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ONSOZ

Son yillarda ¢oklu ilag direngli A. baumannii suslar1 diinya ¢apinda
yayilmaktadir. Bu suslar, uzun hastanede kalis siiresi, artan maliyetler ve yiiksek 6liim
oranlarina neden olmaktadir. Bakteriyofajlar, 6zellikle konak¢1 bakterilere saldirip
onlar1 oOldiirebilen virlislerdir. Antibiyotige direngli bakteriyel enfeksiyonlarin
yayginligi nedeniyle faj tedavi ¢aligmalarinda yiikselis yasanmaktadir. Geleneksel
antibiyotik tedavisine alternatif olarak fajlar, konakg1 spesifikligi, lokal mikrobiyota
tizerindeki minimal etkileri, konakg¢1 bakterilerde kendi kendine replikasyon ve kritik
yan etkilerinin olmamasi gibi avantajlara sahiptirler. Calismamizda 6nemi her gegen
gun artan direncli A. baumannii enfeksiyonlarina karsi, tedavide alternatif olabilecegi
diistiniilen faj terapisine katkida bulunmak amaciyla hastane enfeksiyonu etkeni A.
baumannii suslarina 6zgii litik bakteriyofajlarin elde edilmesi ve tedavide kullanim
potansiyelinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu galisma Ankara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 18L0237009 numarali proje ile

desteklenmistir.

Tez ¢alismam sirasinda bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, bana yardimci
olup desteklerini daima hissettiren degerli danismanlarim Prof. Dr. Nurten
ALTANLAR, Prof. Dr. Sulhiye YILDIZ ve Dog¢. Dr. Banu KASKATEPE’ye

tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel ¢aligmalarim sirasinda bilgileriyle yol gosteren Dr. Ogr. Uyesi Evren
Doruk ENGIN’e, ¢alisma arkadaslarim Dr. Ogr. Uyesi Merve Eyliil KIYMACI ve
Aras. Gor. Duygu SIMSEK ’e tesekkiirlerimi sunarim.

Bu zorlu suregte sozleriyle beni cesaretlendiren sevgili esime, sevgilerini hep

tizerimde hissettigim canim annem, babam ve ogluma sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Acinetobacter tiirleri arasinda Acinetobacter baumannii ( A. baumannii ) diinya
capinda en 6nemli hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda yer almaktadir. Baslarda bu
Gram negatif kokobasilin, diisiik dereceli patojen oldugu disiiniilmiis olsa da 2004
yilinda Irak ve Afganistan'da gorev yapan askerlerde aniden yiiksek oranda
bildiriminin yapilmasi ile dikkat cekmis ve ‘iragibacter’ olarak da adlandirilmistir (Lee
ve ark., 2017).

Bircok raporda, A. baumannii’nin antimikrobiyallere karsi hizla direng
gelistirdigi ve idrar yolu, kan dolasimi, cilt ve yumusak dokuda 6nemli firsatci
enfeksiyonlardan sorumlu bir patojen oldugu bildirilmistir (McConnell ve ark., 2013).
Ozellikle yogun bakim f{initelerinde antibiyotiklerin yogun kullanimi ve yatis
strelerinin uzamasi nedeniyle antibiyotik diren¢ oranlar1 artmaktadir. Coklu ilag
direncli A. baumannii enfeksiyonlarinda karbapenemler tedavi de kullanilirken, son
yillarda artan karbapenem direnci A. baumannii tedavisinde sorun olusturmaktadir

(Morris ve ark., 2019).

Tum dinyada artan antibiyotik direncine paralel olarak ortaya ¢ikan tedavi
basarisizliklar1 ile yeni tedavi segeneklerine yonelim giderek artmaktadir. Yapilan
caligmalarda bakteriyofaj terapisi 6ne ¢ikan alternatif tedavi yontemleri arasindadir
(Lyon, 2017). Bakteriyofaj terapisi, yalnizca bakteriyel hiicrelere saldiran
bakteriyofajlarin, bu benzersiz 6zelliklerini kullanarak bakteriyel enfeksiyonlari tedavi
etme yontemidir (Sulakvelidze ve ark., 2001). Litik bakteriyofajlar belirgin
antibakteriyel etkileri bakimidan antibiyotiklere benzemektedirler. Tedavi amaciyla
olusturulmus bakteriyofaj preparatlarinin antibiyotiklere gore bir takim avantajlar1 ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bakteriyofajlarin dogal mikrobiyotay1 korumasi, toksik
olmamasi, ucuz ve kolay elde edilebilir olmasi, uygulanma bigiminden bagimsiz

etkene 6zgu olarak nerede ihtiya¢c olursa oraya go¢ etmesi ve orada g¢ogalmasi,

1



biyofilm Uzerinde etkin olmasi, antibiyotik direncinden bagimsiz aktivite gostermesi
gibi avantajlariin yaninda dezavantajlar1 da mevcuttur. Etki spektrumunun dar olmas1
ve bakteriyofaj tedavisi oncesi bakteriyofaj/etken iligkisinin tanimlanmamis olmasi,
lizojenik bakteriyofajlarin bakteri DNA’sinda degisikliklere neden olarak direncli
bakteriler ortaya c¢ikarma potansiyeli ve klinik c¢alismalarin yetersizligi gibi
dezavantajlar1 nedeniyle hastane uygulamalar1 hala ¢ok sinirlidir (Wittebole ve ark.,
2014). Ancak kisiye 0zgu antibiyotik tedavi uygulamasi gerekliliginin vurgulandig
glinlimiizde kisiye 6zgii bakteriyofaj terapisi, 6zellikle etkenin belirlendigi vakalarda
ve ¢oklu direng gelistiren mikroorganizmalarla olusan enfeksiyonlarda en umut vaat

eden yollardan biri olarak gorilmektedir.

Calismamizda 6nemi her gecen giin artan direngli A. baumannii enfeksiyonlarina
karsi, tedavide alternatif olabilecegi disiiniilen faj terapisine katkida bulunmak
amaciyla hastane enfeksiyonu etkeni A. baumannii suslarina ozgi litik
bakteriyofajlarin elde edilmesi ve tedavide kullanim potansiyelinin aragtirilmasi
amaglanmistir. Bu amagcla farkli ¢evresel su drneklerinden litik bakteriyofajlar izole
edilmis, elde edilen bakteriyofajlardan genis spektrumlu ve litik aktivitesi ylksek
olanlar secilerek karakterize edilmis ve tim genom dizileri elde edilerek A. baumannii

biyofilmlerine karsi etkinligi degerlendirilmistir.

1.1. Acinetobacter Turlerinin Tarihcge ve Taksonomisi

Guniimlzde Acinetobacter cinsinin Uyesi olarak tanimlanan gram negatif,
nonfermantatif bakteriler en az 50 farkli jenerik ad altinda uzun bir taksonomik
degisim siirecine maruz kalmiglardir. Bunlardan en iyi bilinenleri; Micrococcus
calcoaceticus, Herellea vaginicola, Mima polymorpha, Bacterium anitratum,
Achromobacter, Alcaligenes, Moraxella glucidolytica ve Moraxella lwoffii’dir
(Bergogne-Bérézin ve Towner, 1996; Harding ve ark., 2018).



Acinetobacter turlerinin gunimuze kadar 33 genotipi tespit edilmistir. Bu
tirlerin ¢ogu dogal gevrede bulunmaktadir ve insanda hastalik olusturmazlar. Bu
bakteri tlrlerini fenotipik yontemlerle ayirt etmek zor oldugu i¢in tanimlamada bazen
Acinetobacter calcoaceticus— A. baumannii kompleks terimi kullanilmaktadir
(Gordon ve Wareham, 2010). Genotip 1 (A. calcoaceticus), genotip 2 (A. baumannii),
genotip 3 ve genotip 13 den olusan ve A. calcoaceticus— A. baumannii kompleksi
olarak adlandirilan gruplar klinik éneme sahiptir (Garnacho-Montero ve Amaya-
Villar, 2010). A. baumannii, A. nosocomialis ve A. pittii en sik izole edilen hastane
tarleridir. A. baumannii bu tiirler arasinda en sik ve 6nemli klinik tablolara yol acan
tirdur (Wallace ve ark., 2016).

1.1.1. Mikrobiyolojik Ozellikler

Moraxellaceae  ailesi  igerisinde  yer alan  Acinetobacter  cinsi
bakteriler, mutlak aerobik, 1-1,5 pm x 1,5-2,5 pm boyutunda pleomorfik
kokobasillerdir. Tlk izolasyon ve doku kiiltiirlerinde kokobasil, takip eden pasajlarda
ve penisilinli ortamda ¢omak seklinde gortlmektedirler. Hareketsiz, oksidaz-negatif,
katalaz-pozitif ve glukozu fermente etmeyen bakterilerdir. Zor boyanirlar, bu nedenle
bazen Gram pozitif olarak tanimlanirlar. Cogu Acinetobacter turl, amonyum veya
nitrat tuzlar1 ve tek bir karbon igeren basit bir mineral ortaminda blyuyebilmektedir.
Acinetobacter’ler kanli agar ve triptik soya agar gibi besiyerlerinde 37 °C’de soluk sar1
ile grimsi beyaz, pirlzsiz, mukoid Kkoloniler olusturmakta, Eozin
metilen  blue (EMB) agarda mavi gri renkli  koloni  morfolojisi
gostermektedirler. Bu besiyerinin yani sira Herellea agar (HA)’da uguk eflatun renkte;
Leeds Acinetobacter medium (LAM)’da pembe renkte koloniler olusturmaktadir. Bazi
cevresel tiirlerde kahverengi pigment olusumu gozlenmistir (Bergogne-Bérézin ve
Towner, 1996; Bonomo ve Szabo, 2006; Moubareck ve Hammoudi, 2020; Peleg ve
ark., 2008).



1.1.2. Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Acinetobacter’ler farkli 1s1 ve pH kosullarinda uzun siire canliligini siirdiirebilen,
kuruluga dayanikli; toprak ve suda serbestge yasayabilen mikroorganizma tirleridir.
Cok sayida calisma; telefon kollari, kap1 itme plakalari, hasta ¢izelgeleri, yatak
carsaflari, masa tablalari, hastane zemini dahil cansiz yiizeylerde uzun sire hayatta
kaldigin1 gostermistir (Tewari ve ark., 2018). Bazi saglikli bireylerde normal
mikrobiyota Uyesi olarak gortlebilmekte olup, insan viicudunda genelde deri, koltuk
alt1 ve kasik gibi bolgelerde ayrica farinkste, insan solunum yolu salgilarinda, idrar ve

bagirsakta da rastlanmaktadirlar (Seifert ve ark., 1997; Villar ve ark., 2014).

Acinetobacter tiirleri arasinda A. baumannii diinya ¢apinda en 6nemli hastane
enfeksiyonu etmenleri arasinda yer almakta ve neden oldugu enfeksiyonlardaki artis
ve coklu ila¢ direnci nedeniyle 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak karsimiza
cikmaktadir (McConnell ve ark., 2013). A. baumannii &zellikle yogun bakim
unitelerinde Uriner sistem, bakteriyemi, menenjit, ventilatorle iliskili pnémoni ve yara
enfeksiyonlar1 gibi 6nemli hastane enfeksiyonlarina neden olan firsat¢i bir patojendir.
Ayrica, toplum kokenli A. baumannii enfeksiyonlarinin sikligi da giderek artmaktadir
(Lin ve Lan, 2014; Richards ve ark., 2015).

A. baumannii kolonizasyonu veya enfeksiyonu i¢in hastanede uzun yatis siiresi,
yogun bakim iinitesinde (YBU) kalis, yakin zamanda cerrahi girisim gecirme,
parenteral beslenme, invaziv girisimler, mekanik ventilasyon, cithaz kullanimi (kalict
kateter, endotrakeal tip veya nazogastrik tiip), huzurevinde kalma ve genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi bilinen risk faktorleri arasinda yer almaktadir (Fishbain ve Peleg,
2010). A. baumannii enfeksiyonlarmin yayilmasinda en 6nemli nedenler siklikla
ventilasyon ekipmanlari, klimalar, hasta yataklari, hastane personelinin elleri veya
cevresel kontaminasyona bagli enfeksiyon kontrol uygulamalarindaki hatalar

nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (Moubareck ve Hammoudi, 2020; Ozsoy ve ark., 2019).



Uzun siire canli ve cansiz ylizeylerde hayatta kalma yetenegi ve karbapenemler
de dahil olmak Uzere birden fazla antibiyotige direncin tedaviyi zorlagtirmasi, A.
baumannii'nin 6nemli insan patojenleri arasinda yer almasini saglamigtir (Martin-

Aspas ve ark., 2018).

Bu bakterinin neden oldugu enfeksiyonlart kontrol etmek igin etkin stratejiler
tasarlanmakta, fenotipik ve genotipik teknikler kullanilmaktadir. Fenotipik teknikler
arasinda biyokimyasal testler, faj tiplemesi, immiunoblotlama, protein analizi,
bakteriyosin tiplemesi ve antimikrobiyal diren¢ paternlerinin tanimlanmasi yer
almaktadir. Bu teknikler, Acinetobacter suslarini tanimlama ve ayirt etmek igin yeterli
degildir. Kaynak ve dagitim yollarini belirleyemezler ve yaygin izolatlarin yayilmasini

kontrol etmede etkili 6nlemler saglamazlar.

Gunimduzde, spesifik molekiler belirtegler kullanilarak yapilan genotipik
teknikler Acinetobacter tirlerinin tiplendirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu teknikler arasinda ribotipleme, plazmid analizi, kromozomal Restriksiyon Parca
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Rastgele amplifiye polimorfik DNA analizi (RAPD),
Arbitrarily PCR (APPCR), Repetitive extragenic palindromic PCR (REP-PCR),
Enterobacterial Repetetive Intergenic Consensus PCR (ERIC-PCR) ve Pulse-field jel
elektroforezi (PFGE) bulunmaktadir (Maleki ve ark., 2017). Diger yontemlerle
karsilastirildiginda, polimeraz zincir tepkimesi (PCR) tabanli parmak izi

yontemlerinin uygulanmasi daha kolay ve uygun maliyetlidir (Aljindan ve ark., 2018).

A. baumanni'de, simetrik elementler olarak adlandirilan tekrar dizileri mevcuttur
ve genellikle DNA'nin kodlamayan pargasinda gorilmektedir. Bu tekrar dizilerinin
degisken sayis1 ve uzunlugu ile ilgili olarak bazi primerler tasarlanmistir. Her izolat
icin elde edilen bantlarin uzunlugu ve sayist degiskendir ve suglar bantlarin

cesitliligine gore gruplandirilabilmektedir (Falah ve ark., 2019).



1.1.3. Patojenez ve Virilans Faktorleri

A. baumannii'nin patojenitesinden sorumlu gesitli viriilans faktorleri fenotipik ve
genotipik yontemlerle gosterilmis olmakla birlikte, diger Gram-negatif patojenlere
kiyasla nispeten daha az sayida viriilans faktorii tanimlanmistir. Dis membran
porinleri, proteazlar, lipopolisakkaritler, kapsuler polisakkaritler, protein sekresyon
sistemleri ve demir-selatlama sistemleri Olmak iizere g¢esitli viriilans faktorleri
bulunmaktadir (Lee ve ark., 2017; McConnell ve ark., 2013).

1.1.3.1. Porinler

Porinler, hiicresel gecirgenligin duzenlenmesinden sorumlu dis zar
proteinleridir. OmpA, bir B-barrel porindir ve dis zarda en fazla bulunan porinlerden
biridir. OmpA’nin biyolojik 6zellikleri in vitro sistemlerde iyi karakterize edilmistir.
Saflastiriimis OmpA, konak epitel hiicrelerini baglamakta, mitokondriyi hedeflemekte
ve sitokrom c ve apoptozis indukleyici faktor gibi proapoptotik molekulleri serbest
birakarak apoptozu indiiklemektedir (Choi ve ark., 2005; Lee ve ark., 2017).

