinen ve ark., 2019).

Humoral bagisiklik ise B lenfositleri tarafindan tiretilen 1gG
ve IgA antikorlari araciligiyla dermatofit antijenlerinin
notralizasyonunu destekler ve fagositozun etkinligini artirir. Ancak
ylizeysel dermatofit enfeksiyonlarinda antikor yanitinin tek bagina
koruyucu etkisi sinirhdir. Bununla birlikte, deneysel as1
caligmalarinda humoral yanitin hiicresel (Th1/Th17) yanitla birlikte
calistiginda klinik iyilesmeyi hizlandirdig1 bildirilmektedir (Paryuni
ve ark., 2020; Deng ve ark., 2023).

Kedilerde yapilan deneysel ¢aligmalarda Microsporum canis
enfeksiyonlarinda IL-17 ekspresyonunun artisiyla klinik iyilesme
arasinda giiclii bir iliski bulunmustur (Moriello & DeBoer, 2012).
Kopeklerde ise Trichophyton mentagrophytes enfeksiyonlarinda
IFN-y baskin Th1 yanitinin hastaligin sinirlanmasinda etkili oldugu
gosterilmistir (Paryuni ve ark., 2020).

Son yillarda yapilan immiinogenetik calismalar, dermatofit
enfeksiyonlarma yatkinligmm  CARDY9, Dectin-1 ve TLR4
genlerindeki farkli ekspresyon paternleriyle iligkili olabilecegini
gostermektedir. CARD9 sinyal yolundaki bozukluklarin, Th17
yanitin1 zayiflatarak kronik dermatofitoz olgularinda rol oynadigi
bildirilmektedir (Deng ve ark., 2023). Ozetle, kedi ve kdpeklerde
dermatofit enfeksiyonlarina karsi koruyucu bagisiklik, Th1/Th17
eksenine dayali hiicresel yanitin baskin oldugu bir siiregtir. Bu yanut,
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hem dogustan gelen bagisiklik mekanizmalariyla etkilesim i¢inde
calisir hem de uzun siireli adaptif koruma saglar.

Dermatofit Asilarinda Kullanilan Adjuvanlar ve Immiinolojik
Etkileri

Kedi ve kopeklerde gelistirilen inaktif dermatofit asilarinin
etkinligi, kullanilan adjuvan sistemlerinin tiirline ve bu adjuvanlarin
immiin yanit profili {iizerindeki etkisine baglidir. Adjuvanlar,
antijenin immiinojenisitesini artirarak daha giicli, uzun siireli
bagisiklik yanit1 olusturur ve antigenle birlikte T hiicresi aracili
(Th1/Th17 gibi) hiicresel bagisiklig1 uyarabilir (Dominguez-Odio ve
ark., 2022).

Veteriner asilarinda yaygin olarak kullanilan aliiminyum
bazli adjuvanlar (6rn. aliminyum hidroksit ve diger mineral tuzlar),
humoral bagisiklig1 giiclendirmede etkilidir ancak genellikle
hiicresel bagisikligin tetiklenmesinde sinirli kalir.  Aliiminyum
adjuvanlarin temel mekanizmasi, antigenin enjeksiyon bolgesinde
“depo etkisi” yaratarak antigenin yavas salinimini saglamaktir; bu da
ozellikle antikor yanitin1 artirir ancak Thl-tipi immiin yanit1 zay1f
uyarabilir (Antipov ve Petrovsky, 2025).

Toll-like reseptor (TLR) agonistleri, modern adjuvan
stratejilerinde giderek daha fazla ilgi gormektedir. Ozellikle
Monofosforil Lipid A (MPLA), lipopolisakkarit (LPS) yapisinin
modifiye edilmis bir tiirevidir ve TLR4 {izerinden immiin sistemi
uyarir. MPLA, hem humoral hem de hiicresel bagisiklik yanitlarini
artirabilen, insan asilarinda lisanslhi bir adjuvandir ve dengeli
Th1/Th2 yanitlar1 olusturdugu gosterilmistir; bu mekanizma bazi
veteriner as1 stratejilerinde de potansiyel olarak kullanilabilir
(Savelkoul ve ark., 2015)

Adjuvan sistemlerinin kombinasyonu, 6rnegin MPLA +
Alum (materiel olarak insan asilarinda AS04 adiyla kullanilan

formiilasyon), hem antikor iiretimini hem de hiicresel bagisiklig
--76--



artirarak daha dengeli ve gii¢lii bir bagisiklik tepkisi olusturabilir. Bu
tiir kombinasyon sistemleri, klasik alum adjuvanlarina gore daha
genis spektrumlu immiin tepkiler uyandirma potansiyeline sahiptir
ve bu stratejiler veteriner as1 gelistirme alaninda da ilgi gérmektedir
(Savelkoul ve ark., 2015).

Ayrica emiilsiyon bazli adjuvanlar, 6zellikle Montanide™
ISA tipi su-yag ve yag-emiilsiyon sistemleri, veteriner asilarinda
yaygin olarak kullanilir. Bu tip adjuvanlar antijenin yavas salinimini
saglayarak uzun siireli immiin yanit1 destekler ve hem humoral hem
de hiicresel bagisiklig1 uyarabilir; Montanide™ adjuvanlarin farkl
tirlerde kullanim1  kitaplarda ve {retici kaynaklarinda tarif
edilmektedir (Anomim, 2025).

Bazi caligsmalar, adjuvansiz polivalan dermatofit asilarinin
hem humoral hem de hiicresel bagisikligi uyarabildigini
gostermesine ragmen, genel bir egilim olarak adjuvan destekli
formiilasyonlarin daha giiclii, uzun siireli bagisiklik ve immiin hafiza
olusturdugu yoniindedir; bu durum veteriner as1 gelistirme
caligmalariyla paralellik gosterir (Antipov ve Petrovsky, 2025)

Ozetle, kedi ve kopeklerde dermatofit asilarmin etkinligi
sadece antijenin tipi ile degil, kullanilan adjuvan sistemlerinin
immiinojenik Ozellikleriyle de dogrudan iliskilidir. Mineraller
(alum), TLR agonistleri (MPLA/AS04) ve emiilsiyon sistemleri
(Montanide™) gibi adjuvanlar, antijenin immiin sistemi uyarmasini
giiclendirerek daha dengeli ve koruyucu bagisiklik yanit1 saglar.

Kedi ve Kopeklerde Dermatofit Asilar

Dermatofitozis, zoonotik O6zellik tasiyan ve tedavi siiresi
uzun olan bir mantar enfeksiyonudur. Ozellikle Microsporum
canis’in neden oldugu enfeksiyonlar, hem halk sagligt hem de
veteriner hekimlik acgisindan énemli bir sorun olusturmaktadir. Bu
nedenle asiyla korunma, hastaligin kontroliinde etkili bir strateji

olarak degerlendirilmektedir (Lund & DeBoer, 2008). Dermatofit
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agilar1 genellikle inaktif mantar hiicreleri veya zayiflatilmig canl
suslar igerir. Baz1 formiilasyonlar yalnizca tedaviye destek amaciyla,
bazilar1 ise profilaktik koruma saglamak i¢in gelistirilmistir.

Bu kapsamda, son yillarda hem Avrupa’da hem de Rusya’da
gelistirilen c¢esitli inaktif ve canli dermatofit asilari, kedi ve
kopeklerde enfeksiyonun oOnlenmesi ve tedavisinde onemli bir
biyolojik arag¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir (Tablo 1). Bu asilarin igerigi,
etki mekanizmasi, uygulama protokolleri ve sagladiklar1 bagisiklik
diizeyi, kullanilan antijen tipi ve adjuvan bilesenlerine bagli olarak
farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar, giiniimiizde veteriner
uygulamalarda kullanilan ticari dermatofit asilarinin bilesimi ve etki
profillerine de yansimaktadir. Bu nedenle, kedi ve kopeklerde yaygin
olarak kullanilan mevcut asilarin igerikleri, adjuvan yapilart ve
immiinolojik 6zelliklerinin ayrintili olarak degerlendirilmesi, hem
etkinlik hem de yol gosterici olmasi agisindan 6nemlidir. Bu
kapsamda kedi ve kdpek dermatofitozunda Tiirkiye’de ve diinyada
en yaygin kullanilan dermatofit agilar1 agiklanmistir.

1. Biocan M Plus (Bioveta, Cek Cumhuriyeti)

Biocan M Plus, kopeklerde Microsporum canis’e karsi
gelistirilen inaktif bir dermatofit agisidir. Her 1 mL’sinde en az 1 x
106 adet inaktif edilmis M. canis hiicresi bulunur ve formiilasyonda
% 2 aliminyum hidroksit jel adjuvan olarak kullanilir. As1
intramiiskiiler (IM) olarak uygulanir; ikinci doz 10-21 giin sonra
yapilir. Uretici prospektiisiine gore bagisiklik ikinci dozdan yaklasik
bir ay sonra baglar ve 12 aya kadar siirer. Biocan M Plus hem
profilaktik hem de terapétik kullanim icin onayhidir (Bioveta 1,
2024).

2. Biofel M Plus (Bioveta, Cek Cumbhuriyeti)

Biofel M Plus, kedilerde M. canis kaynakli dermatofitozun
onlenmesi ve tedavisi i¢in kullanilan bir inaktif asidir. Her 1 mL’de
1 x 10¢ adet inaktif edilmis M. canis bulunur. Asilama 8 haftaliktan
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itibaren yapilabilir; ikinci doz 10-21 gilin sonra uygulanir ve
bagisikligin 12 aya kadar siirdigii bildirilmistir (Bioveta 2, 2024).

Ureticiye gore Biofel M Plus hem profilaktik hem terapotik
olarak kullanilabilir ve inaktif antijen ile olusturulan bagisiklik,
klinik olarak enfeksiyon siiresini kisaltmaktadir.

3. Microderm (NPO Microgen, Rusya)

Microderm, Rusya ve ¢evresindeki bazi tilkelerde veteriner
uygulamalarda kullanilan canli atteniie bir dermatofit asisidir. Patent
verilerine gore bu asi, Microsporum canis ve Trichophyton
mentagrophytes antijenlerini igerir ve dermatofitozisojenlere karsi
immiin cevap olusturma amaciyla gelistirilmistir; patent
dokiimaninda aginin “yiiksek immiinojenik aktivite ve yiiksek
koruyucu etki” gosterdigi  belirtilmektedir  (Patent  No.
RU2084240C1)

Genel dermatofit as1 literatiiriinde, canli atteniie dermatofit
agilarinin hiicresel bagisiklik yaniti olusturma potansiyeline sahip
olduguna deginilmis, ancak bilimsel kanitlarin simnirli oldugu
vurgulanmistir. Bu durum, canli asilarin giivenlik profili, immiin
yanit stireleri ve klinik etkinligi lizerine daha kapsamli ¢alismalara
ithtiyac oldugunu gostermektedir (Lund & DeBoer, 2008).