OmpA ayrica fibronektin ile etkilesime girerek epitelyal hiicrelere tutunmada,
invazyonunda 6nemli bir rol oynar ve insan serumundaki faktor H'ye baglanir, bu da
A. baumannii'nin kompleman aracili 6ldiirmeden kagmasina izin verebilmektedir
(Gaddy ve ark., 2009; Smani ve ark., 2012). OmpA, yiizey hareketliligini ve biyofilm
olusumunu kolaylastirarak A. baumannii'nin hayatta kalimin1 ve kaliciligini

artirmaktadir (McConnell ve ark., 2013).

Bir su gegis kanali gorevi goren 33-36-kDa Omp proteini (Omp34), A.
baumannii sitotoksisitesiyle iliskili bir bagka dis zar porinidir. Yapilan bir ¢alismada,

Omp34 delesyonunun, susun insan akciger epitel hiicrelerine yapismasini,



invazyonunu ve dolayisiyla bu hiicrelerde sitotoksisitesini énemli Olclde azalttig

tespit edilmistir (Smani ve ark., 2013).

Omp22'nin A. baumannii patojenitesine katkisi heniiz belirlenmemis olsa da as1
gelistirme ¢alismalarinda kullanmak i¢in yeni, korunmus ve giivenli bir antijen olarak

tanimlanmistir (Huang ve ark., 2016).

1.1.3.2. Kapsuler Polisakkarit ve Lipopolisakkaritler

Diger tiim dis membran bilesenlerine benzer sekilde, Lipopolisakkarit (LPS),
Lipooligosakkarit (LOS) ve kapsiiliin tamami sitoplazmada sentezlenir ve 06zel
proteindz sistem ile hiicre zarfinin dis kismina yerlestirilmistir. A. baumannii LPS’i,
bir lipit A pargasi, karbonhidrat ¢ekirdek ve tekrarlayan O-antijenlerini igcermektedir.
Buna karsilik, LOS O-antijen igermez ve bunun yerine genisletilmis g¢ekirdek

oligosakaritlere sahiptir (McConnell ve ark., 2013; Morris ve ark., 2019).

Lipid A, LPS ve LOS'un immiin sistemi uyarici bilesenidir ve daha dnce tiim
Gram negatif bakteriler igin gerekli oldugu diistiniilmiistiir. Ancak son on yilda, daha
once sadece Neisseria meningitidis ve Moraxella catarrhalis’de oldugu diisiiniilen,
lipid A yoklugunda hayatta kalabilme 6zelligine sahip U¢uinci Gram negatif patojenin

A. baumannii oldugu belirlenmistir (Morris ve ark., 2019).

Kapsiil, hiicre dis yiizeyinde koruyucu bir tabaka olusturmaktadir. Katyonik
antimikrobiyal peptitlere ve seruma karsi dirence aracilik eder ve in vivo ortamda
hayatta kalmayi artirir. Kapsil Gretimi, belirli antibiyotikler (kloramfenikol ve
eritromisin) de dahil olmak iizere ¢cevresel uyaranlara yanit olarak, BfmRS iki bilesenli
diizenleyici sistem (TCS) tarafindan negatif olarak dizenlenir ve bu da artan

ekspresyon ve antimikrobiyal direngle sonuclanmaktadir (Geisinger ve Isberg, 2015).



Ayrica, kapsiiliin varhigi veya yoklugu, Acinetobacter fenotipik degisimiyle de
iliskilendirilmistir. Bu sayede opak virlilan form gelismis kapsiil Uretimi ile karakterize
edilirken iki kat daha az kapsul Uretimi yapan yari saydam form aviriilan olarak
nitelendirilmistir (Chin ve ark., 2018).

1.1.3.3. Fosfolipazlar

Fosfolipazlar iyi bilinen virlilans faktorleridir ve Acinetobacter’ler hem
fosfolipaz C hem de D enzimlerini kodlar. A. baumannii, tim( 6karyotik membran
bileseni olan fosfatidilkoline yonelik substrat spesifikligine sahip iki fosfolipaz C ve
ii¢ fosfolipaz D enzimini kodlamaktadir (Morris ve ark., 2019). ilging bir sekilde, her
iki enzim de ferrik alim diizenleyici (Fur) tarafindan transkripsiyonel olarak
dizenlenmekte ve insan eritrositlerine karsi hemolitik aktivite gostermekte, bu da
demir alimina yardime1 olmaktadir. Bu dnemli role uygun olarak fosfolipaz C, ATCC
19606, ATCC 17978, ACICU, AYE ve AB0057 de dahil olmak iizere ¢ok sayida susta
korunmaktadir (Fiester ve ark., 2016). Benzer sekilde, ii¢ fosfolipaz D geni serum
direnci, epitel hiicre istilas1 ve in vivo patogenez ile iliskilidir. Benzerliklerine ragmen,
Stahl ve ark. (2015), Galleria mellonella larva modelinde yaptiklar: bir ¢aligmada
fosfolipaz D2'nin diger ikisine gore, invazyon i¢in daha 6nemli oldugu goésterilmistir.
Sadece U¢ enzimin de silinmesi durumunda virllansta sira dis1 kusurlar olusmustur
(Stahl ve ark., 2015).

1.1.3.4. Sekresyon Sistemleri

A. baumannii'de sekresyon sistemleri, proteinlerin hiicre yilizey yapilarindan
salgilanmasi ve gevre ve konakgilarla etkilesimine izin vermektedir. Bu nedenle tedavi
hedefleri olarak kullanilirlar. Cok ¢esitli salgi sistemleri bulunmaktadir (Moubareck
ve Hammoudi, 2020).



Tip I salgilama sistemi (T1SS), proteinleri sitozolden hiicre dis1 ortama tastyan
ucll bir sistemdir (Morris ve ark., 2019). A. baumannii ayrica birden fazla efektor
proteini disa aktarmak i¢in bir tip II salgilama sistemi (T2SS) kullanmaktadir. Bu iki
asamali salgilama siirecinde, genel salgilama yolu (Sec) veya Twin-arginin (Tat)
sistemi, patojenin i¢ zar1 boyunca bir N terminali salgilama sinyali olan proteinleri
iletir. Daha sonra, salgi sinyali kaldirilir ve T2SS makinesi, katlanmis proteinleri
hiicrenin disina salgilar (Sandkvist, 2001). T2SS efektorleri arasinda; CpaA, LipA ve
LipH bulunur; burada LipA ve LipH, ekzojen lipidlerin kullanimi i¢in gerekli olan
lipazlardir ve CpaA, fibrinojeni ve faktor V'yi ¢inkoya bagl bir mekanizmada bozan
ve kan pihtilagsma yollarini olumsuz etkileyen bir metalo-endopeptidazdir (Tilley ve
ark., 2014).

Tip IV salgilama sistemi (T4SS), DNA'nin, plazmitlerin ve diger mobil genetik

Ogelerin konjugatif transferinden sorumludur (Liu ve ark., 2014).

Bircok Gram-negatif bakteri gibi, A. baumannii’de protein toksinlerini temasa
bagli bir sekilde diger bakterilere enjekte edebilen ve boylece polimikrobiyal
enfeksiyonlarda 6nemli olan, ¢ok bilesenli bir salgi modeline sahip tip VI salgilama
sistemini (T6SS) kodlamaktadir (Hood ve ark., 2010). Birlestirilmis T6SS sistemi,
tipik olarak kendi kendine zehirlenme olmaksizin diger bakterileri hedef alan efektor
proteinin salinmasina izin vermektedir. A. baumannii'de T6SS, nikleazlar,
peptidoglikan hidrolazlar veya hiicre zar1 aktif toksinler gibi toksinler Ureterek diger
bakterilere saldirabilmektedir (EIhosseiny ve Attia, 2018; Fitzsimons ve ark., 2018).

Tip V sekresyon sistemi (T5SS) (ototransporterler), Gram negatif bakterilerde

en basit ve en yaygin sekresyon sistemidir. Trimerik ototransporter (Ata), A.
baumannii'de tanimlanan ilk salgi sistemidir. Ata, insan matriks bilesenlerine,
ozellikle kollajene baglanmaya aracilik eder ve ayrica biyofilm olusumu/bakimi ve
viriilans ile iliskilendirilmektedir. Bu proteinin silinmesi, ATCC 17978'in biyofilm
9



olusturma yetenegini Onemli Olglide azaltmis ve in vivo viriilans1 tamamen

zayiflatmistir (Bentancor ve ark., 2012).

T6SS'ler hem 6karyotik hem de prokaryotik hiicreleri hedefleyebilir, ancak
Acinetobacter'de T6SS yalnizca diger bakterileri hedef almaktadir. Ilging bir sekilde,
bakteriyel rekabetteki roliine ragmen, aktif T6SS'li klinik izolatlar, yiiksek oranda
bagisiklig1 baskilanmis hastalardan izole edilebilmektedir. Bunun, rekabet eden diger
patojenlere  karsi  bakterisidal  aktivitelerinden = kaynaklaniyor  olabilecegi

diistiniilmektedir (Fitzsimons ve ark., 2018).

1.1.3.5. Metal Alim Sistemi

A. baumannii'nin patojen olarak kaliciligina katkida bulunan 6nemli bir faktor
de, demir, manganez ve ¢inko dahil olmak iizere konakg1 besinleri yakalayabilme ve
boylece konakgr tarafindan olusturulan smirli metal ortamma uyum saglama
yetenegidir (Tipton ve Rather, 2017). A. baumannii’de demir yakalamak icin
sideroforlar olarak bilinen yiiksek afiniteli demir selatlama molekiil kiimesi

bulunmaktadir (Morris ve ark., 2019).

A. baumannii suslar1 bes farkli sideroforu (demir selator proteini) kodlamaktadir.
Klme 1, sekiz genden ve bir MFS ailesi disar1 akis pompasindan olugsmaktadir. Kiime
2 (yalnizca ATCC 17978'de mevcuttur) ayr1 bir MFS ve MATE disar1 akis pompasina
sahip 15 geni igerir, kiime 3, iyi karakterize edilmis asinetobaktin ve ABC disar1 akis
pompasidir, kiime 4 yalnizca 8399 susunda bulunur ve kime 5, ATCC 17978 haricinde

cogu susta mevcuttur (Eijkelkamp ve ark., 2011).

Benzer sekilde, Fur, demir-siilfiir kiimesi birlestirme sisteminin (Isc) veya diger

varsayllan demir tasiyicilarin (FeoA) bozulmasi, azalmis bakteriyel biyofilm
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olusumuna, oksidatif stres direncine ve in vivo patogeneze yol agmaktadir (Alvarez-
Fraga ve ark., 2018).

Demire benzer sekilde, ¢inko biyolojik olarak 6nemlidir ve ¢esitli proteinler igin
hem dogal bir katalizér hem de kofaktor olarak hareket etmektedir (Hood ve Skaar,
2012). A. baumannii, ZnuABC tasiyicisi ve ZigA GTPaz'dan olusan yiiksek kapasiteli
bir ¢inko temizleme sistemine sahiptir. ZnuABC hiicre i¢i ¢inko alimini saglarken,
ZigA c¢inko metabolizmasindan sorumludur. A. baumannii, ZnuABC tasiyicisinin ve
Zur tarafindan transkripsiyonel olarak kontrol edilen ZigA GTPaz'in aktivitesiyle
hicre i¢i ¢cinko konsantrasyonlarini diizenlemektedir (Nairn ve ark., 2016).

A. baumannii tarafindan manganez sinirlamasinin tstesinden gelmek igin
kullanilan mekanizmalar daha az anlasilmis olsa da, direngle iliskili makrofaj proteini
(NRAMP) ailesine ait bir tagiyicinin, kalprotektin varliginda manganez birikimini ve

biiyiimesini kolaylastirdig1 varsayilmaktadir (Moubareck ve Hammoudi, 2020).

1.1.3.6. Biyofilm Olusturma ve Cogunlugu Algilama (Quorum Sensing)

Tum virtlans faktorleri arasinda, biyofilm olusumu, organizmay1 ¢oklu ilaca
direncli hale getirerek A. baumannii patogenezinde 6nemli hale gelmistir. Biyofilmler,
su kanallar1 ile dagilmis heterojen bir protein matrisi, niikleik asitler, polisakkaritler
ve bakteriyel mikrokolonilerden olusan dinamik bir topluluktur (Hall-Stoodley ve ark.,
2004). Biyofilmler, hiicre dist1 bir madde igine alinmis mikroorganizmalarin,
kendilerini kuruma, bagisiklik sistemi ve antibiyotikler dahil olmak (izere streslere
kars1 direngli hale getirmek i¢in olusturduklari mikro topluluklaridir. Biyofilmler
ayrica A. baumannii'deki patojen-konak etkilesimlerine aracilik etmektedir (Doi ve
ark., 2015; Moubareck ve Hammoudi, 2020).
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A. baumannii, hem biyotik hem de abiyotik ylizeylerde biyofilmler olusturarak
kalic1 tibbi cihazlarda, hastane ylizeylerinde veya bagka sekilde elverissiz kosullarda
hayatta kalmay1 tesvik etmektedir. Biyofilm olusumu, ilk baglanma ile baslayan,
hlcrelerin mikrokolonilere giiglii bir sekilde yapigsmasi ve toplanmasi ile devam eden,
ardindan biyofilm biiyiimesi ve olgunlagsmasinin gergeklestigi, cevreye hiicre yayilimi
ile sonlanan ¢ok asamali bir siiregtir (Hall-Stoodley ve ark., 2004). Titanyum ve
polistiren gibi tibbi yiizeylere yapisma kabiliyetleri ile abiyotik yiizeylerde biyofilm
olusturabilmeleri, hastane ortamlarinda bu patojenin basarisina katkida bulunmustur

(Brossard ve Campagnari, 2012).

Cogu A. baumannii, gen ekspresyonunu etkileyen ve antibiyotiklere yanit olarak
koruyucu bir kapsiil olusturmayi saglayan bir molekiil agi olan BfmRS, iki bilesenli
duzenleyici sistem (TCS) tarafindan diizenlenen, Csu pili olarak bilinen bir
saperon/usher pilus sistemine sahiptir. Sistem ayrica hiicre baglanmasini
kolaylastirmak igin pili olusumuna aracilik etmektedir (Greene ve ark., 2016). Baska
bir TCS olan GacSA, Csu gen ekspresyonunu etkileyebilmekte ve bu nedenle
patojenin biyofilm olusturma kabiliyeti iizerinde dolayli bir etkiye sahip
olabilmektedir. A. baumannii'nin biyofilm olusumuna yardimci olan bir diger 6nemli
faktor, bircok Gram-negatif bakteri tiri tarafindan iiretilen ve yapisma ve agregasyon
icin gerekli olan ekzopolisakkarit poli-f-1,6-N-asetilglukozaminin (PNAG) uretimidir
(Choi ve ark., 2009; Tomaras ve ark., 2008).

Pek cok rapor, cogunlugu algilama sisteminin biyofilm olusumunda 6nemli bir
rol oynadigini One siirmektedir. Cogunluk algilama sistemi, genellikle
otoindukleyiciler olarak bilinen sinyal molekdllerinin Uretimi yoluyla populasyon
yogunlugunu korumak igin bakteriler arasinda bir iletisim seklidir. Bunlar, motiliteyi,
biyofilm olusumunu ve diger Ozellikleri diizenlemekten sorumlu olan N-acil
homoserin laktonlar1 (AHL) igeren hormon benzeri bilesiklerdir. A. baumannii'deki
cekirdek algilama dongiisli, Abal indiikleyicisinin yani sira aynt kdkenli AbaR
reseptorinu icermektedir. Abal geni tarafindan kodlanan Abal, sinyal AHL

molekiilleri {ireten bir otoindiiktér sentaz olarak islev gdren bir sensor proteinidir.
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AbaR, AHL'lere baglanma iizerine bir dizi reaksiyonu indiikleyen bir reseptor proteini
olarak islev goriir. Bu baglanma, pozitif geri besleme dongiisii tarzinda daha fazla
AHL fretimini tetikler ve bu da biyofilm olusumunun diizenlenmesiyle

sonuclanmaktadir (Saipriya ve ark., 2020; Whiteley ve ark., 2017).

1.1.3.7. Penisilin Baglayan Proteinler

Penisilin baglayici proteinler (PBP) en yaygin olarak B-laktam antibiyotiklere
baglanma ve etkisizlestirme ile iligkilidirler. Bununla birlikte, PBP'ler ayn1 zamanda
peptidoglikan tabakasinin biyosentezinin son asamalarina da katilir ve bdylece
bakteriyel hiicre stabilitesine katkida bulunmaktadirlar (Sauvage ve ark., 2008).
Varsayilan diisiik molekiil agirlikli penisilin baglayict protein PBP7/8'i kodlayan,
pbpG genine, bir transpozon eklenerek olusturulmus bir A. baumannii mutantinda
azalmis bliylime gozlendigi ve hem yumusak doku enfeksiyonu hem de pnémoninin
fare modelinde azalmig biiyiime ve hayatta kalma orani gosterdigi gozlenmistir (Russo

ve ark., 2008).

1.1.4. A. baumannii’nin Olusturdugu Enfeksiyonlar

Yukarida bahsedildigi iizere, A. baumanni stresli ortamlari ve ¢ok sayida
antibiyotik smifin1 tolere etme egilimindedir, bu da o6zellikle kritik hastalarda
nozokomiyal bir patojen olarak hayatta kalmasini ve yayilmasini saglayarak morbidite

ve mortalitenin artmasina katki saglamaktadir (Antunes ve ark., 2014).

A. baumannii hastane kokenli enfeksiyonlarin onemli etkenlerindendir ve
Ozellikle coklu ilag direncli hastane enfeksiyonu etkenleri arasinda giderek artan

oranlarda bildirilmektedir. Son yillarda solunum yolu, kan dolagimi, deri ve yumusak
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doku, idrar yolu ve merkezi sinir sistemini iceren sorunlu A. baumannii enfeksiyonlari

ortaya ¢ikmistir (Moubareck ve Hammoudi, 2020).

1.1.4.1. Solunum Yolu Enfeksiyonlari

Hastane kaynakli pnémoni, A. baumannii enfeksiyonunun en yaygin klinik
belirtisidir. Liibnan'daki {igiincii basamak bir bakim merkezinde yapilan yedi yillik bir
calismada MDR A. baumannii izolatlari arasinda en yaygin enfeksiyon bdlgesi
solunum yolu (% 53,1), ardindan cerrahi yara (% 18,8), kan (15,6 %) ve idrar (% 10,2)
oldugu bulunmustur (Kanafani ve ark., 2018). Bu enfeksiyonlar en tipik olarak, yogun
bakim ortaminda mekanik ventilasyon uygulanan hastalarda ortaya ¢ikmaktadir. A.
baumannii'nin neden oldugu ventilatdr iliskili pndmoninin (VIP), hava yolunun
cevresel etkenlere maruziyetinden kaynaklandigi ve bunu takiben pndmoni gelistigi
diistiniilmektedir (Dijkshoorn ve ark., 2007). A. baumannii'nin neden oldugu
ventilatorle iliskili pndmoninin 6liim oraninin yaklasik % 52-% 66 arasinda oldugu
bildirilmistir. A. baumannii'nin neden oldugu toplum kékenli pnémoni, nozokomiyal
enfeksiyondan daha az gorulmekte ve siklikla alkol veya kronik obstriiktif akciger
hastalig1 gibi altta yatan konakg¢1 faktorlerle iliskilendirilmektedir (Huang ve ark.,
2019).

1.1.4.2. Kan Dolasimi1 Enfeksiyonlar:

A. baumannii yogun bakim ortaminda kan dolagim1 enfeksiyonlarinin yaygin bir
nedenidir ve iligkili risk faktorleri arasinda immiinosupresyon, ventilatér kullanima,
antibiyotik hikayesi, A. baumannii kolonizasyonu ve invazif prosedirler
bulunmaktadir. Uygunsuz ampirik antibiyotik tedavisi, komorbiditeler, nétropeni ve
yaygin intravaskiiler pihtilasmanin  varligi, A. baumannii kan dolasimi

enfeksiyonlarinin daha kotii klinik sonuglari ile iligkilendirilmistir (Jang ve ark., 2009;
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Jung ve ark., 2010). Ek olarak yara enfeksiyonlar1 ve idrar yolu enfeksiyonlar1 da kan

dolasim enfeksiyonu odagi olarak rapor edilmistir (Wisplinghoff ve ark., 2012).

A. baumannii'nin neden oldugu kan dolasimi enfeksiyonlarina bagli 6liim orani
% 40'a yaklasmaktadir (Wisplinghoff ve ark., 2012). Brezilya'da kanser hastalarinda
yapilan bir ¢aligmada, bu organizmanin bakteriyemi vakalarinin yaklasik % 68'inden
sorumlu oldugu bildirilmistir. N6rocerrahi grubu hastalarda 10 yillik bir siire boyunca
kan dolasimi enfeksiyonlarinin yaklasik % 13'0 A. baumannii ile iligskilendirilmis ve
bunlarin % 90" karbapenem direngli olarak bulunmustur. Ayrica, Yunanistan’da bir
{iniversite hastanesinde YBU hastalarinda kan dolasimi enfeksiyonlarina neden olan
A. baumannii'nin % 42'si kolistine direngli ve dogrudan fulminan septik sok ve yiiksek

mortalite ile baglantili oldugu bildirilmistir (Moubareck ve Hammoudi, 2020).

1.1.4.3. Deri, Yumusak Doku ve Kemik Enfeksiyonlari

Yanik bolgelerinde A. baumannii enfeksiyonu ile flora kolonizasyonu arasinda
ayrim yapmak zor olsa da, yanik enfeksiyonlarinin 6nemli bir nedenidir. A.
baumannii'nin neden oldugu yumusak doku enfeksiyonlari, Irak ve Afganistan'da
savasa bagli travma sonrasi askeri personelde énemli bir sorun olarak ortaya ¢gikmustir.
Yiiksek coklu ilag direnci oranlari ve bazi antibiyotiklerin yanik bolgelerine zayif
penetrasyonu nedeniyle, bu enfeksiyonlar Kklinisyenler icin son derece zor
olabilmektedir (McConnell ve ark., 2013).

A. baumannii yanik bolgesi enfeksiyonunun prevalansi kuruluk ve cografi
konuma bagli olarak dnemli 6l¢iide degisiklik gosterse de, yanik iinitelerinde yiiksek
A. baumannii enfeksiyonu vakalar1 bildirilmektedir. Yanik enfeksiyonu yara
iyilesmesini geciktirebilmekte, deri greftlerinin basarisizligina yol acabilmekte, yara

yeri kolonizasyonu, altta yatan dokunun enfeksiyonu ve ardindan bakterilerin sistemik
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yayilmasina kadar ilerleyebilen sorunlara yol agabilmektedirler (Moubareck ve
Hammoudi, 2020).

Yanik hastalarinda yapilan bir vaka-kontrol ¢alismasinda, kan dolasiminda A.
baumannii ile enfekte hastalarin % 31'lik bir genel mortaliteye sahip oldugu, enfekte
olmayan kontrollerin ise % 14'lik bir mortaliteye sahip oldugu bildirilmistir
(Wisplinghoff ve ark., 1999).

Yanik yogun bakim {initesinde ciddi yanik hastalar1 ile yapilan baska bir
calismada, A. baumannii, art arda dort yil boyunca kandan en ¢ok izole edilen patojen
olarak izole edilmis ve izolatlar polimiksin B ve minosikline kars1 diisiik direng profili
gosterirken diger antibiyotiklere % 100 oraninda direngli bulunmustur (Zhang ve ark.,
2020).

1.1.4.4. idrar Yolu Enfeksiyonlari

A. baumannii enfeksiyonlari tizerine yapilan arastirmalar 6ncelikle pnémoni ve
kan dolagimi enfeksiyonlarina odaklanmis olsa da, son ¢alismalar bes A. baumannii
susundan birinin iriner bolgelerden izole edildigini gostermistir. A. baumannii,
ozellikle kalici iiriner kateterlerde bazen idrar yolu enfeksiyonlarina (IYE) neden

olmaktadir (Moubareck ve Hammoudi, 2020).

1.1.4.5. Merkezi Sinir Sistemi Enfeksiyonlari

Toplum kaynakli nadir A. baumannii menenjit vakalar1 bildirilmesine ragmen,
vakalarin ¢ogu cerrahi girisim sonrasi iyilesen hastalarda meydana gelmektedir. A.

baumannii'ye bagli nozokomiyal menenjit, 6zellikle kalic1 ventrikiilostomi tiipleri
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veya serebrospinal fistiil kullanan ve ameliyat sonrasi antimikrobiyal tedavi goren
hastalarda % 70'e yaklasan mortalite ile yogun bakim beyin cerrahisi tinitelerinde artan
bir tehdit olmaktadir (Siegman-Igra ve ark., 1993). Ayrica, 40 yas lstii, dis ventrikiiler
dren varligi, artmis beyin omurilik s1vis1 beyaz kan hiicresi sayis1 ve komorbiditelerin
varlig1 (diyabet ve hipertansiyon), beyin cerrahisi YBU'de A. baumannii'ye bagh
mortalite icin risk faktorlerindendir (Sharma ve ark., 2019).

A. baumannii menenjiti diger organizmalarin etken oldugu bakteriyel menenjit
ile benzerdir ve ates, bas agrisi, bilin¢ bulanikligi ve ndbet gorilmektedir. A.
baumannii menenyjiti ile iliskili 6liim oranlarinin tahmin edilmesi, yeterli biiytiklikteki
calisma popiilasyonlari ile yapilmis sinirli ¢alisma nedeniyle zordur. 2008 yilinda
retrospektif bir galismada 1990 ve 2004 yillar1 arasinda ikinci basamak bir hastanede
cerrahi operasyon sonrasi 51 A. baumannii menenjit vakasi tespit edilmistir. Bu
vakalar, bu kurumdaki tiim menenjit vakalarinin % 10,9'unu temsil etmekte ve kaba
olim oran1 % 33 olarak saptanmaktadir (McConnell ve ark., 2013; Rodriguez
Guardado ve ark., 2008).

1.1.5. Tedavi ve Direng

A. baumannii tedavisi zor bir patojen olmasi nedeni ile Gnemlidir. Patojenin ilaca
direngli dogasi ve Ongoriilemeyen duyarlilik profilleri ampirik ve terap6tik tedaviyi
daha da zorlagtirmaktadir (Fishbain ve Peleg, 2010). Tedavide kullanilabilecek
antibiyotik siniflarindan en az 3’iinde yer alan bir veya birden fazla antibiyotige kars1
direnc gdsteren kdkenler, coklu ilag direngli (CID); bir ya da iki antibiyotik disinda
tim antibiyotiklere direncg gosteren kdkenler, yaygin ila¢ direncli (XDR-Extensively
drug resistant) olarak kabul edilmektedir (Basak ve ark., 2016). Birgok rapor, A.
baumannii'nin antimikrobiyallere hizla direng gosterdigini bildirmis ve CID suslar
izole edilmistir. Diinya Saghik Orgiiti A. baumannii'nin, en ciddi
mikroorganizmalardan biri oldugunu (ESKAPE => Enterococcus faecium,

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas
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aeruginosa ve Enterobacter tirleri) agiklamis ve yeni terapétiklere acilen ihtiyac

duyulan bir numarali kritik ncelikli patojenler arasinda oldugunu bildirmistir (Shlaes
ve Bradford, 2018).

A. baumannii‘de artan antimikrobiyal diren¢ ve hemen hemen tum mevcut
antibiyotiklere direngli suslarin gelismesi oldukg¢a endise vericidir (Dijkshoorn ve ark.,
2007). Mikroorganizmanin bilinen ilag direng mekanizmalari; ilaglarin enzimatik
degradasyonu, hedef modifikasyonlari, ¢oklu effluks pompalari ve ilag gecirgenliginin
degismesidir (Lee ve ark., 2017). Aminopenisilinler, birinci ve ikinci kusak
sefalosporinler gibi yaygin olarak kullanilan bir dizi antibiyotige dogal direngli olan
A. baumannii, ¢ok sayida ajana karsi direng kazanma ve dolayisiyla gevresel
degisikliklere hizla yanit verme konusunda oldukca yeteneklidir. Ertapenem dogal
olarak A. baumannii’ye karsi aktif degildir (Peleg ve ark., 2008). A. baumannii
enfeksiyonlarinin tedavisine yonelik mevcut kilavuzlar, bu tiir direng egiliminden
ciddi sekilde etkilenmekte ve tedavi segeneklerini olduk¢a smirli hale getirmektedir
(Wong ve ark., 2017).

Belirgin impermeabilite ve coklu efluks sistemlerinin ekspresyonu coklu ilag
direncine yol acarak, cesitli diren¢ mekanizmalarmi kazanmasina olanak
saglamaktadir. AmpC tipi sefalosporinazlarin asir1  {iretimi ¢ogu zaman,
karboksipenisilinler, iireidopenisilinler ve 3. kusak sefalosporinlere karsi kazanilmis
direngle sonuglanmaktadir (Kumburu ve ark., 2019). Bununla birlikte, plazmid
kaynakli dar spektrumlu pB-laktamazlara ek olarak, cesitli GSBL (Genislemis
Spektrumlu  B-Laktamaz)’ler de aym1 zamanda A. baumannii tarafindan
kazanilmaktadir. Bunlar arasindan PER, CTX-M, GES en sik karsilagilan tipler olup
Ozellikle pandemik klonlarda yer almaktadir (Lee ve ark., 2017). Her iki durumda
imipenem, meropenem veya doripenem tedavide ilk secenek olarak diistiniilmekteydi.
Ancak 1980’lerin sonundan karbapenem direngli klonlar goriilmiis ve hizla
yayilmistir. Karbapenem direnci kromozomal kaynaklt OXA-51 benzeri enzimin asir

ekspresyonunun sonucunda da olusmakla birlikte, blyiik 6l¢lide plazmid kaynakli
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OXA-23 benzeri, IMP, VIM, SIM ve daha yakin zamanlarda NDM  tipi

karbapenemazlarin kazanilmasina baghdir (Fishbain ve Peleg, 2010).