4. Vakderm (Rusya ve Kazakistan)

Vakderm,  Microsporum  canis  ve  Trichophyton
mentagrophytes suslarin1 iceren, hem inaktif hem de canlh
formiilasyonlarda bulunan bir dermatofit asisidir. Kopekler, kediler,
tavsanlar ve vizon gibi kiirk hayvanlarinda kullanilmaktadir. Uretici
prospektiislerine gére hem profilaktik hem terapotik uygulamalarda
kullanilabilmektedir (Vacderm-F, 2025). Ancak uluslararas: klinik
veriler sinirlidir.

5. Insol Dermatophyton (Boehringer Ingelheim, Almanya)
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Insol Dermatophyton, Trichophyton verrucosum, T.
mentagrophytes, T. sarkisovii, T. equinum, Microsporum canis ve
Nannizzia gypsea gibi birden ¢ok dermatofit tiirlinii igeren ¢ok
bilesenli, inaktif bir dermafitoz asisidir. Uriin, at, képek ve kedilerde
bu mantar tiirlerine bagli dermatofitozis riskini azaltmak ve tedavi
stirecini hizlandirmak iizere aktif immiinizasyon saglamak amaciyla
gelistirilmistir; liretici prospektiisiine gére bagisiklik yanit1 6zellikle
hiicre-aracili immiiniteyi uyarir ve ilk koruyucu etkinin 5 hafta
icinde basladig1 belirtilmektedir (Boehringer Ingelheim, 2024). Saha
ve irin dokiimanlari, asilamanin ardindan klinik lezyonlarin
iyilesmesini hizlandirdig1 ve enfeksiyonun siddetini azalttigina dair
pratik gozlemler paylasa da, bu etkilere iliskin randomize kontrollii
klinik caligmalar sinirhidir veya kamuya acgik bilimsel literatiirde
yeterince belgelendirilmemistir  (Insol, 2025). Bu nedenle,
profilaktik bagisiklik kapasitesinin kiiresel capta giiclii sekilde

desteklendigine dair kapsamli bilimsel kanit mevcut degildir.

Genel olarak Rusya ve Dogu Avrupa’da kullanilan
Microderm, Vakderm ve LTF-130 gibi canli veya attenilie asilar,
yliksek immiinojeniteye sahip olmakla birlikte viriilansin geri doniis
riski ve lokal reaksiyonlar gibi yan etkiler nedeniyle dikkatli
kullanilmalidir. Buna karsilik, inaktif asilar daha giivenli olup klinik
olarak enfeksiyonun siddetini azaltmakta ve lezyonlarin iyilesmesini
hizlandirmaktadir (Moriello & DeBoer, 2012; Lund & DeBoer,
2008).

Tablo 1. Kedi ve kdpeklerde kullanilan asilar ve dzellikleri

Ast Adi Uretici/ | As1 Tipi Hedef Adjuvan Kullanim
Ulke Tiir / Etki
Biocan M Bioveta/ | Inaktive Koépek Aliiminyu | Profilakti
Plus Cekya m k ve
hidroksit terapdtik,
jel 1yl
koruma
Biofel M Plus | Bioveta/ | Inaktive Kedi Aliiminyu | Profilakti
Cekya m k ve
terapotik,
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hidroksit 1 yil
jel koruma
Microderm NPO Canli Kedi & Yok Koruyucu
Microgen | atteniie Kopek ve tedavi
/ Rusya edici,
saha
uygulama
s1 yaygin
Vakderm / Rusya / Canli Kedi, Yok Coklu
LTF-130 Kazakista | veya Kopek, konak
n Inaktive | Kiirk korumasi
hayvanla
r1
Insol Boehring | Inaktive At, Kedi, | Tiomersal | Terapotik
Dermatophyt | er multivale | Koépek amagl
on Ingelhei nt kullanim
m/
Almanya

Deneysel c¢alismalar gostermistir ki hem inaktif hem de
canli—inaktif kombine dermatofit asilari, bagisiklik sistemini
uyarabilir; ancak bu uyarim tam koruyucu immiinite saglamada
sinirl  kalmistir.  Ozellikle Microsporum canis ile deneysel
enfeksiyon modellerinde yapilan bir ¢alisma, inaktif (IDV) ve canli—
inaktif kombine asilarin uygulamasinin, kontrol grubuna gore
infeksiyon siddetini biraz azaltabilecegini ancak topikal challenge
sonrast koruyucu immiinite olusturmadigini gdstermistir. Bu
calismada asilanan kedilerde dermatofit enfeksiyonu gelisti ve
asilama hem humoral hem de hiicresel yanitlarda belirgin iistiinliik
gostermemistir (DeBoer ve ark., 2002)

Baska bir ¢alismada da terapotik amagli non-adjuvan inaktif
dermatofit asilarinin giivenliligi incelenmis; bunun sonucunda yerel
veya sistemik ciddi yan etkilerin énemli 6l¢iide farki olmadigi ve
sadece birka¢ hafif lokal reaksiyon goriildiigii raporlanmistir
(Westhoff ve ark., 2010).

Bu mevcut bilimsel kanitlar dogrultusunda asagidaki
degerlendirmeler yapilabilir:
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«Inaktif dermatofit asilar1, belirli klinik kosullarda bagisiklik
yanitin1 uyarabilir ve tedavi siirecini kismen destekleyebilir; ancak
tam koruyucu immiinite sagladigina dair gii¢lii kanitlar sinirlidir.

*Canl1 veya kombine canli—inaktif asilar, belirli bagisiklik
tepkileri olusturabilse de, ¢alisma sonuglar etkinlik agisindan net
istiinliik géstermemistir ve bazi lokal reaksiyonlara yol acabilmistir
(DeBoer ve rak., 2002).

Sonug¢

Kedi ve kopeklerde dermatofit enfeksiyonlari, ozellikle
Microsporum canis ve Trichophyton mentagrophytes gibi zoofilik
tiirlerin neden oldugu, zoonotik karakterli yiizeysel mikozlardir. Bu
enfeksiyonlar yalnizca hayvan sagligini degil, ayn1 zamanda insan
sagligini da tehdit eden 6nemli bir halk saglig1 problemidir. Tedavi
slirecinin uzun, cevresel kontaminasyonun yaygin ve yeniden
enfeksiyon riskinin yiiksek olmasi nedeniyle, sadece antifungal ilag
uygulamalariyla kalict kontrol saglamak ¢ofu zaman miimkiin
olmamaktadir. Bu durum, dermatofitlere karsi bagisiklik temelli
koruyucu stratejilerin gelistirilmesini zorunlu hale getirmistir.

Son yillarda yapilan caligmalar, dermatofit asilarinin hem
canl attenlie hem de inaktif formiilasyonlar halinde gelistirildigini
gostermektedir. Canli asilar, konakta giiclii bir hiicresel bagisiklik
yanitt  olusturabilmekte, ancak immiinsiipresif veya geng
hayvanlarda giivenlik agisindan riskler tasimaktadir. Inaktive asilar
ise daha giivenli ve stabil formiilasyonlar olup, 6zellikle terapotik
amacla kullanildiginda enfeksiyonun klinik siddetini ve siiresini
azaltabilmektedir (Lund & DeBoer, 2008). Bununla birlikte, inaktif
asilarin yeterli diizeyde hiicresel bagisiklik yaniti olusturabilmesi
icin uygun adjuvan kombinasyonlarina ihtiyag¢ duyuldugu
bildirilmektedir.

Giincel dermatofit as1 ¢alismalarinda Monofosforil Lipid A

(MPLA), Montanide™ ISA serisi ve aliiminyum hidroksit (alum)
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gibi adjuvanlarin kullanimi, antijenin immiinojenisitesini artirarak
daha giiclii, dengeli ve uzun siireli bir Th1/Th17 temelli bagisiklik
yanit1 saglamaktadir. Bu kombinasyonlar, hem giivenli hem de etkili
immiin koruma sunmalar1 nedeniyle kedi ve kopeklerde
gelistirilecek yeni nesil dermatofit asilar1 i¢in umut verici adjuvan
sistemleri olarak degerlendirilmektedir.

Sonu¢  olarak, kedi ve kopeklerde dermatofit
enfeksiyonlarinin kontroliinde as1 temelli koruyucu yaklagimlar,
yalnizca hayvan sagligit ve refahim1 artirmakla kalmayip, zoonotik
bulasin 6nlenmesi yoluyla halk sagliginin korunmasina da 6nemli
katk1 saglayacaktir.
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BOLUM 5

ADENOVIRUS INFECTIONS IN CHICKENS AND
ANTIBACTERIAL- ANTIVIRAL MEDICINAL
PLANTS

ORKUN BABACAN?
SEHER OZGE KAYAN?
SELAMI SELVI®

1. INTRODUCTION

The family Adenoviridae is divided into five main genera:
Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus, and
Ichtadenovirus (Marek et al., 2013; Sahindokuyucu and Yazici,
2019). Within the genus Aviadenovirus, Fowl aviadenovirus
(FAdV), which causes significant infections in poultry, has been
classified into five genotypes (FAdV-A to FAdV-E) and twelve
different serotypes (1-8a, 8b—11) (Hess, 2000; Sahindokuyucu &
Yazici, 2019; Zhang et al., 2017). Fowl aviadenovirus (FAdV), first
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identified in the 1950s and subsequently isolated in various regions,
is represented by these five genotypes and twelve serotypes
(McFerran & Adair, 1977; Hess, 2000; Schachner et al., 2016).

These serotypes are known to cause several diseases in
poultry, primarily affecting chickens. These include inclusion body
hepatitis (IBH), characterized by intranuclear inclusion bodies in
hepatocytes; hydropericardium syndrome (HPS), associated with
fluid accumulation around the heart; gizzard erosion and ulceration
(GEU); and Egg Drop Syndrome (EDS). Mortality rates are
particularly high in young broilers and immunosuppressed flocks
(Zhao et al., 2015).

While hygiene, sanitation, and biosecurity measures are
critical in preventing bacterial infections in poultry, vaccination
remains an indispensable tool for controlling viral diseases.
Although vaccines used against high-mortality viral pathogens
offer partial protection, associated losses in productivity continue to
pose a significant economic burden on the poultry industry.

This book chapter aims to present an overview of FAdV
infections, including clinical manifestations, preventive measures,
and control strategies.