Antibiyotikle miucadelede kisitlilik Klinisyenlerin alternatif uygulamalara
yonelimine neden olmustur (Wong ve ark., 2017). Bunlardan kolistin (polimiksin E)
ve polimiksin B, A. baumannii iliskili VAP, bakteremi ve menenjit tedavisinde
kullanilmaktadir ~ (Garnacho-Montero ve  Amaya-Villar, 2010). Kolistinin
nefrotoksisite ve norotoksisite gibi yan etkileri ve akciger dokusuna zayif
penetrasyonu nedeniyle kullanimi kisithidir (Falagas ve Kasiakou, 2006). A.baumannii
iligkili VAP hastalarinda ve deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda diger bir
alternatif ajan minosiklindir (Ritchie ve Garavaglia-Wilson, 2014). A. baumannii'nin
CID ve XDR suslari icin alternatif de tigesiklindir. Bu ajanin A. baumannii'ye karsi
anlamli in vitro aktivitesi olmasina ragmen, klinik veriler sinirlidir. Spesifik olarak, A.
bauamnnii VAP ve bakteriyemi ile yapilan klinik ¢alismalarda, tigesiklin ile tedavi
edilen hastalarda etkinligi diger ajanlara gorece daha diisiikk bulunmustur (Lee ve ark.,
2013). Tetrasiklinler, minosiklin ve tigesikline alternatif, B-laktamaz inhibitdri
sulbaktam olabilir (Wong ve ark., 2017). Sulbaktamin 6nemli bir dezavantaji, direncin
yani sira klinik kullanimina iligskin daha fazla aragtirmaya gereksinim duyulmasidir.
Direncli A. baumannii enfeksiyonlari i¢in en uygun kombinasyon tedavisine iligkin net
bir fikir birligi bulunmamakla birlikte, kapsamli klinik ¢alismalar devam etmektedir
(Moubareck ve Hammoudi, 2020).

Bununla birlikte, kolistin direncli izolatlarin, 6zellikle daha 6nceden bu ilaci
almig olan hastalar basta olmak (izere tim diinyada artiy gostermekte oldugu
bildirilmistir (Lima ve ark., 2018). Bu fenotip temelde, lipid A biyosentezini kodlayan
genlere ISAba 11 sekansinin girmesinin yani sira Sekonder olarak lipopolisakkarit
uretimindeki kayba baglidir. PmrAB, iki bilesenli diizenleyici sistemin (TCS), artmis
ekspresyonu, LPS degisiminde diger bir mekanizma olup Kkolistin direnciyle
sonuclanmaktadir. lgingtir ki lipid A’nin negatif yiikindeki azalma, kolistine (pozitif

yuk) olan afiniteyi azaltmaktadir (Moffatt ve ark., 2010).
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1.2. Bakteriyofajlar

1.2.1. Bakteriyofajlarin Kesfi

Bakteriyofajlar, kendilerine 6zgli bakteriyi hedef alan ve 6ldurebilen bakteri
virGsleri olarak tanimlanmaktadirlar. Faj terimi, Yunanca 'yemek' anlamina gelen
fajinden kaynaklanir (Orlova, 2009). Bakteriyofajlarin varligi ilk kez M. Ernest
Hankin’in 1896 yilinda Hindistan, Ganj nehir sular ile yikanan insanlarin koleraya
yakalanmadiklarin1 gézlemlemesiyle ortaya ¢ikmigtir. Frederick Twort 1915 yilinda,
‘bakterileri enfekte ederek oldiiren filtrelenebilir bir etmen’ oldugunu diisiinmiis ve
bakteri yoklugunda biiyliyemedigi tespit edilen bu seffaf malzeme, Twort tarafindan o
zamanlar net olmayan bir amag i¢in mikroorganizma tarafindan salgilanan bir ferment
olarak tanmimlanmistir. Felix d’Herelle, 1917°de ‘dizanteri basilinin goriinmez bir
mikrobunu’ bakteriyofaj olarak adlandirmig ve bakteriyofajlarin antimikrobiyal
etkisini diinyaya duyuran ilk Kkisi olmustur (Golkar ve ark., 2014; Wittebole ve ark.,
2014). O yillarda, fajin kesin dogasi heniiz belirlenmemisti ve aktif veya canli olusuyla
ilgili tartigmalar devam etmekteydi. DNA ve RNA'nin temel dogas1 hakkinda bilgi
eksikligi nedeniyle, 20. yiizyilin baglarinda faj biyolojisi hakkinda kapsamli bir bilgi
yoktu. 1938'de John Northrop, bakteriyofajlarin canli konak¢1 tarafindan bir oto-
katalitik reaksiyonla aktif faja doniistiiriilen inert bir protein oldugu sonucuna
varmistir. Elektron mikroskobunun (EM) icadi ile Alman doktor Helmut Ruska'nin,
bakteri zarmna yapisan bir faj siispansiyonundan ‘sperm seklindeki’ pargaciklari

tanimlamasi ile yapisi hakkinda bilgi sahibi olunmustur (Wittebole ve ark., 2014).

Klinik olarak ilk kez 1919 yilinda Felix D’Herelle tarafindan Fransa’da
kullanilmistir. Pastor Enstitiisiinde Felix D’Herelle ile birlikte ¢alisan George Eliava,
Gilircistan’da bir faj enstitiisii ve terapi merkezi kurmay1 planlamis ve 1923 yilinda

Bakteriyofaj, Mikrobiyoloji ve Viroloji Enstitiisii’nii kurmus ve bir siire burada Felix
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D’Herelle ile birlikte calismislardir. 1928 yilinda antibiyotiklerin kesfi ile Bat1 diinyasi
icin Onemini yitirmis ve patojen bakterilere karsi antibiyotik ¢agi baslamis olsa da
antibiyotik erisimi olmayan dogu iilkeleri (6zellikle SSCB iilkeleri) Salmonella,
Shigella gibi enfeksiyonlarda faj kullanimini stirdiirmiislerdir. Finlandiya Soguk Savas
yillarinda (1938-1940), Krestnikova adl1 arastirmaci profilaktik olarak faj preparatlari
hazirlamis ve ampitasyonu 3 kat azaltmistir. Yine Ikinci Diinya Savasi sirasinda,
Eliava Enstitiisii’nlin uzmanlari, 6zellikle yaralari, kangreni ve kolera gibi hastaliklar

tedavi etmek icin askerlere farkli faj kombinasyonlar1 (kokteylleri) saglamistir
(Chanishvili, 2012).

Antibakteriyel materyal olarak kullanilmasi diisiiniilmiis olan bakteriyofajlar,
Gurcistan, eski Rusya, ABD ve Polonya gibi az sayida iilkede iist solunum yollari
enfeksiyonu, apse, yanik, iltihaph yaralar gibi birgok hastaligin tedavisinde 1940
yillara kadar kullanilmistir. Antibiyotiklerin kullanilmaya baglanmasi ile birlikte
bakteriyofaj tedavisi geri planda kalmis ancak Sovyet hatti Ulkelerinde 1990’larin
basinda i¢ savas devam ederken S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve S. pyogenes
bakterilerine kars1 askerlerin tedavisinde kullanilmaya devam edilmistir (Bruttin ve

Brissow, 2005).

1.2.2. Bakteriyofaj Biyolojisi

Bakteriyofajlar, biyosferin her yerinde; volkanik alanlar gibi kisitlayict ortam
sartlarinda dahi bulunabilmektedirler (Breitbart ve Rohwer, 2005). Bakteriler deniz
suyu, tatli su ve toprak gibi hemen hemen her ortamda bulunabilmekte, bu yiizden
bakteriyofajlarin da konaginin bulundugu herhangi bir yerde bulunmasi
beklenmektedir. Dogada yaklasik sayilarmin 1032 oldugu tahmin edilmekle birlikte
digki, lagim sulari, dereler, goller, giibreli topraklarda sik rastlandigi bildirilmektedir.
Bakterilerde oldugu gibi, bakteriyofajlar da ¢ogunlukla sindirim kanali, vajina,
solunum ve agiz yolu, deride ve mukozal epitelde bulunmaktadir (Domingo-Calap ve
Delgado-Martinez, 2018; Sabouri Ghannad ve Mohammadi, 2012).
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Fajlar, dogal ortamlar disinda hastaneler gibi insanlarin yasadig1 yapay yerlerde
veya altyapilarda da bulunabilir, bu da dogal yerlerin tek faj kaynagi olmadigini
gostermektedir. Hastane kanalizasyonu &zellikle iyi bir faj rezervuaridir. Direncli
bakteriler hakkinda ¢ok sayida makalede agiklandigi gibi, tip merkezlerinin atik
sularindan izole edilen fajlar, hastaliklara neden olan direngli bakterilere karsi
kullanilmaktadir. Ek olarak, klinik materyaller veya tibbi cihazlar da faj kaynagi
olabilmektedir (Lood ve ark., 2017; Peng ve ark., 2014).

1.2.3. Bakteriyofajlarin Yapisal Ozellikleri

Bakteriyofajlar bas, boyun, kuyruk ve kuyruk fibrillerinden meydana
gelmektedir (Sekil 1.1). Bas kismu kapsit ad1 verilen protein kilif ile gevrili nikleik
asitleri iceren ikozahedron forma sahiptir. Nikleik asitler, ¢ift veya tek iplikli DNA ya
da RNA’dan olusabilmektedir. Bas kismi, kasilabilen veya kasilmayan kuyruk ile uzak
ucu bakteri hiicre yilizeyindeki baglanti reseptorlerini taniyan kuyruk fibrillerine bir
yaka vasitasiyla baglanir. Kuyruk fibrilleriyle bakteri hiicre duvarindaki 6zgiil
reseptOrlere adsorbe olan bakteriyofajlar, niikleik asidini kuyruk yardimiyla bakteriye
enjekte ederek yasam dongiilerini tamamlarlar. Kuyruklu, polihedral, filament0z veya
pleomorfik sekilde olabilmektedirler. Tiim kuyruklu bakteriyofajlar ¢ift sarmalli DNA
yapisina sahiptir (Ackermann, 2009b; Guttman ve ark., 2005; Orlova, 2012;
Sulakvelidze ve ark., 2001).
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Bas

Kuyruk

Kuyruk fibrillen

Sekil 1.1. Bakteriyofaj yapist.

1.2.4. Bakteriyofajlarin Siniflandiriimasi

Bakteriyofajlar onceleri konak spektrumlari, serolojik 6zellikleri ve morfolojik
yapilaria gore karakterize edilmis, ancak giliniimiizde bunlar tanimlama icin yeterli
kriterleri olusturamadiklarindan molekiiler diizeyde g¢alismalara agirlik verilmistir
(Ackermann, 2009b). 1943 yilinda H. Ruska, virtslerin elektron mikroskobu ile
smiflandirilmasini  Onermistir. Holmes, 1948'de viriisleri ¢ aileye ayirmis ve
Phagineae familyasini fajlar olusturmustur. 1965 yilinda Gegici Viriis Isimlendirme
Komitesi (PCNV) kurulmus ve daha sonra Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi
(ICTV) haline gelmistir. ICTV’ nin 1971 yilinda yayinlanan raporunda 6 bakteriyofaj
cinsini, tdrlerin tip ve 6zelliklerine gore “T-¢ift fajlar, lipid faji PM2, f X grubu, lifli
faj ve ribofaj” olarak listelemistir (Ackermann, 2012). Bu bakteriyofaj
simiflandirmasimin baslangi¢ noktasi olarak degerlendirilmektedir. Ginimuzde ise,
ICTV 1 takim, 14 aile, 204 cins ve 873 bakteriyofaj tiirii tanimlamistir (Adriaenssens
ve Brister, 2017). Temel bakteriyofaj ailelerinin morfolojik ve genom karakteristikleri

Sekil 1.2°de verilmistir.
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Sekil 1.2. Temel bakteriyofaj ailelerinin morfolojik ve genom karakteristikleri (Hyman ve
Abedon, 2012).

1.2.5. Bakteriyofajlarin Cogalma ve Replikasyonu

Bir bakteri hiicresinin zorunlu hiicre ici paraziti olan fajlar bakteriyel konakta
litik, lizojenik, yalanci lizojenik ve kronik enfeksiyon gibi farkli yagsam dongiileri
gostermektedirler. Litik yasam donglsiindeki bakteriyofajlar virtlan (litik)
bakteriyofajlar, lizojenik yasam dongiisiindeki bakteriyofajlar 1limli (lizojenik)

bakteriyofajlar olarak tanimlanmaktadir (Sulakvelidze ve ark., 2001).

Litik yasam donglisii adsorpsiyon, penetrasyon, biyosentez ve lizis evrelerinden
olugmaktadir. Lizojenik dongiide ise viral DNA genellikle konak hiicre DNA’s1yla
birlesmekte, bakteriyel DNA replikasyona ugrarken ayni anda bakteriyofaj DNA’s1 da
cogalmakta ve boylece yeni hiicre ‘profaj’ viral DNA icermektedir. Lizojenik yasam
dongiisiindeki bakteriyofajlar (profaj) bakterinin, bazi fiziksel ya da kimyasal
indikleyiciler ile muamele edilmesi sonucu disar1 ¢ikarilarak viriilan bakteriyofaj

formuna dontisebilmektedir (Guttman ve ark., 2005).
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Litik bakteriyofajlar tercihen iki ana nedenden 6tlrli bakteriyofaj terapisinde
secilmektedirler. Oncelikle, litik bakteriyofajlar konakg1 bakterilerini tahrip ederken,
ilimanlar edemezler. Ikincisi, 1liman bakteriyofajlar, bakteriyofaj genomunun bakteri
genetik materyali ile birlestigi ve ¢ogaldigi yasam dongiisiinden dolay1 viriilans ve
diren¢ genlerini aktarabilirler. Bununla birlikte kisa replikasyon siireleri ve sadece
kendi spesifik konaklarinda ¢ok sayida viral progeni elde etme kabiliyetleri, patojenik
olmayan bakterilerde hasar olusturmamalar1 (ekolojik olarak giivenlidir ve bilinen
hicbir yan etkisi yoktur), hizli ve diisiik maliyetli tiretimleri bakteriyofaj kullaniminin

avantajlar1 arasinda sayilabilmektedir (Domingo-Calap ve Delgado-Martinez, 2018).

Faj DNA's1 Bakteri kromozanm
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Sekil 1.3. Bakteriyofaj yasam dongiileri.

1.2.6. Bakteriyofajlarin Kullanim Alanlar

Hizla yeni antibiyotiklerin kesfi ve elde edilen basarili sonuglara ragmen ayni
oranda ortaya cikan direng ve giinlimiizde bazi bakteri suslarinin neredeyse tiim

antibiyotiklere karsi direncli hale gelmesi bakteriyofajlara olan ilgiyi yeniden
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arttirmistir. Bakteriyofajlarin en yaygin kullanim alani faj terapisi olmakla birlikte;
cevre ve gida kontrolii gibi tip dist birgok alanda da kullanimina iligkin ¢aligmalar

bulunmaktadir (Regeimbal ve ark., 2016).

Bakteriyofaj uygulamalarinin g¢esitli avantajlar1 bulunmaktadir. Bunlardan

bazilar1 asagida listelenmistir (Sulakvelidze ve ark., 2001):

o Bakteriyofajlar spesifik etki gosterirler (genellikle sadece hedeflenen
bakteri turlerini etkiler); bu nedenle, dishiyoz ve ikincil enfeksiyon

gelistirme sans1 6nlenmektedir.

e Enfeksiyon bolgesinde ¢ogaltma ve bu nedenle en ¢ok ihtiya¢ duyulan

yerde hazir bulunma avantajlaria sahiptirler.
e Ciddi yan etkilere neden olmazlar.

e Faj direngli bakteriler, benzer hedef araliga sahip diger fajlara duyarl

olabilmektedir.

e Yeni fajlarin se¢ilmesi (6rnegin, faja direncli bakterilere karsi) nispeten
hizli  bir islemdir ve siklikla giinler veya haftalar iginde

gergeklestirilebilmektedir.

Bakteriyofaj tedavisi sadece beseri tipta degil aym1 zamanda dis hekimligi,
veteriner hekimligi, gida sektorii ve tarimda potansiyel uygulama alanina sahiptir
(Abhilash ve ark., 2008). Ozellikle tibbi alanlarda veya klinik cihazlarda
dezenfeksiyon, bakteri identifikasyonu, bakteri suslarinin alt tiplerinin belirlenmesi,
gida ve hayvancilik gibi pek c¢ok alanda koruma ve 1slah ¢alismalarinda
kullanilabilmektedirler (Kazi ve Annapure, 2016). Faj bazli asilamada bakteriyofaj
partikiillerinin kullanilmas: ile birlikte bitki ve hayvan gen transfer yontemleri, gen
aktarimi, bakteri biyosensing cihazlari, gida koruma ve giivenligi, bitki patojenlerinin

biyolojik kontroli, biyofilm kontrol(, ylzey dezenfeksiyonu ve korozyon kontroll en
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umut vaat eden onleyici stratejiler olarak ortaya ¢ikmaktadir (EI-Shibiny ve El-Sahhar,
2017; Harada ve ark., 2018).

Her ne kadar fajlar konak spesifik olsalar da, bazilar1 genis bir konakg1 aralig
sergilemektedir. Buna ek olarak, faj-bakteri etkilesimleri nedeniyle fajlar, biyotik ve
abiyotik ortamlarin biyojeokimyasal dongiilerine katilabilmektedir. Bakteriyel
pargalanma gergeklestiginde, bakteri artiklar1 ortamda kalir, bir besin kaynagidir ve
karbon, azot ve fosfor dongiileri zenginlesir. Bu nedenle fajlar ekosistemde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ornegin, deniz ekosistemlerinde besin alimina katilirlar ve faj
pargalanmasi yoluyla karbon transferini gelistirirler (Domingo-Calap ve Delgado-
Martinez, 2018). Bunun yaninda bakteriyofajlar, atiksularin kalitesinin arttirilmasinda
da onemli bir rol oynamaktadir. Hastane atik sulari, kanalizasyon sular1 ve bazi
bolgelerde yogun kirletici etkisi altinda olan akarsularin temizlenmesinde
bakteriyofajlarin  kullanilabilecegi, yapilan ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir

(Beheshti Maal ve ark., 2015; Tanji ve ark., 2003).

Gida giivenligi, biyopestisit olarak kullanimi, probiyotik {iriin hazirlama,
kozmetik ve dis bakiminda, hayvan gidalar1 ve gida takviyelerinde, bitki
enfeksiyonlarinda, hayvan sagligi iriinlerinde, hastaliklarin hizli tanisinda da

kullanilabilmektedirler (Rohde ve ark., 2018).

Bakteriyofajlarin bakteriyel popiilasyonlar1 kontrol etme yetenegi, tiptan gida
endiistrisine, tarimdan su triinleri yetistiriciligine kadar ¢esitli uygulama alanlarinda
kullanilmaktadir. Atik su kalitesini artirmak i¢in atik su aritiminda bakteriyofaj tabanl
tekniklerin kullanilmas1 ve c¢amurun c¢evreye salinmasi, Ar-Ge uygulamasi i¢in
potansiyel bir alandir. Dogal kaynaklardan bakteriyofajlarin izolasyon, sayim ve
karakterizasyonu i¢in kullanilan yontemler standart mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
uygulanmasi kolay yontemlerdir. Ancak, biyiik 6l¢ekli bakteriyofaj siispansiyonlari
tiretimi i¢in gerekli saflastirma yontemlerini literatirde bulmak zordur (Sharma ve
ark., 2016).
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1.2.7. Bakteriyofaj Terapisi

Bakteriyofaj tedavisi, yalin ifade ile enfeksiyondan sorumlu bakterilere karsi
tedavi amacli fajin uygulanmasidir. Belli oranda saflastirilmis fajin hastaya verilmesi
sonrasinda, fajin enfeksiyon etkeni ile antagonistik yarisa girmesi ve patojeni kisa
stirede yok etmesi, bu tedavinin temelini olusturmaktadir. Fajlar bakteriyi tizerindeki
reseptorlerden taniyarak spesifik olarak baglanir, bu baglanma genellikle sadece bir
bakteri tlrlind, hatta susu hedefler. Ardindan faj, genomunu bakteri igine enjekte eder
ve kendi genlerini eksprese ettirir. Tedavide kullanilan litik fajlarda hedef bakteri
parcalanarak yiizlerce faj progenisinin salinimi gerceklesmektedir. Bu sire faj tiriine
gore degismekle birlikte, genelde 15 dakikadir. Salinan faj progenisinin ortamdaki
diger bakteri hiicrelerini enfekte etmesiyle litik dongii siirlip gitmektedir (Harper ve
ark., 2014).

Bakteriyofajlar, antibiyotiklere direngli ve hayati tehdit edici enfeksiyonlara
neden olanlar da dahil olmak tizere farkli bakterileri yok edebilmektedir. Bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde fajlarin potansiyelini belirleyen bu istisnai 6zelliktir
(Sulakvelidze ve ark., 2001). Ayrica fajlar etki spektrumu disinda kalan bakterilere
etkisiz oldugu igin antibiyotiklerin normal floraya olan olumsuz etkilerini
gostermezler (Kochetkova ve ark., 1989). Bakteriyofaj tedavisinde en énemli iki
etkenden biri fajin giiclii litik etkisinin olmasi, digeri ise fajin konak hiicreye

ozgiilligiiniin yiiksek olmasidir (Lyon, 2017).

Bakteriyofajlar, cilt enfeksiyonlari, géz enfeksiyonlari, bakteriyel dizanteri,
septisemi, yenidogan menenjiti, yenidogan sepsisi, abse, osteomyelitis, nazal mukoza
enfeksiyonlari, pleural enfeksiyonlar, solunum yollarinin supuratif enfeksiyonlart,

stafilakokal akciger enfeksiyonlari, kistik fibrozis, peritonit, frunkulozis, kanser
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olgularinda postoperatif —enfeksiyonlar, iiriner enfeksiyonlarin tedavisinde

kullanilabilmektedirler (Lin ve ark., 2017).

Faj terapisinin ana uygulamasi, hastalikta veya enfeksiyonda rol oynayan
patojenik bakterileri 6ldirmenin yani sira biyofilm olusturanlar1 ortadan kaldirmak
icin terapdtik bir madde olarak kullanilmasidir. Ozellikle faj kokteyllerinin biyofilmin

giderilmesinde etkin oldugunu bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Pires ve ark., 2017).

Faj terapisi ile ilgili son yillarda yapilmis en kapsamli ¢alisma 2013 yilinda
Avrupa Birligi’nin destekledigi E. coli ve P. aeruginosa ile enfekte yanik yaralarinda
faj terapisinin degerlendirilmesini iceren Phagoburn projesi, 2017 yilinda sona ermis
Ve sonug raporu yayinlanmistir. Calisma 7 farkli yanik merkezinde randomize, ¢ift kor
secilmis P. aeruginosa ile enfekte yanik yaralarina sahip 27 hasta {izerinde, Faz 1/2
calismasidir. Tedavide 12 faj ile hazirlanan faj kokteylinin, yanik yaralarinda
kullanilan giimiis siilfadiazine karsi 7 giinliik tedavi etkinligi karsilastirilmis ve
hastalar 14 giin takip edilmistir. Calisma sonunda faj bazli {irlinlerin GMP (good
manufacturing practices) standardina gore iretilebilecegi, GMP faj {riinlerinin
istenmeyen yan etkilerden yoksun oldugu ve yanik yaralarindaki patojen yiikiinii
onemli 6l¢ide azalttig: bildirilmistir (Jault ve ark., 2019).

Antimikrobiyallere alternatif, umut vaad edici bir ajan olarak faj terapisine
yonelik talepler yillar i¢inde onemli Glgiide artmistir. Giiniimiizde sinirli sayida
merkezde faj terapi uygulamalar1 yapilmaktadir. Bakteriyofajlar tedavide, ‘Helsinki
Bildirgesi Insan Deneklerde Tibbi Arastirmalar Etik Ilke Kurallar® geregi,
ruhsatlandirilmis ve ulasilabilir tibbi iiriinlerle standart bir terapisi olmayan acil
hastalarda, sadece diger iilkelerde ruhsati olan/olmayan ilaglarin kullanimina izin
veren, insani amagcli ilaca erken erisim ‘Compassionate Use’ adl1 bir tedavi se¢enegi
altinda uygulanabilmektedir. Ancak, Avrupa ilag Ajans1 (EMA), Amerikan Gida ve
llag Kurumu (FDA) ve Ulkemiz ydnetmelikleri, insani amagcli ilaca erken erisim

programi kapsamindaki ilaglarin, ruhsat basvurusunun yapilmis ya da klinik
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arastirmalariin devam ediyor olmasint zorunlu kilar. Bakteriyofajlarin bu
gereksinimleri karsilamamasi nedeniyle, insani amagli ilaca erken erisim sadece
Belgika, Fransa ve ABD gibi belirli bir diizenlemeye sahip iilkelerde ve 1930’lardan
giinimiize bakteriyofaj terapisinin saglandigi Polonya, Giircistan ve Rusya gibi
iilkelerde mevcuttur. Diinyanin geri kalaninda bakteriyofaj terapisine erisim, klinik
calismalardan elde edilen sonuglarin olmamasi nedeniyle engellenmektedir. Bununla
birlikte, sonuglari hala agiklanmamis olmasina ragmen, halen devam etmekte olan ¢ok
sayida klinik arastirma mevcuttur (Alvarez ve ark., 2019; Aydin, 2018; Patey ve ark.,
2018).

Bakteriyofajlarla yapilan dekontaminasyon ve tedavilerde, bakteriyofajlarin
Ozgiil etkileri nedeniyle lokal bakteriyofajlar 6nem tasimaktadir. Bu nedenle bir
bakteriye kars1 farkli cografi alanlardan ve farkli 6rneklerden faj izolasyonu yapilmasi
olduk¢a onem tagimaktadir. Fajlarla yapilan dekontaminasyon ve tedavilerde lokal
fajlar 6nemli oldugu gibi faj cesitliliginin arttirilmasi agisindan da ¢ok sayida farkl
alandan 6rnek alinmasi 6nemlidir (Boyd ve Briissow, 2002). Bu nedenle her Glkenin
kendi enfeksiyon etkenlerine karst elde ettigi bakteriyofajlarla olusturdugu
bakteriyofaj koleksiyonunun Onemi giderek artmaktadir. Bu koleksiyonun
olusturulmasinda c¢ok sayida farkli alandan 6rnek alinarak cesitliligin arttirilmasi ve
spektrumu genis bakteriyofajlar elde edilmesi uygulamanin basarist agisindan

onemlidir (Rohde ve ark., 2018).

Diinyada farkli tilkelerde bakteriyofaj koleksiyon bankalari bulunmaktadir ve bu
bankalar tedavi icin bakteriyofajlart sunmanin diginda aragtirmalari desteklemek igin
de standardize bakteriyofaj temini saglamaktadirlar. Diinya genelinde bakteriyofaj
terapisi ve farkli alanlarda (Endiistri, Gida vs.) bakteriyofajlarin kullaniminin
arastirilmasina yonelik ¢calismalarin artmasiyla, bakteriyofaj bankalarinin sayisinda da
artis meydana gelmis ve artan antibiyotik direncinin de bir sonucu olarak bakteriyofaj

terapi merkezleri agilmaya baslanmistir.

30



Ludwik Hirszfeld Immiinoloji ve Deneysel Tedavi Enstitiisi ve Eliava
Bakteriyofaj Terapi Merkezi en eski ve yerlesik tedavi merkezi iken Belcika’da Queen
Astrid Askeri Hastanesi, Amerika California San Diego Universitesi Tip Fakiiltesi
biinyesinde de terapi merkezleri kurulmaya baslanmistir. Ozellikle Eliava
Enstitiisii’'nde diinyanin her yerinden hastalarla klinik denemeler gergeklestirmekte ve
genellikle bu tedaviler yiiksek bagar1 oranlari ile sonuclanmaktadir. Ayrica Enstitii’de
terapi, hastaliklar1 6nleme, veterinerlik, ¢evre ve gida kontrol alanlarinda da
bakteriyofaj c¢aligmalar1 yiiritiilmektedir. Enstitii bilinyesinde 4000'den fazla
bakteriyofaj tanimlanmis ve uluslararasi ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bu nedenle,
Eliava Enstitusii guniimizde bakteriyofajlar igin dnemli bir referans merkezidir.
Enstitiide ticari bakteriyofaj preparatlart (SES phage, Pyo-Phage, Intesti phage,
Enkophage, Staphylococcal monophage, Fersis), otobakteriyofajlar (sivi, krem,
suppozituvar formda) ve 32.000’den fazla medikal tiriin bulunmaktadir (Patey ve ark.,
2018).

Benzer sekilde Belcika’da da uzun siiren tartismalar sonrasinda 2018 yilinda
fajlarin, hekim tarafindan 6ngériilen tedaviyi kolaylastirmak igin, bireysel hastalara
majistral preparat olarak verilmesi kabul edilmistir. Fajlarin aktif farmasotik igerik
oldugu diisiiniildiigiinden eczacinin gozetiminde monograflara gore hazirlanmasi
gerekmektedir. Queen Astrid Askeri hastanesinde bir birim, faj hazirlamas1 ve

uygulamasi yapmaktadir (Patey ve ark., 2018).

1.3. Bakteriyofajlarin Biyofilm Uzerine Etkisi

Biyofilmler, degisik mikrobiyal tiirlerin kendilerini c¢evresel etkenlerden
korumak ve besin kaynagini daha verimli kullanmak i¢in olusturduklari mikro
ekosistemler olarak  tanimlanabilmektedirler.  Biyofilm iginde yer alan
mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlara, planktonik sekillerine gore 100-500 kat
daha direncli oldugu bildirilmektedir (Gilbert ve ark., 1997). Biyofilmlerin

antimikrobiyal ajanlara direng gostermeleri sonucu yeni biyofilm kontrol stratejileri
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gelistirme geregi dogmustur (Simoes ve ark., 2010). Ilaclar ve bakteriyofajlar arasinda
Oldiirme mekanizmalar1 ¢ok farklidir. Bu nedenle, antibiyotik ve bakteriyofaj
uygulamasinin birlestirilmesinin tedaviye etkisi, yakin zamanda yapilan ¢alismalarla

arastirtlmaya baslanmistir (Rohde ve ark., 2018).

Bakteriyofajlarm biyofilm igerisindeki bakteriler (zerine antibiyotikler veya
biyositlerden daha farkli davranarak biyofilmin ortadan kaldirilmasi asamasinda dort

farkli sekilde etki edebilecegi diisiiniilmektedir (Harper ve ark., 2014).

1. Bakteriyofajlar, konak¢i hiicrelerinde cogalir ve bakteriyofaj sayisinda
lokalize artiglara neden olurlar. Biyofilmin yayilmasiyla, EPS
(ekzopolisakkarit) malzemesini Ureten bakterileri yok eden bakteriyofajlar,
biyofilmi agamali olarak ortadan kaldirabilir ve rejenerasyon potansiyelini

azaltabilir.

2. Bakteriyofajlar EPS'yi bozan depolimerlestirici enzimleri tasiyabilir veya

eksprese edebilir.

3. Bakteriyofajlar, konak¢1 genomda EPS'yi bozan depolimerlestirici enzimleri

indUkleyebilir.

4. Persister hucreler bakteriyofajlarla enfekte olabilir; Bakteriyofaj, inaktif
hiicrelerin iginde ¢ogalmaz ve yok edemese de, bu bakteriler yeniden
aktiflesinceye ve daha sonra hiicrelere zarar veren liretken bir enfeksiyonu

baglatana kadar kalabilirler.