2. ETIOLOGY

The family Adenoviridae is divided into five different
genera based on genetic structure and replication strategies,
although they share morphological similarities: Mastadenovirus,
Aviadenovirus, Atadenovirus, Siadenovirus, and Ichtadenovirus.
The genus Aviadenovirus includes species that infect avian species
such as chickens, turkeys, ducks, and geese. Within this group,
Fowl aviadenovirus (FAdV) is classified into 5 main genotypes
(FAdV-A to FAdV-E) and a total of 12 serotypes (1-8a, 8b—11)
(Hess, 2000; Sahindokuyucu et al., 2019; Pouladi et al., 2024).
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The distribution of genotypes to serotypes is as follows:
e Genotype A: FAdV-1
e Genotype B: FAdV-5
e Genotype C: FAdV-4, FAdV-10
e Genotype D: FAdV-2, FAdV-3, FAdV-9, FAdV-11
e Genotype E: FAdV-6, FAdV-7, FAdV-8a, FAdV-8b

FAdV-4, which belongs especially to genotype C, has
recently been associated with high-mortality Hydropericardium
Syndrome (HPS) outbreaks, primarily in China as well as in other
parts of Asia and South America (Zhao et al., 2015; Li et al., 2017;
Sahindokuyucu et al., 2019). Fowl aviadenoviruses are classified
into five genotypes (FAdV-A to E) and 12 serotypes (1-8a, 8b-11)
based on their genetic and serological differences (McFerran &
Adair, 1977; Meulemans et al., 2001). Nucleotide similarity
between serotypes and genotypes has been reported to range from
52% to 72% (Schachner et al., 2016; Sahindokuyucu & Yazici,
2019). Among these, FAdV-4, FAdV-8b, and FAdV-11 serotypes
have been particularly linked to severe clinical conditions (Zhao et
al., 2015).

Recent studies have shown that some FAdV strains can
cause more severe clinical presentations in poultry when
accompanied by immunosuppressive conditions, such as infections
with IBDV and CIAV. This suggests that the virus can act
synergistically with other agents rather than acting alone (Gomis et
al., 2006; Schachner et al., 2018; Elbestawy et al., 2020).

2.1. Morphology (Structural Features)

Fowl aviadenoviruses (FAdVs) are non-enveloped viral
particles with icosahedral symmetry, approximately 90-95 nm in
diameter. Their genetic material consists of double-stranded linear
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DNA, with genome sizes ranging from about 26 to 48 kilobase
pairs (kbp). The virion is surrounded by a protein shell composed
of 252 capsomers. Of these, 240 are hexon structures, and 12 are
vertex capsomers forming the penton bases. The penton bases carry
fiber proteins that extend outward. These fibers play a crucial role
in initiating infection by binding to specific receptors on the cell
surface. Experimental studies have demonstrated that fiber proteins
are especially critical for attachment to host cells in certain
serotypes, such as FAdV-1 (Gelderblom & Maichle-Lauppe, 1982;
Tan et al., 2001; Russel, 2009; Sahindokuyucu & Yazici, 2019;
Hess, 2000; Schachner et al., 2016; Shah et al., 2017; Zhao et al.,
2015).

FAdV particles are highly resistant. They can withstand
lipid solvents such as ether, chloroform, and sodium deoxycholate;
hence, as non-enveloped viruses, they tend to be more resistant to
disinfectants. However, quaternary ammonium compounds and
glutaraldehyde are effective against them. They also show
resistance to pH variations between 3 and 9. Thermal inactivation
can be achieved by exposure to 60 °C for 1 hour or 80 °C for 10
minutes. These characteristics allow the virus to persist for
extended periods in environmental conditions (Afzal et al., 1991;
Sahindokuyucu & Yazici, 2019).

2.2. Virus Replication

The replication process of Fowl aviadenovirus (FAdV)
occurs in the nucleus of the host cell and is divided into three main
stages: early, intermediate, and late transcription phases (Matthews,
2005; Fenner’s Veterinary Virology, 2017; Sahindokuyucu et al.,
2019; Kataria et al., 2013).

Early gene expression includes regions encoding proteins
that initiate viral replication. The E1A region activates the cell
cycle to prepare the environment for viral DNA replication. E1B
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inhibits the p53 tumor suppressor gene to prevent apoptosis in the
cell. The E3 region modulates the host immune response,
contributing to the suppression of viral infection. For example, the
E3/19K protein inhibits MHC-I expression, preventing T cell
recognition. By inhibiting Class I Major Histocompatibility
Complex, E3/19K also blocks the recognition of infected cells by
cytotoxic T lymphocytes and natural killer cells (Kataria et al.,
2013; Sahindokuyucu et al., 2019).

During the intermediate phase (generally the synthesis of IX
and Va2 proteins), the viral genetic material is organized. The late
phase is when structural proteins (hexon, penton, fiber, etc.) are
synthesized. After viral genome replication, expression of these
structural proteins begins, and virions accumulate in crystalline
arrays within the cell nucleus.

In the final stage, virions are released through cell lysis. The
lysis process causes severe structural damage in the infected cell
and leads to the formation of characteristic eosinophilic
intranuclear inclusion bodies (McFerran & Adair, 1977;
Sahindokuyucu et al., 2019).

FAdV infections can be transmitted both vertically and
horizontally. Vertical transmission occurs from infected breeder
animals to offspring via eggs, which is critically important in
breeder management (Toro et al., 2001). Viral particles can be
detected in the yolk and allantoic fluid of infected eggs, and these
embryos generally serve as suitable hosts for viral replication
(Saifuddin & Wilks, 1991; Sahindokuyucu et al., 2019).

In natural infections, the incubation period usually results in
clinical signs within 24-48 hours (Swayne, 2013). Following
infection, the virus is shed into the environment through feces and
secretions of infected animals. Virus shedding lasts approximately
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4—6 weeks in broilers and 5-9 weeks in laying hens (McFerran &
Adair, 1977).

In horizontal transmission, feces, tracheal, and nasal
secretions are the main sources of viral spread. In addition to direct
contact, aerosol transmission over short distances is also possible
(Sahindokuyucu & Yazici, 2019; Fitzgerald et al., 2020). Within-
farm spread is significantly influenced by personnel, transport
vehicles, egg handling equipment, and poultry crates (Swayne,
2013). It has been reported that multiple serotypes can be isolated
simultaneously when broilers from different breeder flocks are kept
in the same poultry house (Cowen et al., 1978).

3. PATHOGENESIS AND IMMUNITY

FAdV primarily causes infections in avian species such as
chickens, turkeys, ducks, geese, and pigeons. Although there is a
distinct host specificity, some strains have been shown to replicate
in different species (McFerran, 1997). For example, experimental
studies demonstrated that the FAdV-1 serotype, when inoculated
into hamsters, can induce tumoral formations such as fibrosarcoma,
hepatoma, and ependymoma (McFerran, 1977; Sahindokuyucu et
al., 2019).

The natural reservoirs of EDS '76 are ducks and geese.
Infections in these species have been reported worldwide. Chickens
of all ages and breeds are susceptible. The disease tends to be more
severe in broiler breeders and brown egg-laying breeds. Japanese
quails can also be infected. Rarely, respiratory disease or decreased
egg production may be seen in turkeys, ducks, geese, and quails
(Smyth & McFerran, 2000).

The virus enters the cell through the binding of fiber
proteins to specific receptors on the cell surface. Virions are
transported to the nucleus via endosomes, where eosinophilic or

basophilic intranuclear inclusion bodies form. Viral DNA
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replication begins within the first 10 hours of infection (Matthews,
2005).

The neutralizing antibody response in the infected animal
usually begins within the first week and reaches its peak by the
third week. This humoral response can provide protective immunity
for approximately 45 days. However, secondary infections with the
same serotype may occur after 8 weeks (Swayne, 2013).

Additionally, FAdV infections have been reported to cause
reductions in CD4* (helper) and CD8" (cytotoxic) T lymphocytes
in the spleen and thymus. Marked atrophy and necrosis have been
observed in lymphoid cells in the bursa Fabricius. This
immunosuppression facilitates viral spread within the body and

predisposes to secondary infections (Haiyilati et al., 2021; Kataria
etal., 2013).

After horizontal transmission, the EDS virus initially
replicates at low titers in the nasal mucosa, followed by viremia
and replication in lymphoid tissues. The most intense replication
occurs in the shell gland mucosa approximately 5 days post-
infection. This phase is followed by seroconversion (antibody
development), providing important diagnostic clues (Smyth &
McFerran, 2000; Merck Veterinary Manual, 2024).

Virus replication in shell gland epithelial cells is
characterized by karyomegaly with basophilic or eosinophilic
intranuclear inclusions (Abdellatif et al., 2025; Smyth & McFerran,
2000; Merck Veterinary Manual, 2024). Infected cells degenerate
and slough off, temporarily replaced by squamous/cuboidal cells,
and later normal pseudostratified ciliated epithelium regenerates.
During this process, the mucosa undergoes heterophilic cell
infiltration and mixed exudate forms with sloughed epithelium
(Smyth & McFerran, 2000; Merck Veterinary Manual, 2024).
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The virus can be found in eggshells and contents for 8 to 18
days post-infection, spreading to the environment through oviduct
secretions and feces. However, EDSV does not replicate in
intestinal epithelial cells (Smyth & McFerran, 2000; Merck
Veterinary Manual, 2024).

4. CLINICAL FINDINGS

Fowl aviadenovirus (FAdV) infections cause various
clinical disease presentations. The most commonly encountered are
classified as Inclusion Body Hepatitis (IBH), Hydropericardium
Syndrome (HPS), Muscular Stomach Erosion and Ulcer Syndrome
(GEU), and Egg Drop Syndrome (EDS-76) (Anjum et al., 1989;
Abe et al., 2001; Zhao et al., 2015; Smyth & McFerran, 2000;
Merck Veterinary Manual, 2024; Bayraktar et al., 2024).

4.1 Inclusion Body Hepatitis (IBH)

IBH was first described in the USA in 1963 and is generally
observed in 3—6-week-old broiler chickens (Abe et al., 2001;
Helmboldt and Frazier, 1963, Hafez, 2009). Clinically, it is
characterized by sudden deaths, crouching posture, ruffled feathers,
lethargy, and anorexia. Mortality rates range between 5% and 30%,
but when co-infected with immunosuppressive viruses, this rate can
increase up to 80% (Pouladi et al., 2024; Grimes et al., 1977;
Kataria et al., 2013; Dutta et al., 2017).

Macroscopically, the liver appears pale, swollen, and
friable; petechial or ecchymotic hemorrhages can be seen on the
liver and striated muscles (Hafez, 2009; McFerran et al., 1976).
Histopathological examinations reveal intranuclear inclusion
bodies within hepatocyte nuclei (Zadravec et al., 2013; Rahimi et
al., 2015; Itakura et al., 1974).

4.2 Hydropericardium Syndrome (HPS)
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HPS was first reported in 1987 in the Karachi region of
Pakistan and caused high mortality, severely affecting the national
broiler industry (Anjum et al., 1989). This disease is typically seen
in 2-4-week-old broilers, with FAdV-4 serotype identified as the
main causative agent (Anjum et al., 1989; Abe et al., 2001; Kim et
al., 2008).

Clinical signs include rapid weight loss, lethargy, ruffled
feathers, anorexia, and respiratory distress. Mortality rates vary
between 30% and 70% depending on the case; in some outbreaks in
China, this rate has reached up to 90% (Zhao et al., 2015).

At necropsy, accumulation of clear yellow fluid around the
heart (hydropericardium), liver enlargement, and edema with urate
deposits in the kidneys are observed (Cheema et al., 1989).

4.3 Gross Muscular Erosion and Ulcer Syndrome (GEU)

GEU is mostly associated with the FAdV-1 serotype and
has been reported mainly in broiler chicks and young layers.
Clinically, it presents with reduced feed intake, growth retardation,
and rarely mortality (Lim et al., 2012; Ono et al., 2003).

Macroscopically, ulcerative black-colored areas and
hemorrhagic erosions are observed in the koilin layer of the gizzard
(muscular stomach) (Abe et al., 2001). Histological evaluation
reveals intranuclear inclusion bodies containing adenovirus antigen
beneath the necrotic areas (Gjevre et al., 2013).

4.4 Egg Drop Syndrome (EDS-76)

The causative agent of EDS '76 is Duck adenovirus 1 (also
known as Egg Drop Syndrome virus, EDSV), a double-stranded
DNA virus. This virus is classified within the Duck atadenovirus A
species and belongs to the genus Atadenovirus. All Duck
adenovirus 1 strains studied to date belong to the same serotype.
The virus commonly infects wild and domestic ducks as well as
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geese. Infection evidence has also been found in species such as
rams, diving birds, seagulls, owls, storks, swans, and quails. Unlike
other avian adenoviruses, EDSV has a strong ability to agglutinate
bird erythrocytes. Therefore, the hemagglutination inhibition (HI)
test can be used to detect antibodies against the virus (Fritzgerald et
al., 2020; Hess, 2020).

The virus can be transmitted via contaminated eggs,
equipment (trays, cages, trucks), personnel, and feces. Since the
agent can survive in feces for weeks, fecal-oral (horizontal)
transmission plays an important role. The virus is found in feces,
tracheal and nasal mucosa, kidneys, intestines, and cecal tonsils.
Thus, it can be transmitted through all excretions, but the highest
viral titer is detected in feces. The virus can also be present in
semen, which poses a potential risk in artificial insemination
practices (Fritzgerald et al., 2020; Hess, 2020).

Three main clinical forms have been described in chickens
(Merck Vet Manual, 2024):

Classic EDS '76: Develops in breeder flocks through
vertical transmission. The virus passes to chick progeny through
infected eggs, remains latent, and becomes active when the birds
reach sexual maturity, shedding through eggs and feces.

Endemic EDS '76: Occurs in commercial laying flocks
through horizontal transmission. Contaminated egg collection trays
are important sources of infection. Outbreaks are often associated
with shared packaging facilities.

Sporadic EDS '76: Rarely seen. Usually transmitted by
direct contact with ducks or geese or by using water contaminated
with wild waterfowl feces (Merck Vet Manual, 2024; Smyth and
McFerran, 2000).
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Clinically, there is a sudden drop in egg production, with
thin-shelled, misshapen, and colorless eggs, and mucus in feces.
Systemic signs are rarely observed. The most prominent finding is
the presence of pale, thin-shelled, soft-shelled, or shell-less eggs.
Internal egg quality is not affected. A 10—40% reduction in egg
numbers has been reported in hens infected during the laying
period. Latent infections can be activated especially during stress
and may become epidemic (Roberts et al., 2011; McFerran et al.,
1978; Merck Vet Manual, 2024; Fritzgerald et al., 2020; Hess,
2020).

Inactivated EDS vaccines for protective purposes are widely
used, especially in breeder flocks (Merck Vet Manual, 2024;
Fritzgerald et al., 2020; Hess, 2020).

4.5 Importance of Clinical Findings

Recognition of these clinical syndromes is critical for flock
health management and maintaining productivity. In addition to
high-mortality conditions such as IBH and HPS, more chronic
diseases like EDS can also cause significant economic losses.
Therefore, early diagnosis, necropsy evaluation, and laboratory
confirmation should be fundamental components of preventive
veterinary medicine.

5. DIAGNOSIS

Accurate identification of Fowl aviadenovirus (FAdV)
infections is crucial for developing effective control strategies
targeting the pathogen. The diagnostic process should be conducted
through a comprehensive approach including clinical signs,
necropsy findings, histopathological evaluation, virus isolation,
molecular diagnostic techniques, and serological tests (Hess, 2000;
McFerran & Adair, 1977).

5.1 Clinical and Pathological Findings
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The clinical signs of the disease are generally nonspecific.
In IBH, sudden deaths and pale liver are observed; in HPS, fluid
accumulation in the pericardial cavity; and in GEU, ulceration in
the gizzard mucosa is notable. Therefore, careful evaluation of
macroscopic changes in target organs such as the liver, gizzard,
heart, and kidney during necropsy is essential (Helmboldt &
Frazier, 1963; Anjum et al., 1989; Ono et al., 2003).

5.2 Histopathological Examination

Histologically, especially in IBH cases, eosinophilic
intranuclear inclusion bodies are identified within the nuclei of
hepatocytes. These inclusions are highly characteristic of FAdV
and serve as one of the first diagnostic clues (Itakura et al., 1974).
Similarly, in GEU cases, similar inclusions have been observed in
the glandular epithelium of the proventriculus (Abe et al., 2001).

5.3 Virus Isolation

The most suitable samples for FAdV isolation are tissues
with high viral replication, such as liver, kidney, spleen, intestinal
mucosa, pharynx, and cecal tonsils (McFerran & Adair, 1977).
These tissues are prepared as 10% suspensions and inoculated into
susceptible systems such as primary chicken embryo liver (CEL),
chicken embryo kidney (CEK) cells, or LMH cell lines. Although
virus isolation is technically time-consuming, it is still considered
the gold standard, especially for the characterization of new strains
(Swayne, 2013).

5.4 Molecular Diagnostic Methods

Molecular analyses of FAdV isolates have revealed
significant genetic variation among serotypes. This directly impacts
both vaccine efficacy and epidemiological monitoring (Zhao et al.,
2015; Cizmecigil et al., 2020).
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Today, the most commonly used method for FAdV
diagnosis is PCR (Polymerase Chain Reaction). This test is
generally performed using primers specific to variable regions of
the hexon gene, particularly the L1 loop. Since the L1 region varies
at the genotype and serotype levels, it serves as a reliable target for
molecular differentiation (Steer et al., 2009; Marek et al., 2010;
Meulemans et al., 2001).

Highly sensitive methods such as Nested PCR and Real-
Time PCR (qPCR) enable both detection and quantitative analysis
(Romanova et al., 2009). qPCR tests are especially useful for
identifying clinically asymptomatic but virus-carrying individuals.

In recent years, rapid diagnostic kits based on RAA-
CRISPR/Casl2a have been developed for the swift detection of
more virulent types like FAdV-4, demonstrating specificity above
98%. Molecular diagnosis can determine serotype by targeting the
L1 region of the hexon gene via PCR. Additionally,
CRISPR/Cas12a-based diagnostic systems provide highly specific
detection of FAdV-4. (Lei et al., 2025).

5.5 Serological Tests

Serologically, virus neutralization test (VNT), ELISA
(especially commercially widespread), Dot-ELISA, indirect
immunofluorescence assay (IFA), and double immunodiffusion
(DID) tests are used for detecting antibodies developed against
FAdV (Shamim et al., 2009).

VNT, in particular, allows differentiation at the serotype
level because type-specific antibodies are formed against hexon
proteins (McFerran and Adair, 1977). However, this test is time-
consuming and costly. Therefore, ELISA is considered more
practical, especially at the field level.
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While Egg Drop Syndrome virus agglutinates erythrocytes,
other adenoviruses do not exhibit hemagglutination activity (Hess,
2000).

5.6 Electron Microscopy

Adenovirus particles can be easily identified under an
electron microscope due to their typical icosahedral structure.
However, this technique is generally used not for diagnosis but for
confirmation and characterization purposes (Russell, 2009).

In summary, clinical and necropsy findings should raise
suspicion. Histopathology can reveal characteristic inclusions.
PCR-based tests are rapid and reliable. Virus isolation remains
important for the identification of new serotypes. Serological tests
are used to monitor flock immunity.

6. PROTECTION, CONTROL, AND VACCINATION

Control of fowl aviadenovirus (FAdV) infections is
achievable through a comprehensive approach encompassing
biosecurity measures, protection of susceptible flocks, prevention
of vertical transmission, environmental hygiene, and effective
vaccination strategies. Vaccination is the most critical intervention,
especially in preventing diseases associated with highly mortal
strains (Hess, 2000; Kataria et al., 2013).

In next-generation vaccine research, solutions based on
recombinant technologies and prototypes developed from
attenuated live strains show promising protective efficacy (De Luca
and Hess, 2025).

6.1 Biosecurity and Environmental Control

The effectiveness of biosecurity practices is critical not only
for preventing infection but also for limiting the spread of the virus
within the farm (Meirhaeghe et al., 2019; Conan et al., 2012).
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FAdVs are non-enveloped viruses, making them highly
resistant to environmental conditions. The virus can remain viable
in feces for weeks. Therefore, thorough poultry house cleaning and
appropriate  disinfection protocols, adequate ventilation and
lighting, wvisitor and personnel control, as well as regular
disinfection of equipment and transport vehicles are critically
important (Swayne, 2013). Due to the prevalence of vertical
transmission, controlling breeder flocks is decisive for the overall
health of the entire flock (Saifuddin and Wilks, 1991).

6.2 Existing Vaccines

6.2.1 Inactivated Vaccines

Inactivated vaccines, especially those used in breeder
chickens, are highly effective in preventing vertical transmission of
the infection to offspring. Inactivated vaccines developed against
FAdV-D and FAdV-E genotypes, administered to breeders at 10
and 17 weeks of age, have provided protection against IBH for up
to 50 weeks (Alvarado et al., 2007). Similarly, inactivated HPS
vaccines prepared against FAdV-4 are commercially and
successfully used in countries such as Pakistan, China, and India
(Song et al., 2023; Afzal & Ahmad, 1990; Zhao et al., 2015).

6.2.2 Live Vaccines

In some regions, the use of live vaccines derived from the
FAdV-8b serotype in breeder flocks has been reported to protect
the offspring (Takase et al., 1990). However, the risks associated
with live vaccines- such as viral shedding and the potential to cause
disease in immunosuppressed animals- must be carefully
considered. It should also be noted that live vaccines may mask
subclinical infections in certain cases (Schonewille et al., 2010).

6.3 Next-Generation Vaccine Studies
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In recent years, particularly with the widespread emergence
of highly virulent FAdV-4 strains, safer and more effective next-
generation vaccine platforms have been under development (Lin et
al., 2024).

6.3.1 DNA Vaccines and Subunit Vaccines

The FAdV-4 100K protein has been found to be both
immunogenic and effective in cross-protection, and has been tested
as a recombinant subunit vaccine. These types of vaccines are
particularly important as alternatives to inactivated vaccines,
offering faster immune response development and ease of

production (Shah et al., 2016).