Faj terapisinde antibiyotiklerin ve bakteriyofajlarin kombine veya ardisik
kullaniminin, terapotik uygulamalar i¢in potansiyele sahip oldugunu gosteren yayinlar
bulunmaktadir. Sharp ve ark. (2006) bakteriyofajlarin yaninda polisakkarit liyaz ve
DNAaz enzimlerinin kullanimini biyofilm matrisini bozmak igin 6nermislerdir (Sharp
ve ark., 2006). Yilmaz ve ark. (2013), S. aureus 'a bakteriyofaj ve antibiyotigin birlikte

kullaniminin etkiyi arttirdigini gostermislerdir (Yilmaz ve ark., 2013). Benzer sekilde
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endustriyel biyofilmler icin Sillankorva ve ark. (2011), her ne kadar fajlar
biyofilmlerde bulunan bakteriyel populasyonlari azaltabilirse de, bu biyolojik ajanlar
tek basina endiistriyel biyofilmleri kontrol etmek i¢in yeterince etkili olmadigin1 ancak
giinlimiizde kullanilan biyositler ve dezenfektanlarda oldugu gibi biiyiik temizleme
islemlerinden sonra geri kalan biyofilmler {izerinde spesifik bakteriyi 6ldiirmek i¢in

kullanilabilecegini bildirmislerdir (Sillankorva, 2011).

Kendi ulusal etkenlerimize kars1 gelistirilecek tedavilerde ve dekontaminasyon
calismalarinda lokal fajlar 6nemli oldugu gibi faj cesitliliginin arttirilmasi agisindan
da ¢ok sayida farkli alandan 6rnek alinabilmesi 6nemlidir. Bu agigin kapatilmasi i¢in
izole edilmis yerel fajlarin morfolojik ve genomik karakterizasyonlarinin iyi yapilmasi
ve tlim ozellikleri bilinen bir koleksiyon olusturulmasi biiylik 6nem tasimaktadir.
Artan antibiyotik direncinin bir sonucu olarak faj terapisi ve farkli alanlarda (Endiistri,
Gida vs.) fajlarin kullaniminin arastirilmasina yonelik ¢alismalar da artmistir. Bu
nedenle Ulkemizde de kendi enfeksiyon etkenlerimize karsi tedavi ve
dekontaminasyon caligsmalarinda kullanilmak iizere faj elde edilmesi, karakterize

edilmesi ve klinik potansiyellerinin arastirilmasi son derece énemlidir.

Cevresel fajlarin muazzam ¢esitliligi nedeniyle, bir faj kokteyli tasarlamak,
kombine antibiyotik tedavisi icin bir rejim tasarlamaktan 6nemli 6lcide daha
karmagsiktir. Faj kokteyli bilesimi, faj tedavisinin basarisi i¢in kritiktir. Faj
kokteyllerini her enfeksiyon igin 6zellestirmek, zaman alict ve maliyetlidir. Kokteyl
tasariminda faj yasam dongiisii de hesaba katilmalidir. Lizojenik fajlar, bagirsak
viromunun ¢ogunlugunu olusturan profajlarla, bagirsak mikrobiyotasinda ¢ok yaygin
gorilmektedir. Terapotik agidan {imit vaat eden bazi lizojenik fajlarin, patojenik
bakterilerdeki virtilans genlerini susturmakta etkili oldugu bildirilmistir (Lin ve ark.,
2017).

Yapilan literatlir taramalari sonucu A. baumannii’ye litik etkili bakteriyofaj

bildirimi ¢ok smirlidir. Bu ¢aligma kapsaminda farkli ¢evresel 6rneklerden izole
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edilecek bakteriyofajlarin karakterizasyonunun yapilarak literatiire katki saglanmasi
ve A. baumannii biyofilmi Gzerine antibiyotik ve bakteriyofaj uygulamasinin farkl

kombinasyonlarinin etkinliginin arastirilmasi amaglanmuistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. A. baumannii izolatlarimin Temini

Calisma kapsaminda farkli klonlara ait A. baumannii izolatlarinin hastanelerden
alinabilmesi i¢in T.C. SBU Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara Universitesi Ibni Sina Hastanesi Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvari, Ankara Universitesi Cebeci Hastanesi Merkez
Mikrobiyoloji Laboratuvar;, SBU Dr. Sami Ulus Kadin Dogum, Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarlarina dilekge
ile bagvuruda bulunulmus ve alinan izin yazilar1 da eklenerek Ankara Universitesi Tip
Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na basvuru yapilmistir. 25 Haziran 2018
tarihli ve 11-748-18 Karar no ile Etik Kurul onay1 alinmigtir. Alinan etik kurul onay1
sonrasinda Temmuz 2018- Haziran 2019 tarihleri arasinda ¢alismada kullanilan 78 A.

baumannii izolat1 hastanelerden temin edilmistir.

2.1.2. Bakteriyofaj izolasyon Kaynaklar

A. baumannii’ye 6zgii litik bakteriyofaj izole etmek icin, Temmuz 2018- Haziran
2019 tarihleri arasinda Ankara’da dere suyu, gol suyu, lagim suyu ve kirli atik su
olmak iizere farkli ¢evresel su kaynaklarindan 6rnekler alinmistir. Her bir kaynaktan

tasima kaplarina alinan su, bekletilmeden faj izolasyon ¢alismalarinda kullanilmigtir.

Calismamizda ornek aldigimiz ¢evresel su kaynaklarinin 2018 orneklerinde,

bakteriyofaj izolasyon sansmin diisiik olmasi; atik ve lagim sularindan bakteriyofaj
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izolasyon basarisinin yiliksek olmasi nedeniyle T.C. Ankara Biiyliksehir Belediyesi
ASKI Genel Miidiirliigii'ne dilekge ile atiksu tesisleri girisinden, atiksu 6rneklerinin
aliabilmesi i¢in bagvuruda bulunulmustur. 20/12/2018 tarihli ve 32283655-314.04-
E.52522 sayi ile izin yazis1 alinmistir. Alinan izin yazisi sonrasi 4 farkli atiksu aritma
tesisinden su alinarak; toplamda 31 su 6rnegi bakteriyofaj izolasyon c¢alismalarinda

kullanilmistir.

2.1.3. Kullanilan Besiyerleri

Katyon Eklenmis Miieller Hinton Sivi Besiyeri (CAMHB) - Millipore,
Sigma-Aldrich

Cizelge 2.1. CAMHB besiyeri igerigi (g/L).

Besiyeri icerigi (g/L)
Sigir Eti Infiizyonu 39
Kazein Hidrolizati 1759
Nisasta 15¢9
Agar 179

Besiyeri karigimi tartilmig, hacmi 1000 mL distile su igerisinde 1sitilarak
homojenize edilmistir. pH 7,3 + 0,2’a ayarlanarak otoklavda 121°C’de, 15 dakika steril

edilmistir.

Luria Bertani Agar (LB Agar) - Merck
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Cizelge 2.2. LB agar besiyeri icerigi (g/L).

Besiyeri icerigi (9/L)
Tripton 109
Maya Ekstrakti 50
NacCl 10¢g
Agar 15¢g

Besiyeri karisimindan 35 g tartilip 1000 mL distile su igerisinde 1sitilarak
homojenize edilmis, pH 7,0 £ 0,2’a ayarlanmigtir. Otoklavda 121°C’de, 15 dakika
steril edilen besiyeri, 45-50°C’ye soguduktan sonra yaklasik 25 mL olacak sekilde
petri plaklarina paylastirilmistir.

Luria Bertani Broth (LB Broth) — Merck

Cizelge 2.3. LB broth besiyeri icerigi (g/L).

Besiyeri icerigi (g/L)
Tripton 10¢g
Maya Ekstrakti 50
NacCl 10¢g

Besiyeri karisimindan 25 g tartilip 1000 mL distile suda ¢ozilerek ve pH 7,0 +
0,2’a ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de, 15 dakika steril edilmistir.

Mueller-Hinton Agar (MHA) — Merck
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Cizelge 2.4. MHA besiyeri igerigi (g/L).

Besiyeri icerigi (9/L)

Sigir Eti Infiizyonu 29

Kazein Hidrolizati 1759

Nisasta 159

Agar 179
pH7,3+0,2

Otoklavda 121°C’de, 15 dakika steril edilen besiyeri, 45-50°C’ye soguduktan

sonra petri plaklarina dokiilmiistiir.

Yatik Agar

Cizelge 2.5. Yatik agar besiyeri icerigi (g/L).

Besiyeri icerigi (9/L)
Tripton 109
Maya Ekstrakti 59
NacCl 10¢g
Agar % 2

Besiyeri karigimi tartilmig, hacmi 1000 mL distile su igerisinde 1sitilarak
homojenize edilmistir. pH 7,0 £ 0,2’a ayarlanarak otoklavda 121°C’de, 15 dakika steril

edilen besiyeri buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Yumusak Agar
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Cizelge 2.6. Yumusak agar besiyeri igerigi (g/L).

Besiyeri icerigi (9/L)
Tripton 109
Maya Ekstrakti 50

NacCl 10¢g
Agar % 0,6-0,8

Besiyeri karigimi tartilmis, hacmi 1000 mL distile su igerisinde isitilarak
homojenize edilmistir. pH 7,0 £ 0,2’a ayarlanarak otoklavda 121°C’de, 15 dakika steril

edilen besiyeri buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2XYT

Cizelge 2.7. 2x YT besiyeri igerigi (g/L).

Besiyeri icerigi (g/L)
Tripton 169
Maya Oziitii 10g
NaCl (5 M Stok) 8,6 mM

Besiyeri karisimi tartilmig, hacmi 1000 mL distile su igerisinde 1sitilarak
homojenize edilmistir. pH 7,0’a ayarlanarak otoklavda 121°C’de, 15 dakika steril

edilen besiyeri buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.1.4. Kullanilan Boya, Cozelti ve Ayiraglar
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2.1.4.1. Boyalar

Gram Boyama

Cizelge 2.8. Gram boyama.

Boya Icerigi Boyama Siiresi
Kristal Viyole 3dk
Lugol 2 dk
Alkol 1dk
Sulu Fuksin 1dk
Kristal Viyole Cozeltisi

Cizelge 2.9. Kristal viyole ¢ozeltisi (g/L).
Boya icerigi (9/L)
Kristal Viyole 1lg
Asit Fenik Kristal 24
% 96’k Etil Alkol 10 mL
Distile Su 100 mL

2.1.4.2. Cozeltiler

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)
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Cizelge 2.10. PBS (g/L).

Tampon icerigi (9/L)
NacCl 8¢
KClI 029
Na;HPO4 1449
KH:PO4 0,24 ¢g

Belirtilen tiim maddeler 800 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. pH degeri HCI

yardimiyla 7,4’e ayarlanmis ve hacim 1000 mL’ye tamamlanmistir. Otoklavda

121°C’de, 15 dakika steril edilmistir.

SM Tamponu

Cizelge 2.11. SM tampon (g/L).

Tampon icerigi (g/L)
NacCl 58¢g
MgSO..7H:0 209
1M Tris-HCI (pH 7.5) 50 mL
% 2 Jelatin Cozeltisi 5mL
Distile Su 1000 mL

Tampon ¢ozelti 121°C’ de, 15 dakika sterilize edildikten sonra buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

Fizyolojik Tuzlu Su (Serum fizyolojik)
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Cizelge 2.12. Serum fizyolojik (g/L).

Tampon icerigi (o/L)
NaCl 850
Distile Su 1000 mL

8,50 g NaCl, 1000 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmis ve otoklavda 121°C’

de, 15 dakika sterilize edildikten sonra buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Tris base (1M)

121g Tris Base 800 mL distile suda eritilmis, yaklasik olarak 60 mL HCI asit
ilave edilerek pH 7,6’ya ayarlanarak karigimin hacmi 1000 mL’ye tamamlanmustir.
121°C’de 15 dk steril edilmistir.

Tris-EDTA

Cizelge 2.13. Tris-EDTA (g/L).

Tampon icerigi (9/L)
Tris-HCI (1 M) 10 mM
EDTA (0,5 M) 1mM
Distile Su

pH 7,6

%2’lik Uranil Asetat (Sigma-Aldrich)

Ticari olarak temin edilen toz uranil asetat 2 g tartilip distile su ile hacmi 10
mL‘ye tamamlanmistir. pH 3,5 + 0.02’a ayarlanmistir. 0.22 pm por biiytikliiglinde
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filtreden gecirilip kullanmak i¢in hazir hale gelmistir. Filtrat karanlik ortamda oda

sicakliginda uzun siire saklanabilmektedir.

2.1.4.3.Ayiraclar

Oksidaz Ayiraci

Cizelge 2.14. Oksidaz ayiraci (g/L).

Tampon icerigi (g/L)
Tetrametil p-fenilendiamin 0,1g
Hidroklorur

Distile Su 10 mL

2.1.5. Kullanilan Arac ve Gerecler

e ESCO Lexicon® Il ULT Freezer -80°C Derin Dondurucu

e HETTICH Zentrifugen Universal 320-Santrifuj (50 mL falkon tipe uyumlu
rotora sahip)

e SIGMA 1-15PK Mikrosantrif(j

e FINEPCR Fine Vorteks

e HERAUS Inkiibator

e STIK® Incubator Shaker Series PSE-T150 Calkalamali Inkiibator
e GFL Su Banyosu

e HIRAYAMA-Hiclave-HV- 85 L Otoklav

e LEICA ICC50W Mikroskop
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e SARTORIUS Hassas Terazi

e BIOSAN Den-1 Mc Farland Okuyucu

e SHIMADZU UV-Visible Spektrofotometre UV-1601

e Thermo Owl Easycast B2 Yatay Elektroforez Sistemi

e Thermo Termal Dongii Cihazi

e FEIl marka G2 S Twin 200 kV RTEM Gecirimli elektron mikroskobu (TEM)

e Thermo Multiscan Fc Mikroplak Okuyucu

2.2. Yontem

2.2.1. A. baumannii izolatlarimin Dogrulanmasi

Hastanelerin farkli kliniklerinden alinan izolatlar1 dogrulamak amaciyla; Gram
boyama ve biyokimyasal testler (Katalaz, Oksidaz) uygulanmistir. Boyama sonrasi
mikroskopta, ¢ift veya zincir yapmis kokobasil gériiniimiinde, sporsuz, Gram negatif
bakteriler secilerek; oksidaz negatif ve katalaz pozitif olanlar caligmaya dahil
edilmistir. izolatlarm taze kultirlerinden stoklar1 yapilarak, -80°C’de muhafaza

edilmistir.

22.1.1. A. baumannii Izolatlarnin Antibiyotik Duyarhhklarinin

Belirlenmesi

Hastane izolatlarinin antibiyotik duyarliliklarinin dogrulanmasi EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility —Testing) Onerileri

dogrultusunda disk difiizyon yontemi ile yapilmistir (Testing, 2016).

44



Calismada kullanilan antibiyotik diskleri: Ampisilin-sulbaktam (AMP) 10 ug,
Piperasilin-Tazobaktam (TPC) 100/10 ug, Ceftazidim (CEF) 30 pg, Cefepim (FEP)
30 pg, Cefaperazon-Sulbaktam (CES) 25 pg, imipenem (IPM) 10 pg, Meropenem
(MEM) 10 pg, Amikasin (AMI) 30 pg, Gentamisin (GN) 10 ug, Ciprofloksasin (CIP)
5 pg, Levofloksasin (LEV) 5 pg, Trimetoprim-Sulfametoksazol (TMP) 25 ug,
Tigesiklin (TGC) 15 pg. Kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 susu
kullanilmigtir. Sonuglar EUCAST Klinik Siir Deger Tablosu 2020-01-01 verilerine

gore duyarli (S) ve direngli (R) olarak yorumlanmustir.