6.3.2 Cell Culture and Embryo-Adapted Attenuated Vaccines

Virulent FAdV-4 isolates have been attenuated in the QT35
cell line to develop live vaccine prototypes. Chickens vaccinated

with these strains have been shown to be protected against severe
FAdV-4 infections (Schonewille et al., 2010).

6.3.3 Combined Vaccination Applications

Prototype multivalent vaccines targeting combinations such
as FAdV, IBDV, and CIAV are being developed, aiming to better
direct the immune system during early-age vaccinations (Kataria et
al., 2013).

7. CONCLUSION

Fowl aviadenovirus (FAdV) infections cause serious clinical
syndromes in both broiler and layer flocks, leading to significant
economic losses in the poultry industry. Diseases such as Inclusion
Body Hepatitis (IBH), Hydropericardium Syndrome (HPS),
Muscular Stomach Erosion-Ulcer Syndrome (GEU), and Egg Drop
Syndrome (EDS-76) notably impact flock health and productivity.

--102--



The virus’s resilience to environmental conditions, its
ability for vertical transmission, and serotype diversity complicate
its control. In this context, biosecurity measures alone are
insufficient to combat FAdV infections. Vaccination programs play
a vital role, especially in breeder flocks, both in preventing the
disease and in blocking vertical transmission (Hess, 2000;
Saifuddin & Wilks, 1991).

Currently, although commonly used inactivated and live
vaccines on the market are effective against certain genotypes,
cases have been reported where they fail to provide cross-
protection and are insufficient against emerging strains (Zhao et al.,
2015). Therefore, developing autogenous vaccines based on locally
circulating, molecularly characterized isolates should be one of the
primary objectives (Sahindokuyucu and Yazici, 2019).

Comprehensive molecular epidemiological studies on the
serotype distribution of FAdV in Turkey should be conducted.
Vaccination of breeder flocks must be made mandatory to protect
flock health and prevent vertical transmission. The production of
autogenous vaccines based on FAdV isolates specific to Turkey
should be encouraged. Next-generation vaccine technologies
(DNA, subunit, vector-based) should be supported by research
funding within the country. Rapid PCR and CRISPR-Cas—based
diagnostic systems should be made available for field use (Lei et
al., 2025). Considering the immunosuppressive effect of FAdV
(Niu et al., 2019), combined strategies should be planned against
co-infecting agents such as CIAV and IBDV.

Training and field guidance should be enhanced for
veterinarians and producers.

In conclusion, effective control of FAdV infections can only
be achieved through a comprehensive strategy that encompasses
not only biosecurity and vaccination but also field surveillance,
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molecular characterization, rapid diagnosis, and collaborative
research and development efforts.

8. ANTIBACTERIAL AND ANTIVIRAL MEDICINAL
PLANTS

In the second half of the 20th century, the antiviral activities
of certain plant-derived tannins and flavonoids were discovered.
Among these are polyphenols from Melissa officinalis L.
(Lamiaceae), and triterpenoids such as dammaradienol and ursolic
acid. Flavonoids have rapidly been shown to possess antiviral
activity against a wide range of viruses, including adenoviruses,
Rous sarcoma virus, Sindbis virus, pseudorabies virus, severe acute
respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV), respiratory
syncytial virus, and influenza A virus HIN1. Epigallocatechin
gallate (EGCGQG), a compound derived from the tea plant (Camellia
sinensis (L.) Kuntze, Theaceae), has demonstrated broad-spectrum
antiviral activity against both DNA and RNA viruses. Various
plants such as Vaccinium angustifolium Aiton (Ericaceae), Vitis
vinifera L. (Vitaceae), and Cinnamomum species (Lauraceae)
contain procyanidins, which have been shown to inhibit the
replication of influenza A virus at multiple stages of its life cycle.
However, studies on the bioavailability and bioequivalence of
polyphenols in humans have revealed considerable variability in
the absorption of different polyphenols following digestion. Gallic
acid and isoflavones are among the most efficiently absorbed
polyphenols, followed by catechins, flavanones, and quercetin
glucosides; however, their absorption rates vary.
Proanthocyanidins, galloylated tea catechins, and anthocyanins
exhibit the lowest absorption levels. Nevertheless, these data
cannot be directly extrapolated to animals. The bioavailability and
bioequivalence of polyphenolic compounds must be studied
separately for each animal species. The prominent antiviral
mechanisms of these plant-derived compounds include the
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inhibition of viral entry and replication in host cells through various
pathways. Certain phytochemicals have been shown to interfere
with cellular signal transduction by inhibiting receptor kinases.
Challenges in antiviral drug therapies include low efficacy,
cytotoxic effects, and the development of viral resistance. In the
past decade, the in vitro efficacy of numerous biologically active
substances with antiviral properties has been demonstrated through
newly developed assay methods. While many studies have
investigated the antiviral effects of plant extracts against human
viruses—particularly HIV and herpesviruses—there is a notable
scarcity of similar studies focusing on animal viruses (Jaydari et al.,
2023; Zitterl-Eglseer and Marschik, 2020).

Green tea (Camellia sinensis, Theaceae) is one of the most
widely consumed beverages worldwide and is derived from the
buds of the Camellia sinensis plant. The primary active constituents
of green tea are catechins, a group of polyphenolic compounds.
These compounds, along with other bioactive components present
in green tea, have been reported to activate host defense
mechanisms against bacteria, fungi, and viruses. Owing to its
widespread consumption, the potential biological effects of green
tea have been extensively studied both in vitro and in vivo, drawing
considerable attention as a potential agent for reducing the risk of
various diseases. Green tea is a non-fermented type of tea,
processed by steaming or pan-firing the leaves to inactivate
enzymatic activity. The major catechin compounds found in green
tea include epigallocatechin-3-gallate (EGCG), epicatechin (EC),
epigallocatechin (EGC), epicatechin-3-gallate (ECG), and
gallocatechin gallate (GCG). The polyphenols in green tea,
particularly catechins, exhibit a wide range of biological and
pharmacological properties, including antioxidant, antibacterial,
anticancer, and antiviral activities. The galloyl group present in
catechins has been shown to inhibit the endonuclease activity of the
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RNA polymerase enzyme of the influenza virus. The maturation,
infectivity, and disassembly of adenoviruses are largely dependent
on the proper function of a viral protease known as adenain. This
suggests that adenoviral protease may serve as a promising target
for the development of antiviral agents. Both green tea and its
major constituent EGCG have demonstrated antiviral activity
against human adenovirus type 2 (HAdV-2) in vitro through
multiple mechanisms, including direct inactivation of viral
particles, inhibition of intracellular viral replication, and
suppression of adenain activity. Moreover, green tea extract (GTE)
has been shown to restore the normal histological appearance of
testicular tissue in cases of nicotine-induced toxicity. With respect
to hepatic effects, GTE caused minimal macroscopic, pathological,
and histopathological alterations, supporting findings by Avwioro
et al. (2010), who reported no adverse effects on liver histology or
biochemical markers. GTE has exhibited maximal antiviral activity
in both in vitro cell culture studies and in vivo experiments
conducted in broiler chickens. These data provide a scientific basis
for the potential use of GTE in poultry health management (Aslam
etal., 2014).

A study conducted in Iran reported a strong antiviral effect
of Chelidonium majus against human adenovirus type 5 (HAdV-5).
In another study from Brazil, the ethanol extracts of Cymbopogon
citratus and Cymbopogon nardus were evaluated for their activity
against HAdV-5. The results showed that these plant extracts were
effective at an average concentration of 75 pg/mL [136]. In a study
from Pakistan, Ocimum basilicum demonstrated antiviral activity
against multiple adenovirus types, with effective concentrations of
74.1 and >1000 pg/mL for HAdV-3, 129.6 and >200 pg/mL for
HAdV-8, and 91.9 and 129.1 pg/mL for HAdV-11. These findings
collectively suggest that various plant species exhibit antiviral
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activity against different adenovirus types (Mohammed et al.,
2023).

Green tea catechins block adenovirus proteases, which are
involved in cancer spread. Green tea and EGCG in particular are
effectively absorbed by the cells and prevent one or more of the
late stages of viral infection against adenovirus. According to,
green tea and its separated catechins have antiviral activity against
the fowl adenovirus type-4 when tested in vitro in cell culture and
in vivo against an IBH-HPS virus challenge in broiler chickens
(Aslam et al., 2014; Ullah ve ark., 2024).

Numerous plants have been reported to exhibit antibacterial
potential against Salmonella species. The methanol extract obtained
from the stem bark of Sarcocephalus latifolius, native to West
Africa, demonstrated strong inhibitory activity against Salmonella
Typhi with a minimum inhibitory concentration (MIC) value of 32
pg/mL. The essential oils of Tanacetum polycephalum have shown
notable antibacterial activity with remarkably low MIC values
ranging from 0.36 to 10 pg/mL against various pathogens,
including Salmonella Typhi. Similarly, the essential oils of
Artemisia indica have been found effective against Gram-negative
bacteria, with MIC values ranging from 32 to 128 pg/mL. The
widely used essential oil of Ocimum basilicum (basil) inhibited
Salmonella Typhimurium with MIC values ranging between 0.6
and 50 pg/mL, while the essential oil of Mentha x piperita
(peppermint) exhibited strong activity with MIC values ranging
from 0.5 to 8 pg/mL. Additionally, the essential oil of Glycyrrhiza
triphylla demonstrated moderate activity against Salmonella Typhi
with an MIC value of 87 pg/mL, and leaf extracts of Psidium
guajava (guava) showed activity at an MIC of 78 pg/mL.
Furthermore, essential oils of culinary herbs such as thyme,
coriander, basil, mint, and clove have been reported to suppress the
growth of Salmonella spp. when used as preservatives in food
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products (Chassagne et al., 2021). In a study by Babacan et al.
(2012), the first protocol employed the disc diffusion method using
antibiogram discs containing different concentrations of thyme
extract. At a 1:10 dilution, inhibition zone diameters were
measured as 15 mm for Salmonella Gallinarum, 19 mm for
Salmonella Enteritidis, and 16 mm for Salmonella Typhimurium. In
the second protocol of the same study, thyme extract was added
directly to the culture medium at concentrations of 20 and 30
uL/mL, and bacterial growth was evaluated. Colony counts for S.
Typhimurium and S. Enteritidis were reported as 952 and 536, and
1600 and 440, respectively, for the 20 and 30 pL/mL
concentrations. Based on these results, Babacan et al. (2012)
concluded that thyme extract exhibits antibacterial activity against
various Salmonella serotypes.
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BOLUM 6

ANTIBACTERIAL PLANTS AND
ANTIBACTERIAL NANOPARTICLES: THEIR USE
IN VETERINARY MEDICINE

ORKUN BABACAN?

1. Antibacterial Plants Used in Veterinary Medicine

1.1 Introduction

The global up-trend of antimicrobial resistance in animal
pathogens (for example, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Salmonella spp.)
is compromising the efficacy of standard veterinary antibiotics and
increasing the urgency for alternative strategies (Saeed et al.,
2024). Plant-derived compounds are receiving increasing attention
because of their multiple mechanisms of action (membrane
disruption, enzyme inhibition, anti-biofilm, quorum-sensing
interference) and potential for synergy with conventional
antimicrobials (Chassagne et al., 2021). In veterinary contexts,
especially for food-producing animals, botanicals may contribute to
antimicrobial stewardship by reducing antibiotic use and mitigating
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residue/resistance issues (Wynn & Fougere, 2009). However,
despite promising in vitro findings, translation to routine veterinary
clinical practice is still limited by standardisation, formulation,
dosing, species differences and regulatory gaps (Caneschi et al.,
2023). This chapter reviews and synthesises the evidence, aiming to
inform veterinary researchers and clinicians about the state of the
art, potential applications, limitations and future directions.

1.2. Mechanisms of Antibacterial Action

Understanding the mechanisms by which plant-derived
substances exert antibacterial effects is essential for rational
veterinary application.

1.2.1 Membrane Disruption and Permeability

Essential oil monoterpenes (e.g., carvacrol, thymol, o-
pinene) often cause perturbation of bacterial membranes, increasing
permeability, causing leakage of cytoplasmic contents and
ultimately cell death. This is relevant for Gram-positive as well as
some Gram-negative veterinary pathogens, although the latter often
require higher concentrations (Caneschi et al., 2023).

1.2.2 Enzyme Inhibition and Protein Binding

Polyphenolic compounds, tannins and flavonoids can bind
bacterial proteins/enzymes, inhibit metabolic pathways and impair
growth. For example, natural flavones showed inhibitory activity
against bovine mastitis pathogen Klebsiella oxytoca by interacting
with bacterial DNA gyrase, according to Haj Hasan et al. (2024).

1.2.3 Quorum Sensing, Biofilm Disruption and Anti-Virulence
Effect

Biofilms and quorum-sensing play a key role in chronic
veterinary infections (e.g., mastitis, wound infections). Some
phytochemicals interfere with biofilm formation or quorum-sensing
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circuits, thereby enhancing antimicrobial action or reducing
virulence (Chassagne et al., 2021).

1.2.4 Synergy with Conventional Antibiotics

Several plant extracts have been shown to lower the MIC of
conventional antibiotics when used in combination, offering
potential to reduce antibiotic dose and delay resistance
development (De Fazio et al., 2024).

1.2.5 Immunomodulation and Anti-inflammation

While not strictly antibacterial, many plant extracts exert
immunomodulatory or anti-inflammatory effects, which may
support the host response to bacterial infection and aid healing
(Wynn & Fougere, 2009). Such effects may make botanicals
particularly useful as adjuncts, especially in complex infections.

1.2.6 Considerations for Veterinary Use

It is important to note that in many studies, the in vitro
concentration required for activity is much higher than practical
doses in animals; pharmacokinetic (PK) and pharmacodynamic
(PD) data in veterinary species are often lacking. Additionally,
species-specific  differences (ruminants vs monogastrics Vs
companion animals) mean that dosing/regimen cannot simply be
extrapolated from humans (Caneschi et al., 2023).

1.3. Key Plants, Extracts and Products with Veterinary-
Relevant Evidence

Below is a table of selected plants/extracts with documented
antibacterial activity relevant for veterinary medicine.
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Table 1. Selected plant species/products with veterinary-relevant
antibacterial evidence

Plant (bold) Main active Veterinary References
compounds target/application
Origanum Carvacrol, thymol | Mastitis pathogens (S. Strong in vitro
vulgare (phenolic aureus, E. coli) antibacterial
(oregano) monoterpenes) activity
(Caneschi et
al., 2023)
Thymus Thymol, Skin/wound and Effective for
vulgaris carvacrol mastitis pathogens antimicrobial
(thyme) actions
(Caneschi et
al., 2023)
Eucalyptus 1,8-cineole Respiratory and dermal | Antibacterial
spp- (E. (eucalyptol) pathogens and antibiofilm
globulus) potential
(Mezzasalma et
al., 2025)
Allium Allicin, ajoene MDR Salmonella spp. Antibiofilm
sativum and
(garlic) antibacterial
effects (El-
Demerdash et
al., 2023)
Psidium Flavonoids, Enterobacteriaceae, Effective
guajava tannins mastitis/respiratory against
(guava) bacteria Pasteurella and
Mannheimia
spp. (Jia et al.,
2025)
Aloe vera Anthraquinones, Wound and skin Antimicrobial
polysaccharides infections and wound-
healing
properties
(Khan et al.,
2025)
Syzygium Eugenol Against S. aureus Antiseptic
aromaticum potential
(clove) (Caneschi et
al., 2023)
Propolis Flavonoids, Mastitis Accelerates

phenolic acids

(intramammary/topical),

healing in dairy
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wound infections cows (Pinheiro
Machado et al.,
2019)

Herbal Carvacrol, Gut health and pathogen | Performance
essential oils thymol, reduction enhancement
and PFAs cinnamaldehyde, and

(various) allicin antibacterial
effects (Wang
etal., 2024;
Aminullah et
al., 2025)

Natural Flavone skeletons | Bovine mastitis Flavones
flavones (16 pathogens (in vitro) effective
compounds) against
Klebsiella
oxytoca (Haj
Hasan et al.,
2024)

Additional commentary:

The study by Haj Hasan et al. (2024) on natural flavones
against bovine mastitis pathogen K. oxyfoca is a good example of
translating phytochemistry + microbiology toward veterinary
pathogens.

The review by Aminullah et al. (2025) on PFAs in poultry
emphasises the prophylactic strategy rather than direct treatment of
overt infection.

The field of “nano-enabled phytogenic feed additives”
(Anwar, 2025) indicates the emerging formulation/technology
component.

Yusuf et al. (2022) found that methanolic extracts of four
medicinal plants significantly inhibited S. aureus isolated from
dairy-cows with mastitis.

1.4. Veterinary Applications and Evidence

1.4.1 Mastitis in Dairy Ruminants
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Mastitis remains one of the most prevalent and costly
diseases in dairy cattle and small ruminants. Persistent infections,
antibiotic resistance, and residues pose serious challenges.
Botanical antibacterials offer potential for intramammary or topical
adjunct use. For example, the study by do Nascimento et al. (2025)
evaluated teat-dip formulations based on plant extracts (from
Carica papaya, Aloe barbadensis, Carapa guianensis, Copaifera
officinalis, Melaleuca alternifolia, Stryphnodendron barbatiman)
and found in vivo antimicrobial efficacy equivalent to conventional
iodineand hydrogen-peroxide based applications (do Nascimento et
al., 2025). Furthermore, conceptual reviews (Kaseke et al., 2023)
highlight the need for standardised formulations, intramammary
dosing studies, and field trials in dairy systems. The flavone study
(Haj Hasan et al., 2024) illustrates that even well-defined
phytochemicals can show activity against bovine mastitis
pathogens in vitro, but in-animal validation is still lacking.

Robledo-Diaz et al. (2025) characterized ethanolic extracts
of Psidium guajava, Carica papaya and others, showing strong
activity against bovine mastitis isolates, underscoring the global
interest in plant extracts for intramammary use.

From a clinical perspective, might be consider incorporating
plant-based teat dips, or adjuncts to antibiotic therapy in subclinical
mastitis, provided that product formulation, dosing,
residue/withdrawal data and safety are well defined.

1.4.2 Skin/Wound Infections and Dermatology

In companion animals (dogs, cats) and production animals,
wound infections (post-surgery, trauma), dermatologic infections
(pyoderma, otitis externa) increasingly involve antimicrobial
resistance. Plant-derived antibacterials (e.g., thyme, oregano, clove,
aloe vera, propolis) may serve as topical antiseptics or adjuncts to
systemic therapy. The dual antimicrobial plus wound-healing (anti-
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inflammatory) effect is appealing. Nevertheless, caution is required
especially in cats and exotic species due to essential oil sensitivity
(Caneschi et al., 2023).

1.4.3 Enteric and Respiratory Infections in Production Animals

Enteric and respiratory infections in poultry, pigs, calves
and lambs are significant in terms of morbidity, mortality,
economic loss and antibiotic use. Botanical extracts and phytogenic
feed additives are being studied for their antimicrobial, gut-
modulatory, immune-stimulating and performance-enhancing
effects. For instance, Yusuf et al. (2022) evaluated methanolic
extracts of four medicinal plants against Staphylococcus aureus and
found promising in vitro activity (Yusuf et al., 2022). The review
by Aminullah et al. (2025) focuses on PFAs in poultry,
summarising their antimicrobial, antioxidative and immune-
modulatory properties (Aminullah et al., 2025). In a broiler study in
2025 using a PFA containing carvacrol and cinnamaldehyde,
improved feed conversion ratio and gut morphology were observed
(Anwar, 2025). Moreover, Jia et al. (2025) evaluated medicinal
plant extracts against septic-animal wound isolates and found
encouraging antibacterial activity, which supports the use of
botanicals in enteric/respiratory/skin infections in animals.

Thus, botanicals in feed or water may contribute to reduced
pathogen burden, may be help to improved gut health, fewer
antibiotics, but clear dose-response, safety, species specificity and
regulatory compliance must be ensured.

1.4.4 Prophylaxis and Feed Additives

Beyond treatment, botanicals are increasingly used
prophylactically to support health and reduce antibiotic
dependency. Phytogenic feed additives (PFAs), containing herbs,
spices, essential oils or their combinations, are being marketed for
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poultry, pigs and ruminants to improve gut health, immune status,
feed conversion and reduce pathogen load (Wang et al., 2024;
Anwar, 2025). For example, the review by Wang et al. (2024)
summarised the decade-long literature on PFAs as antibiotic
alternatives. Another review by Anwar (2025) on nano-enabled
PFAs documents advanced formulation strategies. However, many
of these studies focus on growth/performance rather than direct
antibacterial effect against clinical infections. Implementation as
part of antimicrobial stewardship in veterinary production systems
requires robust field data, cost—benefit analysis and regulatory
support. In poultry production, Aminullah et al. (2025) reviewed
the antimicrobial, antioxidative and immunomodulatory roles of
phytogenic feed additives and suggested their role as antibiotic
alternatives.

Among the most promising options are phytogenic feed
additives (PFAs), which are plant-derived substances obtained from
herbs, spices, and essential oils. These compounds contain diverse
bioactive molecules such as terpenes, phenolics, flavonoids, and
alkaloids that can enhance animal performance through
antimicrobial, antioxidant, digestive, and immunomodulatory
actions. Phytogenic additives have been reported to improve
nutrient digestibility, regulate gut microbiota, strengthen the
immune system, and enhance the quality of poultry meat and eggs.
Their multifaceted effects are attributed to the synergistic
interactions between different plant constituents, which may
promote intestinal health and nutrient utilization. However, the
literature also reveals inconsistencies among studies, with variable
outcomes depending on the plant species used, extraction method,
dosage, feed formulation, and environmental conditions (Abdelli et
al., 2021).