2.2.2. Konak Bakterinin Zamana Bagh Ureme Egrisinin Olusturulmasi

Konak bakterinin zamana bagl iireme grafigi ¢ikartilmistir. Bunun i¢in x2 YT
besiyerine konak bakterinin taze kilturt eklenerek, 120 rpm, 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Belirli saat araliklarinda, 600 nm dalga boyunda besiyerinin absorbans
degerleri Olgiilmiis, bakterinin ikiye katlanma zaman degerleri asagidaki formiil ile

hesaplanarak tireme egrisi olusturulmustur.

Doubling Time (ikiye Katlanma Zamani) = Siirexlog (2) / log (Son Konsantrasyonu}-log (Baslangic Konsantrasyonu)

2.2.3. Bakteriyofaj izolasyonu

Bakteriyofaj izolasyonu i¢in dnce faj zenginlestirme yapilmistir. Alinan ¢evresel
su drnekleri 10.000 rpm’de santrifiij edilerek igerigindeki partikiiller uzaklastirilarak
siipernatant, 0,22 um membran filtreden gegirilmistir. Taze bakteri kiiltirleri CaCl, ve
MgSQOs ile zenginlestirilmis x2 LB sivi besiyerine ekilerek 37°C’de 1 gece
inkiibasyona birakilmistir. Ikinci giin siispansiyon 10.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilip, % 10 kloroform ilavesi ile siipernatantta kalan bakterilerin 6lmesi saglanmistir

(Kropinski ve ark., 2009; Oliveira ve ark., 2016).
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2.2.3.1. Bakteriyofaj Varhginin Belirlenmesi

Olas1 faj varligmin belirlenmesi i¢in spot test yontemi uygulanmistir. Taze
bakteri kiiltiiriinden serit ekim yapilarak, faj siispansiyonundan ekim yapilan bolgelere
10’ar pL. damlatilmis, bir gecelik 37°C’de inkiibasyon sonrasi ekim yerlerinde zon
varligt degerlendirilmistir (Adams, 1959).

Spot test sonucu zon goriilen 6rneklerde faj varliginin belirlenmesi amaciyla, ¢ift
tabaka agar yontemi uygulanmistir. Bunun icin logaritmik fazdaki taze bakteri
kalturinden 0,1 mL, 0,2 mL supernatant ve 3 mL yumusak agar (% 0,6 agar)
karistirilmastir. Faj-bakteri adsorbsiyonun i¢in 10 dakika beklenmis ve daha énceden
dokiiliip donmasi beklenen agar plak (% 1,5 agar) Uzerine yayilmasi saglanarak,
37°C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin petriler faj plaklarinin varligi

yoniinden degerlendirilmistir (Merabishvili ve ark., 2009; Oliveira ve ark., 2016).

2.2.3.2. Tek Plak Izolasyonu

Bakteriyofaj plag: tespit edilen petrilerde saflastirma i¢in tek plak izolasyonu
yapilmustir. Olusan plaklar steril pastor pipeti veya 6ze ucu ile bulunduklar
bolgelerden kesilerek 3 mL LB siv1 besiyeri icine atilmistir. Uzerine taze bakteri
kulttriinden eklenerek 10 dakika faj-bakteri adsorbsiyonu igin beklenir ve 3 mL daha
LB sivi besiyeri eklenerek 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin faj
stispansiyonu, 5000 rpm de 10 dk santrifuj edilerek 0,22 um'lik membran filtreden
gecirilmistir. ileri diliisyonlar1 yapilarak her bir diliisyona ¢ift tabaka agar yontemi
uygulanmustir. Petride tek tip faj plagi goriilmesi hedeflendiginden, tek tip faj plag
gorulmeyen ornekler icin bu islem 5 kez tekrarlanmistir (Russell ve Sambrook, 2001;

Sasikala ve Srinivasan, 2016).
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2.2.3.4. Bakteriyofaj Konsantrasyonunun Arttirilmasi

Saf oldugu disiliniilen faj plaklart i¢in, konsantre faj siispansiyonu
hazirlanmistir. Bunun igin faj ile konak¢isinin birlikte en uygun Uremeyi
gerceklestirdikleri faj diliisyonuna cift tabaka agar yontemi uygulanmistir. Ertesi giin
yumusak agar kismi alinarak vortekslenip tzerine kloroform ilavesi ile bakterilerin
Olmesi saglanmistir. Her bir 6rnek i¢in titrenin, ¢ift tabaka agar yontemi ile ‘plak

olusturan birim’ (pob) olarak belirlenmesi hedeflenmistir (Merabishvili ve ark., 2009).

2.2.3.5. Bakteriyofajlarin Konak Araliklarinin Belirlenmesi

Es zamanli olarak tek tip olarak konsantre edilen fajlarin konak araliklarini
belirlemek icin spot test (damlatma) yontemi uygulanmistir. Hastane izolatlarinin taze
kiltiirlerinden 10® kob/mL konsantrasyonda serit ekim yapilarak, saf fajlarin 108
pob/mL dillsyonlarindan bu bélgelere 10’ar pL damlatilmigtir. Bir gece inkiibasyon
sonunda ekim yerlerinde iiremenin olmadigi bolgeler etki yonunden +++: Tam lizis,
++: Lizis bolgesinde tek tuk bakteri, +: Lizis bolgesinde ¢ok sayida bakteri, -:Lizis yok
olarak degerlendirilmistir (Garbe ve ark., 2010).

2.2.3.6. Bakteriyofajlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Secilen bakteriyofajlarin morfolojik karakterlerini ortaya ¢ikarmak igin
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak goriintiileme yapilmistir. Segilen 3
bakteriyofaj, % 2’lik uranil asetat ile negatif boyanarak formvar kapli karbon grid
uzerinde 120 kV’da incelenmistir. Burada 2 farkli teknik ile goriintii aranmasi

denenerek en iyi goriintii alinan yontem ile ¢alismaya devam edilmistir. Calismanin
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bu kism1 A.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii’niin TEM cihaz1 kullanilarak yapilmistir
(Ackermann, 2009a).

2.2.3.7. Bakteriyofajlarin Saflastirilmasi

Bakteriyofajlarin genomlarmin yeterli miktarda ve saf olarak elde edilebilmesi
icin en uygun kosullar denenerek caligmalar yapilmistir. Bu kapsamda kloroform,
NaCl ve PEG 8000’in farkli oranlarinda denemeler yapilarak segilen her bir
bakteriyofaj i¢in saflastirma optimizasyonu yapilmistir. Elde edilen purifikasyon
urtnleri SDS-PAGE gradient jel elektroforezinde ve bakteriyofaj genom eldesinde

kullanilmistir (Peng ve ark., 2014).

2.2.3.8. Etkin MOI (infeksiyon Coklugu) Tespiti

Bakteriyofaj genom eldesinde kullanilmak ve yiiksek oranda bakteriyofaj tirlinii
elde etmek amaciyla bakteriyofaj ile konak bakterisinin en verimli birlesmeyi
gosterdigi oran, Infeksiyon Coklugu (MOI) degeri saptanmistir. Bunun igin
bakteriyofaj stogunun LB s1vi besiyeri i¢inde 10 kat diliisyonlart hazirlanmistir. Her
birine konak bakteriden 108 kob/mL konsantrasyonda eklenerek 37°C’de calkalamali
inkiibasyona birakilmis, iki zaman noktasinda bakteriyofaj titresi belirlenmistir (Peng
ve ark., 2014). Bakteriyofaj titresi cift tabaka agar yontemi ile belirlenmis ve triinler
daha 6nce tespit ettigimiz piirifikayon prosesi uygulanarak SDS-PAGE gradient jel

elektroforezde yiiriitiilmiistiir.
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2.2.3.9. Bakteriyofajlarin Adsorbsiyon Oranlarinin Belirlenmesi

1,8 mL 1x108 kob/mL taze bakteri kiiltiirii ile 0,2 mL 107 pob/mL bakteriyofaj
karistirilmistir. Kontrol tiipii olarak 0,9 mL LB s1v1 besiyeri ile 0,1 mL 107 pob/mL faj
eklenmis her iki tiip 37°C’de inkiibasyona birakilmustir. 0, 3, 5, 10 ve 15. dakikalarda
0,1 mL 6rnek alinarak, icinde 0,4 mL kloroform bulunan soguk 9,9 mL siv1 besiyerine
aktarilip vortekslenmistir. Bu tiiplerden 0,1 mL alinarak 0,9 mL s1v1 besiyerinde diliie
edilmis; son olarak her tiipten 0,2 mL alinarak icinde 0,1 mL bakteri klttr( bulunan
tlplere eklenerek ¢ift tabaka agar yontemi uygulanmistir. Ertesi giin adsorblanmamis

faj plaklart sayilarak;
(Pn/ Po x 100)

Pn: Adsorlanmamus faj sayisi, Po: Kontrol petrisindeki plak sayisi

formali ile adsorblanmamis faj ylizdeleri hesaplanmistir (Sophio ve ark., 2013).

2.2.3.10. Bakteriyofajlarin Ureme Karakterlerinin Ortaya Konmasi

Fajlarin iireme karakterlerini (latent periyot, yikselme periyotu ve patlama
boyutu) belirlemek i¢in tek asamali gelisim egrisi ¢ikarilmistir. Bunun i¢in; 0,1'lik bir
MOI'ye ulasilacak sekilde bakteriyofaj ve konak bakteri kiiltiirii karigtirilmistir.
Karigim, tam adsorpsiyona izin vermek i¢in 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmis ve daha
sonra 15,000 g'de 1 dakika santrif(j edilerek siipernatantlar atilmis, absorbe edilmemis
bakteriyofajlarin uzaklastirilmasi saglanmistir. Peletler LB siv1 besiyeri igcinde yeniden
stispanse edilerek 37°C'de inkiibe edilmistir. Her 10 dakikada 100 pL 6rnek alinarak
90. dakikaya kadar ornek alimina devam edilmistir. Alinan 6rneklerden bakteriyel
hiicreleri uzaklastirmak i¢in 1 dakika 15,000 g'de santrifiij edildikten sonra serbest
bakteriyofajlar titre edilmistir. Baslangigta (0. dakika) ek bir 100 pl 6rnek alinmig

bunun yaris1 (50 pl) santrifiijlenmis ve kalan yarisi santrifiij edilmeden her iki
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ornekteki bakteriyofaj titresi hesaplanmistir. Enfekte hicreler, santrifiij edilmemis
kismin bakteriyofaj sayisindan, santrifiijlenen kismin bakteriyofaj sayisinin
c¢ikarilmasiyla hesaplanmis, ardindan maksimal progen sayisinin enfekte olmus hiicre

sayisina boliinmesiyle patlama boyutu hesaplanmustir (Peng ve ark., 2014).

2.2.3.11. Bakteriyofajlarin Ortam Sartlarina Dayanmikhhklar:

Fajlarm (108 pob/mL) pH ve termal stabilitelerini degerlendirmek icin; pH 4 alt1
ve pH 9 Ustl degerleri 30 giin boyunca +4°C’de test edilmistir. Faj titreleri ¢ift tabaka
agar yontemi ile 1, 2 ve 30. gunlerde Olctulmustiir. Kontrol olarak pH 7,5’a ayarls,
+4°C’de bekletilen 6rnek kullanilmistir. Termostabilitenin degerlendirilmesi i¢in faj
siispansiyonunun (10° pob/mL) 25, 40, 50, 60 ve 70 °C’ye 3 saat maruziyeti
degerlendirilmistir. Sonuclar, her zaman noktasinda pH 7,5 olan, +4°C’deki 6rnek

titresi ile kiyaslanmistir (Jeon ve ark., 2016).

2.2.3.12. Bakteriyofajlarin Protein Profilleri

Bakteriyofajlarin saflastirma prosesi uygulanan {irtinleri SDS-PAGE (Sodyum
dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforez) gradient jel elektroforezinde protein
yapilar1 goriintiilenerek yorumlanmistir. Bu amagla, gradient jel Cizelge 2.15 ve
Cizelge 2.16’ya uygun olarak hazirlanmigtir. Hazirlanan bakteriyofajlar, 6rnek
yukleme tamponu (Cizelge 2.17) ile karistirilarak jele yiiklenmistir. Yiiriime sonrasi
jeller fiksasyon islemine tabi tutulmus; Coomassie mavisi ile boyanma sonrasi asetik

asit ile boya giderilerek goriintl alnmustir.
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Cizelge 2.15. SDS-PAGE ayrim jeli igerigi.

Stok Calisan
TrisCl pH 8.8 1,000 M 0,375 M
Acrylamide stock 50,000 % 12,000 %
Bis-acrylamide 10,000 % 0,400 %
SDS 20,000 % 0,100 %
APS 10,000 % 0,050 %
TEMED 100,000 % 0,050 %
H20
Cizelge 2.16. SDS-PAGE yigilma jeli igerigi.
Stok Calisan

TrisCl pH 6.8 1,000 M 0,125 M
Acrylamide stock 50,000 % 3,750 %
Bis-acrylamide 10,000 % 0,125 %
SDS 20,000 % 0,100 %
APS 10,000 % 0,050 %
TEMED 100,000 % 0,050 %
H20
Cizelge 2.17. Ornek ylikleme tampon igerigi.

Stok Calisan 10,000 ml
TrisCl pH 6.8 1,000 M 0,313 M 3,125 ml
Gliserol 100,000 % 30,000 % 3,000 ml
SDS 20,000 % 5,000 % 2,500 mi
2-Merkaptoetanol 100,000 % 0,500 % 0,050 ml
Bromfenol Mavisi 1,000 % 0,003 % 0,025 ml
H20 1,300 ml
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2.2.3.13. Bakteriyofajlarin TUm Genom Analizi

Bakteriyofaj DNA izolasyonu, bakteri genom eldesinde kullanilan prosese gore
yapilmistir. Saflastirilmis PCR dirtinleri Tris HC1 (pH 8) ile 1:20 oraninda dilie
edilmistir. DilGie edilen her bir PCR drununin kalite kontrol islemlerinde
spektrofotometrik ve florometrik yontemler kullanilarak, miktar ve saflik tayini
yapilmistir. Olgiimlerde NanoDrop 2000 (Thermo Fisher) ve Qubit (Thermo Fisher)
kullanilmistir. Numune baslangic sarti olarak >50 ng/ul (10 pl); ~1,8289280 ve

>1,8269230 pelirlenmistir.

Kiitiiphane hazirlik basamaginda Nextera DNA Flex Library Prep Kit (illumina)
kullanilmistir. Kiitliphane hazirlik siirecinde sirasiyla, fragmentasyon, index/barkod
dizilerinin eklenmesi, amplifikasyon ve pirifikasyon iglemleri tiretici firmanin kit
yonergeleri takip edilerek gerceklestirilmistir. Dizileme ¢alismasinda illumina
NextSeq 550 (illumina) yeni nesil dizileme platformu ve uygun reaktifleri
kullanilmistir. Bu basamakta 6rnek basi ~2 milyon ¢ift yonli (paired-end) 2 x 150
bp'lik okuma elde edilmesi planlanmistir. Bu deney tasarimina gore 6rnek bast ~1,2
Gb veri c¢iktis1 ile genom boyu ortalama ~150x okuma derinligi elde edilmesi

planlanmistir.