One of the main challenges highlighted in this context is the
lack of standardization and quality control in commercial
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phytogenic products. The concentration and stability of active
components often fluctuate due to differences in plant origin,
harvest period, and processing. Furthermore, the volatility of
essential oils can reduce their efficacy during feed preparation and
storage. Therefore, modern formulation technologies such as
microencapsulation and nanoemulsion are being explored to
enhance the stability and targeted delivery of these bioactive
compounds (Abdelli et al., 2021).

Despite these challenges, phytogenic feed additives
represent a key strategy for reducing antibiotic use in poultry
production systems. Their integration into feeding programs aligns
with the One Health concept by contributing to antimicrobial
stewardship and food safety. Continued research should focus on
clarifying mechanisms of action, optimizing dosage, and
conducting large-scale field trials to confirm their practical benefits
and cost-effectiveness in commercial poultry operations (Abdelli et
al., 2021).

1.5. Safety, Standardisation, Dosing and Regulatory
Considerations

1.5.1 Species-Specific Safety

Not all botanical products are safe in all species.
Companion animals (especially cats), exotic species, neonates and
food-producing animals each have specific metabolism and
sensitivity. For instance, essential oils may be toxic to cats via
hepatic metabolism differences (Caneschi et al., 2023). Before
clinical use, species-specific toxicology, dose tolerance and safety
monitoring are needed.

1.5.2 Standardisation of Plant Products

One of the major barriers to routine veterinary use is lack of
standardisation. Plant chemical composition varies by cultivar,
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harvest time, part of plant used, extraction method, formulation,
storage, age of extract etc. Without consistency in active
constituents (e.g., carvacrol content in oregano EO), reproducibility
and dosing guidance is problematic (De Fazio et al., 2024).
Standardised manufacturing, validated assays and quantification of
main bioactive constituents are essential for veterinary translation.

1.5.3 Dosing, Route of Administration and Formulation

The route of administration (topical, intramammary,
intranasal, feed additive, water additive) dictates absorption, local
vs systemic effect, species differences and safety. For example, the
study of do Nascimento et al. (2025) used plant-extract based teat
dips; for feed additive use the PFA broiler study (Anwar, 2025)
used dietary supplementation. Without PK/PD data in target
species, dose selection is empirical and risky (Caneschi et al.,
2023). Research should include absorption/distribution/elimination
studies, and dose—response trials.

1.5.4 Residue, Withdrawal and Regulatory Issues in Food
Animals

In food-producing animals (cattle, sheep, goats, pigs,
poultry), use of botanicals must consider residues in milk, meat or
eggs. Risk of phytochemical residues, metabolite accumulation or
unintended effects must be determined. Withdrawal periods may be
required before product approval. Regulatory frameworks differ
across jurisdictions; many botanical products lack formal approval
as veterinary therapeutic agents (Wynn & Fougere, 2009).
Practitioners must ensure compliance with national veterinary
regulations, especially in food animals.

1.5.5 Integration into Antimicrobial Stewardship

Use of botanicals should not replace antibiotics when
clinically indicated, but can be part of a broader antimicrobial
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stewardship program- including hygiene, vaccination, selective
therapy, monitoring, and reduction of antibiotic use. In production
systems, phytogenic feed additives may support this goal by
reducing baseline pathogen load or improving gut health, thereby
lowering infection rate and antibiotic need (Wang et al., 2024).

1.6. Research Gaps and Future Directions

Despite promising potential, many gaps remain in the use of plant-
derived antibacterials in veterinary medicine:

1. High-quality randomised controlled trials (RCTs) in
target animal species (dairy cattle, sheep, goats, pigs, poultry, dogs
& cats) with clinically meaningful endpoints (e.g., cure rate,
relapse, somatic cell count, feed conversion, mortality) rather than
just in vitro data (Kaseke et al., 2023).

2. Standardised botanical formulations with quantified
chemical composition (e.g., % carvacrol, % eugenol), validated
extraction methods, stability testing, and reproducible dosing
(Chassagne et al., 2021; De Fazio et ., 2024).

3. Pharmacokinetics (PK), pharmacodynamics (PD) and
toxicology studies in veterinary species and for relevant routes
(topical, intramammary, dietary, water) to establish safe and
effective dosing (Caneschi et al., 2023).

4. Residue and withdrawal studies in food-producing
animals to ensure safety (for milk/meat/eggs), enabling regulatory
approval and enabling veterinarians to use botanicals as therapeutic
agents in production systems (Wynn & Fougere, 2009).

5. Mechanistic synergy studies that investigate interactions
between botanicals and antibiotics (or other antimicrobials),
explore anti-biofilm/quorum-sensing action in vivo, and help
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identify combinations that reduce antibiotic dose or resistance
emergence (Haj Hasan et al., 2024).

6. Implementation and cost-benefit research: real-world
farm/clinical studies of botanical use (e.g., teat-dip botanical vs
standard of care in dairy herd; PFA inclusion vs antibiotic growth
promoter in poultry) to evaluate practical feasibility, economics,
acceptance, performance and antibiotic-use reduction (Anwar,
2025; Aminullah et ., 2025).

1.7. Resistance Monitoring and Safety Surveillance

As Dbotanical antibacterials are used, monitoring for
resistance  development, adverse effects, cross-resistance
phenomena and long-term safety is crucial (Saeed et ., 2024).

1.8. Importance of Veterinary Medicine

While full clinical integration awaits stronger evidence,
veterinarians may consider the following guidelines for exploring
botanical antibacterial use:

Use adjunctive botanicals, not replacements for evidence-
based antibiotic therapy, unless a validated product (with species,
route, dose, safety data) exists.

Choose products that provide documented chemical
composition, have published safety data, and are appropriate to the
target species and application (topical vs systemic vs feed additive).

In production animals (food species), ensure that botanical
products used are legally permitted (or used under veterinary oft-
label protocols) and that withdrawal/residue issues are addressed.

Be cautious with essential oil formulations in cats, exotic
species or neonates—metabolic differences can increase risk of
toxicity.
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Must be monitor therapeutic outcomes and adverse events
when using botanicals, and maintain records to contribute to
evidence base.

Educate clients/farmers: botanical treatments are not
“automatic herbal cures”; formulation, dosing, species, disease
severity and standard of care matter.

Integrate botanical use into broader antimicrobial
stewardship:  hygiene, preventive measures (vaccination,
biosecurity), selective therapy, and monitoring of antibiotic use.

1.9. Conclusions

Plant-derived  antibacterials present a  promising
complementary strategy for veterinary medicine, especially for
topical, intramammary, prophylactic and feed-additive applications.
The strongest evidence currently supports essential oil-rich plants
(such as oregano, thyme, eucalyptus), propolis in mastitis, and
phytogenic feed additives in production-animal systems (Wang et
al., 2024; Aminullah et ., 2025). However, routine clinical use in
veterinary practice requires standardised products, robust clinical
trials in target species, safety/residue/withdrawal data, and
regulatory approval frameworks. Future research should prioritise
these gaps and support implementation of botanicals into
antimicrobial  stewardship  programmes. With  appropriate
development, plant-derived antibacterials may become a valuable
component of sustainable animal health management.

2. Antibacterial Nanoparticles and Their Use in Veterinary
Medicine

2.1. Introduction

Antimicrobial resistance (AMR) among animal pathogens is
a critical One Health threat that undermines therapeutic efficacy
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and food safety. Nanoparticles (NPs) have emerged as versatile
antimicrobial agents and delivery platforms that may complement
or potentiate conventional antibiotics through multiple physical and
biochemical mechanisms (Rodrigues et al., 2023; Khalifa et al.,
2025). In veterinary contexts, nanoparticle strategies are proposed
for topical wound care, intramammary therapy, targeted respiratory
delivery, semen preservation, and as functional feed additives- each
application area having distinct efficacy, safety and regulatory
requirements (Castro-Valenzuela et al., 2025; Frippiat et al., 2025).
However, it is important to note that the vast majority of nano-
enabled antibacterial evidence currently derives from in vitro
experiments and early-stage in vivo studies, with limited data from
large-scale clinical trials in veterinary species.

2.2. Rationale and Clinical Needs in Veterinary Medicine

Veterinary practice faces species-diverse physiological
barriers, production constraints and residue concerns that
complicate antibiotic stewardship. NPs proposed to offer several
theoretically attractive advantages: increased local concentration
via topical or intramammary delivery, enhanced penetration into
biofilms and intracellular niches, co-delivery of synergistic
compounds (e.g., essential oils, metal ions, enzymes), and
controlled/extended release that may lower systemic exposure and
residues (Zhou et al., 2024; AlQurashi et al., 2025). However,
benefits must be balanced with particle biodistribution, elimination,
accumulation in edible tissues, and farm-level feasibility (Danchuk
et al., 2023; Ngoepe, 2025; Yang et al., 2025). Moreover, only a
limited number of long-term pharmacokinetic and residue-
depletion studies have been conducted in food-producing animals,
leaving significant gaps in the evidence required for establishing
safe withdrawal intervals.
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2.3. Antibacterial Mechanisms of Nanoparticles: Molecular to
Ecological Scales

2.3.1 Direct Physicochemical Bacterial Disruption

Metal and metal-oxide nanoparticles (Ag, ZnO, CuO, TiO5,)
can disrupt bacterial membranes through direct particle-membrane
interactions, induce oxidative stress (ROS generation), and release
bioactive ions that interfere with essential enzymatic systems
(Khalifa et al., 2025; Rahman et al., 2022). These multi-target
actions reduce the probability that single-point genetic resistance
will completely abrogate efficacy (Khalifa et al., 2025). These
mechanisms are well demonstrated in vitro, but their quantitative
contribution in vivo remains under investigation.

2.3.2 Anti-biofilm Activity And Quorum-Sensing Interference

Many chronic veterinary infections (mastitis, persistent
wound infections, chronic otitis) are biofilm-mediated. In in vitro
models and limited animal studies, NPs can penetrate extracellular
polymeric substances (EPS), deliver antibiofilm agents, or
enzymatically degrade the matrix; when combined with antibiotics,
they can resensitize biofilm microbes to therapy (Mouzakis et al.,
2025; Castro-Valenzuela et al., 2025).

2.3.3 Carrier and Potentiation Functions (Co-Delivery)

Most systems are experimental prototypes, not approved
veterinary pharmaceuticals. Polymeric and lipidic nanosystems
(chitosan, PLGA, liposomes, nanogels) act as carriers that protect
labile drugs from degradation, enhance mucosal uptake, and permit
slow release- features useful for intramammary, topical, or
inhalation routes in veterinary species (Fakhoury et al., 2024; Zhou
et al.,, 2024). Co-encapsulation of antibiotics with metals or
phytochemicals often shows synergistic reductions in MIC values
in vitro (Akdasci et al., 2025; Godoy et al., 2025).
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2.4. Nanomaterial Classes with Veterinary Relevance

2.4.1 Silver Nanoparticles (AgNPs)

AgNPs remain the most extensively examined antibacterial
NP due to broad spectrum activity and established topical use.
Veterinary applications described in the recent literature include
wound dressings, teat dips, semen extenders, and experimental
intramammary formulations (Frippiat et al., 2025; Khalifa et al.,
2025). Persistent concerns are particle persistence in the
environment, dose-dependent cytotoxicity and accumulation in
edible tissues, directing attention to controlled-release and coated
AgNP designs (Frippiat et al., 2025). Regulatory agencies currently
lack standardized thresholds for AgNP residues in milk and meat.

2.4.2 Zinc Oxide (ZnO) and Related Metal-Oxide NPs

ZnO-NPs show potent antibacterial and antibiofilm
activities and are being trialed both topically (wound care) and as
feed supplements (to reduce enteric pathogens and improve
growth). Feed-use ZnO at nanoparticle scale has limited approval
status, with environmental concerns dominating regulatory
decisions. Recent animal trials examine ZnO-NP effects on gut
health, immune markers and parasitic burden; nevertheless,
standardized safety thresholds and environmental fate data are still
being accumulated (Pangprasit et al., 2025; Yang et al., 2025).

2.4.3 Chitosan and Cationic Polymeric NPs

Chitosan is attractive in veterinary medicine because it is
biodegradable, mucoadhesive and intrinsically antibacterial;
chitosan NPs have been evaluated for wound dressings, topical gels
and intramammary carriers, with demonstrated antibiofilm
enhancement and drug-delivery synergy. Antibacterial effects vary
with degree of deacetylation and molecular weight (Akdasc¢i et al.,
2025; Godoy et al., 2025). The polymer’s cationic nature promotes
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interaction with negatively charged bacterial membranes (Akdasci
etal., 2025).

2.4.4 Lipidic Systems and Nanogels

Liposomes, solid-lipid nanoparticles and nanogels are suited
for localized, controlled release of classical antibiotics and
antiseptics. Their biocompatibility and established pharmaceutical
pathways make them promising for conditions such as otitis
externa, dermatologic infections and pulmonary delivery in large
animals. However, only a few formulations have progressed to
controlled animal trials (Fakhoury et al., 2024; Soriano Pérez et al.,
2025; Akdasgi et al., 2025).

2.4.5 Green-synthesized and Hybrid NPs

Plant- or microbe-mediated synthesis of AgNPs and ZnO-
NPs offers potentially lower-cost and more sustainable production
routes with intrinsic capping agents that can modulate toxicity and
antimicrobial profile. Several veterinary mastitis and wound
models have employed green NPs with promising in vitro and
small-scale in vivo results. Batch heterogeneity limits direct
comparison across studies (Jayasri et al., 2025; OndraSovicova et
al., 2025). Standardization and batch reproducibility remain critical
challenges (Jayasri et al., 2025).

2.5. Species- and Application-Specific Evidence (Selected
Examples)

2.5.1 Bovine Mastitis

Mastitis is a high-priority target for nano-therapeutics
because of biofilm formation and the need to reduce antibiotic
residues in milk. Recent in vitro and translational studies report
substantial reductions in planktonic and biofilm burdens of
Staphylococcus aureus and other mastitis pathogens following
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exposure to AgNPs, ZnO-NPs and chitosan NP formulations; a
smaller number of studies evaluate intramammary delivery with
improved local bacterial clearance, though comprehensive milk
residue studies are limited. To date, no nano-enabled
intramammary formulation has regulatory approval (Castro-
Valenzuela et al., 2025; Jayasri et al., 2025).

2.5.2 Companion Animal Dermatology and Wound Care

Topical AgNP and chitosan NP dressings accelerate wound
healing and reduce bacterial load in canine models; nanofiber and
hydrogel systems provide sustained release and moist wound
environments conducive to tissue repair (Godoy et al., 2025; Wafy
et al., 2025). Randomized field trials in clinical populations are still
rare but are increasingly reported (Godoy et al., 2025). Most results
derive from small pilot studies with limited sample size.

2.5.3 Enteric Disease in Piglets And Poultry (Feed Use)

Long-term gut microbiome effects remain insufficiently
studied. ZnO and selected inorganic NPs have been tested as feed
additives in piglets to mitigate post-weaning diarrhea and in poultry
to reduce enteric pathogens, demonstrating growth and gut-
microbiota benefits in some trials. Environmental shedding of
particles and tissue retention are safety concerns that require long-
term and lifecycle studies (Yang et al., 2025; Rusli et al., 2025).

2.5.4 Reproductive Technologies and Semen Preservation

NPs (e.g., AgNP-coated extenders or antioxidant NP
systems) have been trialed to reduce microbial contamination in
semen extenders and to preserve sperm viability while limiting
bacterial overgrowth during storage. These niche applications
combine microbiological control with reproductive performance
metrics (Hodkovicova et al., 2025). Evidence remains preliminary,
with no commercial NP-based extender yet available.

--135--



2.6. Formulation Strategies and Manufacturing Considerations

To maximize clinical safety and efficacy, nanoparticle
formulations should include: (1) defined and reproducible size
distribution and surface charge; (2) biocompatible coatings (e.g.,
PEGylation, polysaccharide capping) to reduce off-target toxicity;
(3) controlled-release matrices for sustained local delivery; and (4)
scalable, GMP-compatible synthesis methods (Mahmoudi et al.,
2025; Motrenko et al., 2025). Green synthesis approaches can
reduce hazardous reagents, but batch-to-batch variability must be
addressed with robust characterization (Mahmoudi et al., 2025;
Jayasri et al.,, 2025). Regulatory agencies increasingly request
detailed impurity profiles and surface chemistry characterization.

2.7. Safety, Pharmacokinetics, Residues and Environmental
Fate

2.7.1 Species-Specific Toxicology and Pharmacokinetics

Nanoparticle absorption, distribution, metabolism and
excretion (ADME) differ across species and routes. For example
ruminant digestive physiology, avian gut transit times, aquaculture
and feline hepatic peculiarities all influence systemic exposure and
toxicity. Controlled PK studies are essential to define therapeutic
windows and establish withdrawal periods for food-producing
animals. Only a few PK studies include full tissue residue depletion
curves needed for withdrawal-time calculations (Danchuk et al.,
2023; Rahman et al., 2022; Yang et al., 2025).

2.7.2 Residue Testing and Method Development

Detection of nanoscale residues in milk, meat and eggs is
analytically challenging. Validated analytical protocols (ICP-MS
for metal quantification, spICP-MS for particle characterization,
chromatographic methods for organics) and matrix-specific
extraction methods must be developed to support regulatory safety
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dossiers. Validated residue methods for nanoparticle forms (not
only dissolved ions) are still scarce (Ngoepe et al., 2025;
Sumarakova and Statsevich, 2025).

2.7.3 Environmental Considerations and Ecotoxicology

Excreted nanoparticles may persist in manure, soil and
water, with potential impacts on microbial ecology and food-chain
transfer. Environmental accumulation modeling remains limited
and often theoretical. Life-cycle analyses and long-term
ecotoxicology studies are required before widespread adoption of
nano-feed additives or dispersible NPs for farm use (Yang et al.,
2025; Motrenko et al., 2025).

2.8. Regulatory Landscape and Pathways to Approval

Regulatory authorities are increasingly attentive to
nanomaterials but have not converged on a single global standard.
Currently, no harmonized global definition exists for ‘nanomaterial’
in veterinary medicinal regulation. For veterinary therapeutics,
sponsors must supply particle characterization, toxicology, PK,
residue studies, and environmental risk assessments. Where nano-
enabled products are intended for food animals, demonstration of
safe withdrawal intervals and validated residue assays is
mandatory. Harmonized guidance and case studies from national
regulatory bodies will accelerate translation (Ngoepe et al., 2025;
Frippiat et al., 2025; Sumarakova and Statsevich, 2025).

2.9. Practical Guidance for Practitioners and Researchers

a. Prioritize topical and localized applications first (wound
dressings, teat dips) where systemic residues are minimal and local
efficacy can be robustly measured (Castro-Valenzuela et al., 2025).
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b. Use standardized, well-characterized formulations from
reputable manufacturers; avoid ad-hoc or wuncharacterized
“homemade” NPs in clinical practice (Mahmoudi et al., 2025).

c. Monitor treated animals for adverse events and record
outcomes to contribute to post-market surveillance and evidence
generation (Akdasci et al., 2025).

d. In food animals, ensure veterinary oversight and
compliance with local residue/withdrawal rules before use
(Sumarakova and Statsevich, 2025).

2.10. Recommended Study Designs for Veterinary Medicine

Most published studies lack power calculations or blinded
outcome assessment; future trials should incorporate these
elements. To support regulatory approval and clinical adoption,
investigators should design:

Phase II/IIl randomized controlled field trials in target
species with clinically relevant primary endpoints (cure, relapse
rate, production metrics).

Comprehensive PK/PD studies for each route/species
including tissue residue kinetics.

Ecotoxicology and manure/soil fate studies for feed
additives or dispersible NPs.

Comparative cost—benefit analyses evaluating replacement
or adjunctive use vs standard of care (Zhou et al., 2024; Mouzakis
et al., 2025; Mahmoudi et al., 2025).

2.11. Case Vignettes (Concise)

Intramammary nano-teat dip (experimental, preliminary
pilot study; not generalizable)- A plant-mediated AgNP teat dip
reduced new intramammary infection incidence in a small dairy
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herd pilot, but milk Ag analyses indicated transient increases that
required establishment of a withdrawal interval (Jayasri et al.,
2025).

Canine wound nanogel- A chitosan-based nanogel
combined with a broad-spectrum antibiotic shortened time to
epithelialization and reduced bacterial counts in an experimental
dog wound model, suggesting potential to reduce systemic
antibiotic days (Godoy et al., 2025).

2.12. Future Directions and Concluding Remarks

Nanoparticle technologies have matured rapidly and have
generated robust preclinical evidence across multiple veterinary
domains (wound care, mastitis, reproductive tech, feed additives).
Translation to practice will depend more on safety, residue
clearance, and regulatory validation than on additional antibacterial
demonstrations. The major translational bottlenecks are
safety/residue data, environmental fate, standardized manufacturing
and regulatory clarity rather than lack of antibacterial activity.
Interdisciplinary consortia (veterinary clinicians, nanotoxicologists,
analytical chemists, regulators) will be necessary to move
promising formulations from bench to barn and clinic. If
implemented carefully, nano-enabled antibacterials could become
an important adjunct within veterinary antimicrobial stewardship
programs (Yang et al., 2025).
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