Okuma islemi sonrasinda, elde edilmis verilerin kalite kontrolii yapilmistir.
Calismada bu amacla FASTQC programi kullanilmistir. Dizileme siirecinde, Fastq
okuma verilerindeki diisiik kalitedeki baz okumalari, sonraki analiz basamaklarinda
sapmalara neden olmamasi i¢in, okumalardan kirpilmistir. Kalite filtreleri ve kirpma
islemleri i¢cin Trimmomatic kullanilmistir. Elde edilen verilerin, Kraken2 algoritmasi
kullanilarak Extended Kraken2 (Mart 2020) veritabani1 dikkate alinarak taksonomik
simiflandirmas: gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler Krona araci kullanilarak

gorsellestirilmistir (Wood ve Salzberg, 2014).
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2.2.4. ERIC-PCR Yéntemi ile A. baumannii izolatlarmmn Klonal
Mliskilerinin Tespiti

Spot test sonucunda fajlarin etki ettigi A. baumannii suslariin ERIC-PCR
yontemi ile epidemiyolojik tiplendirimleri yapilarak suslarin klonal iliskilerinin ortaya
konmasi saglanmistir (Jeong ve ark., 2011). Genel iiretim besiyerinde {iretilen suslarin
taze kulturlerinde Ureyen koloniler, 6ze ile toplanarak sivi besiyerinde suspanse
edilmis ve bir gece 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanan taze bakteri
siispansiyonlarinin konsantrasyonlar1 spektrofotometrede benzer olacak sekilde
ayarlanmigtir. Ardindan, bakteri siispansiyonlart ependorflarda 10.000 rpm’de
santrifiij edilerek st siv1 atilmis, Uzerlerine Lizis | ve Lizis 1l tamponu (Cizelge 2.18)

ilavesi sonrasi santrifiij edilerek fenol-kloroform-alkol ile muamele edilmistir.

Cizelge 2.18. Lizis | ve lizis Il tampon igerigi.

Lizis I Stok Birim Calisan 500 pL

Guanidium HCl 8 M 4 M 250 uL

Lizis 11 Stok Birim Calisan 500 pL

Sodium citrate pH 7 1000 M 25 mM ne
12.50

Triton X-100 10,00 % 1 % pL
50

B-Mercaptoethanol 1470 M 100 mM ne
3.40

H,O pL
184.10

Cizelge 2.19°da belirtilen reaksiyon sonrasi amplikonlar, % 1,6’1ik agaroz jelde
65 voltta yaklagik 2 saat ylriitiilmustiir. Etidyum bromiir ¢dzeltisi ile boyanarak UV

transliminatorde (VersaDoc, Bio-Rad) goriintiileri alinmistir.
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Cizelge 2.19. ERIC-PCR reaksiyonunda kullanilan primer dizileri, PCR karigimi ve sicaklik

doéngusa.

Primer Dizileri

ERIC 1 5 ATGT AAG CTC CTG GGG ATT CAC 3
ERIC 2 5 AAG TAAGTG ACT GGG GTGAGC G 3
PCR Karisimi Stok Calisan 25 | uL
H.0 9,4 | uL
dNTP (dA+dT+dG+dC) 10 mM 0,2 mM |05 | uL
Primer 1: ERIC1 10 uM 0,8 MM | 2 ML
Primer 2: ERIC2 10 uM 0,8 MM | 2 ML
MgCl; 25 mM 45 mM |45 | uL
Tampon (DreamTaq Buf 20mM Mg) 10 X 1 X 2,5 | pL
Taq DNA polimeraz (DreamTaq) 5 u/pl 0,5 u 0,1 | puL
Kalip DNA 25 ng/ul | 100 ng 4 puL
Reaksiyon Dongusu

80 °C bekle

94 °C 120 sn

94 °C 15 sn

52 °C 30 sn 40 | X

72 °C 120 sn

72 °C 300 sn

20 °C bekle

2.2.5. Kolistin Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

Calisilacak diliisyon araliklar1 0,125- 128 mg/L olarak belirlenmistir. Ilk

kuyucuktaki konsantrasyonun 128 mg/L olmasi i¢in sulandirim oranlar1 dikkate

alinarak 512 mg/L kolistin solisyonu hazirlanmistir. Ardindan kolistin  stok

soliisyonlar1 hazirlanmistir. Bunun igin 51.2 mg kolistin tartilarak 10 mL steril distile
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suda ¢Oziilmiistiir; 1’er mL alikodlanarak -80°C’de muhafaza edilmistir. Stok
solusyonunun tzerine 9 mL distile su eklenerek istenilen konsantrasyon degerine (512

mg/L) ulagilmistir.

2.2.5.1. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

Biyofilm olusturan suslarmn kolistin MIK (Minimal inhibisyon konsantrasyon)
degerleri EUCAST 1n 6nerileri dogrultusunda sivi diliisyon yontemi ile belirlenmistir.
Bunun igin ticari firmanin 6nerileri dogrultusunda CAMHB (katyon eklenmis Miieller
Hinton sivi besiyeri) besiyeri hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikroplakanin her
kuyucuguna 100’er u. CAMHB ilavesi sonrast mikroplakanin ilk stitunundaki
kuyucuklara hazirlanan antibiyotik soliisyonundan 100 pL ilave ilave edilmistir. ilk
kuyucuktan 100 pL alinarak ikinci kuyucuga aktarilip pipetaj yapilmis boylece
antibiyotigin ¢ift katli sulandirimlaria ulagilmigtir. On birinci kuyucuktan alinan 100

uL disan atilarak, on ikinci kuyucuk bakteri kontrol kuyucugu olarak tayin edilmistir.

Bakterilerin 1 gecelik taze kiltirlerinden 0,5 MacFarland bulanikliginda bakteri
stispansiyonlar1 hazirlanarak CAMHB igerisinde 1:100 oraninda sulandirilmis ve her
kuyucukta son bakteri stispansiyonu 5x10° kob/mL olacak sekilde tim kuyucuklara
100 pL bakteri suspansiyonundan ilave edilmistir. Mikroplaklar 35+1°C’de 16-20 saat
stire ile inkiibasyona birakilmigtir. Kontrol olarak kolistine duyarli E.coli ATCC 25922

susu kullanilmstir.

Inkiibasyon siiresi sonunda bakterinin Gremesini inhibe eden en diisiik
konsantrasyon MiK degeri olarak belirlenmistir (EUCAST 2020-01-01).
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2.2.6. izolatlarin Biyofilm Olusturma Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

A. baumannii izolatlarinin biyofilm olusturma kapasiteleri Pires ve ark.
(2011)’larmin spektrofotometrik mikroplak yontemi kismen modifiye edilerek
arastirilmistir (Pires ve ark., 2011). Bu amagla, hastane suslarmmn 1x108 kob/mL
yogunlugundaki taze kiiltiirleri, her birinde 200 pL % 1 glikoz igeren LB sivi
besiyerinde 1:100 oranindan diliie edilerek 96 kuyucuklu mikroplaklara eklenmistir.
Biyofilm olusmasi igin 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Stire sonunda her
bir kuyucukdaki besiyeri mikropipet yardimiyla bosaltilmis, steril % 0,9 fizyolojik
tuzlu su ile dikkatlice yikanarak biyofilm (zerinde bulunan serbest bakteriler
uzaklastirilmistir. Ters gevrilerek oda 1sisinda kurumaya birakilan biyofilm tabakasini
boyamak icin % 0,1 kristal viyole cozeltisinden 200 pL eklenerek 15 dakika
beklenmistir. Boyama sonrast kuyucuklar saf su ile yikanarak, biyofilme bagl boya
200 pL % 33 glasiyel asetik asit ile ekstrakte edilip, mikroplak okuyucuda 540 nm’de
absorbans1 okunmustur. TlUm deneyler ve Olgimler 2 tekrar ve 4 paralel olarak
calismustir. Negatif kontrol olarak, bakteri eklenmeyen % 1 glikoz iceren LB sivi
besiyeri, pozitif kontrol olarak da gucli biyofilm Greticisi A. baumannii ATCC 19606
susu kullanilmigtir. Okunan optik dansite (OD) degerleri ile negatif kontrole ait OD

degeri karsilagtirilarak, biyofilm olusum kapasiteleri belirlenmistir.

2.2.7. Bakteriyofajlarin A. baumannii Biyofilmleri Uzerine EtKisi

Bakteriyofajlarin litik faaliyetlerinin A. baumannii biyofilmlerine kars1 etkisini
belirlemek amaciyla; 6ncelikle fajin etki spektrumu iginde olan ve biyofilm olusturan
A. baumannii suslar1 secilmistir. Biyofilmler tizerine fajlarin kendi basina, kokteyl
hazirlanarak ve kolistin ile kombinasyonlarinin etkisi Chaudhry ve ark. (2017) ile
Kwiatek ve ark. (2017) yontemi modifiye edilerek test edilmistir (Chaudhry ve ark.,
2017; Kwiatek ve ark., 2017).

56



Calismada se¢imi yapilan iki fajin, Faj 1 (C2) ve Faj 2 (K3), farkh
konsantrasyonlarindaki (10°-107 pob/mL) etkinlikleri degerlendirilmistir. Bu amagla;
kuyucuklarda 200 pL baslangig kiiltiiriiniin olusturdugu 48 saatlik biyofilmler, % 0,9
fizyolojik tuzlu su ile yikanarak biyofilmlerin serbest kalan planktonik hiicrelerden
temizlenmesi saglanmistir. Daha sonra, kuyucuklara 200 puL LB sivi besiyerinde
siispanse edilmis faj siispansiyonlar1 eklenmistir. Plaklar, 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Fajlarin A. baumannii suslarinin biyofilm kiitlesini Uzerine etkileri 3
zaman periyotunda; fajlarin biyofilm ile temasi sonras1 6., 24. ve 48. saatlerdeki
degisimler Olgiilerek saptanmistir. Secilen iki fajin etkin konsantrasyonlarindan bir

kokteyl olusturularak, biyofilm kiitlesi tizerine kokteyl etkinligi de degerlendirilmistir.

2.2.8. Bakteriyofaj ile Antibiyotigin A. baumannii Biyofilmleri Uzerine
Etkisi

Calismamizin devaminda A. baumannii biyofilmine kars1 antibiyotik ile fajin
birlikte uygulanmasinin tedavi potansiyeli lizerine etkisi incelenmistir. Titrasyonla
saptanan faj etkinligine gore yiiksek aktivite gosteren konsantrasyon degeri
kullanilmistir. Hastane izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri incelendiginde
ortak duyarlilik gosterdikleri tek antibiyotigin kolistin oldugu goriilmiistiir. Aym
zamada kolistin direncli izolatlar da ¢alismaya dahil edilmistir. Kolistinin, ¢alisilan her

hastane drnegi icin belirlenen MiK degeri uygulamada kullanilmistir.

Antibiyotigin ve fajlarin her birinin etkinlikleri belirlendikten sonra birlikte
kullanim modelleri test edilmeye baslanmistir. Bunun igin, belirlenen etkin faj
konsantrayonlari ve MIK degerinde antibiyotigin es zamanl ve ardigik kullanimlarimnin
tedavi etkinligi saptanmistir. E§ zamanl uygulamada; 48 saatlik biyofilm kiitlesi
Uzerine Faj 1 (C2) + antibiyotik, Faj 2 (K3) + antibiyotik, Faj kokteyl (C2+K3) +
antibiyotik (kolistin MIK) uygulanarak, 24 ve 48 saat temas sonrasi sonuglar kiitle

azalmasi yoniinden incelenmistir. Ardisik uygulama yonteminde ise; kuyucuklara
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oncelikli olarak faj 1, faj 2, faj kokteyl ilavesi yapilip, 6. saatin ardindan antibiyotik
eklenerek 24 saatlik ve 48 saatlik tedavi protokolii test edilmistir.

Sure sonunda her bir kuyucuk mikropipet yardimiyla bosaltilmis ve steril % 0,9
fizyolojik tuzlu su ile yikanarak biyofilm Uzerinde bulunan serbest bakteriler
uzaklastirilmistir. Oda 1sisinda kurutulan plaklar % 0,1 kristal viyole ¢ozeltisi ile
boyanmistir. Boyama sonrasi kuyucuklar saf su ile yikanarak, biyofilme bagli boya
200 pL % 33 glasiyel asetik asit ile ekstrakte edilerek spektrofotometre cihazinda 540
nm’de absorbansi okunmustur. Tlm deneyler 2 paralel ve 3 tekrarli olarak yapilmistir.
Tedavi edilmeyen kontrol ile tedavi edilen gruplarin biyofilm kiitlesi istatistiksel
olarak karsilastirilmistir. SPSS versiyon 20,0 paket programi kullanilarak t-test ile

analiz edilmis ve p<0,05 degeri anlaml kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Cahsmada Kullanilan A. baumannii izolatlar

3.1.1. A. baumannii izolatlarinin Temini

Bu ¢alismada 4 farkli hastanenin farkli kliniklerinden toplamda 78 A. baumannii
izolat1 temin edilmistir. Bu kapsamda; Ankara Universitesi Ibni Sina Hastanesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarindan 35, Ankara Universitesi Cebeci Hastanesi
Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarindan 28, Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvarindan 10 ve SBU Dr. Sami Ulus Kadin
Dogum, Cocuk Saglig:1 ve Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan 5 A. baumannii izolatt alimmistir. Hastane izolatlarina ait bilgiler

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Hastanelerden temin edilen izolatlara ait bilgiler.

No Sus ID Hastane | Klinik Ornek Orjini Cinsiyet | Yas
Cci1 C 69490 Cebeci Gogiis Hastaliklar Trakeal K 78
Cc2 C 69785 Cebeci Kardiyoloji Idrar E 89
Cc3 C 64200 Cebeci Kardiyoloji Balgam K 76
C4 C 64737 Cebeci Hematoloji Kan K 52
C5 C 38519 Cebeci KVS Yara K 75
C6 C 39722 Cebeci Kardiyoloji Idrar K 76
Cc7 C 43816 Cebeci Plastik Cerrahi Idrar E 78
Cs C 43714 Cebeci Psikiyatri Idrar K 55
Cco9 C 67936 Cebeci Cocuk Trakeal E 1
Cc10 |C67787 Cebeci Genel Cerrahi Yara E 58
C11 |C68594 Cebeci Cocuk Trakeal E 1
C12 |C69489 Cebeci Gogiis Hastaliklar Yara K 78
C13 |C64705 Cebeci Plastik Cerrahi Doku E 83
C1l4 |C64774 Cebeci Plastik Cerrahi Doku K 68
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Cizelge 3.1. Devam. Hastanelerden temin edilen izolatlara ait bilgiler.

C15 |C 66658 Cebeci Genel Cerrahi Apse E 58
C1l6 |C66194 Cebeci Gogiis Hastaliklari Idrar E 70
C17 |C38312 Cebeci Hematoloji Balgam K 63
C18 |C42421 Cebeci Plastik Cerrahi Yara K 58
C19 |C23732 Cebeci Hematoloji Kan K 52
C20 |cC23781 Cebeci KVS Yara K 75
C21 |C23947 Cebeci Genel Cerrahi Yara E 58
C22 |C 25687 Cebeci Genel Cerrahi Doku E 71
C23 |C25921 Cebeci Gogiis Hastaliklari Balgam E 75
C24 |C25979 Cebeci Gogiis Hastaliklari Trakeal E 74
C25 |C23311 Cebeci Genel Cerrahi Yara E 58
C26 |C33890 Cebeci Kardiyoloji Balgam K 76
c27 C 33951 Cebeci Hematoloji Kan K 52
C28 |C34261 Cebeci KVS Yara K 75
M1 M 39494 Ibni Sina | Néroloji Kan K 88
M 2 M 39230 Ibni Sina | Beyin Cerrahi Trakeal K 49
M3 | M 39435 Ibni Sina | Dahiliye Trakeal K 67
M 4 M 39600 Ibni Sina | Nefroloji Balgam E 77
M5 | M 39799 Ibni Sina | Dahiliye Kan K 22
M 6 M 42044 Ibni Sina | Genel Cerrahi Yara K 88
M7 M 39235 Ibni Sina | Hematoloji Kan K 52
M 8 M 41869 Ibni Sina | Acil Trakeal E 62
M9 |M52135 Ibni Sina | Néroloji Yara E 73
M 10 |M 51136 Ibni Sina | Reanimasyon Trakeal K 47
M 11 |M 51391 Ibni Sina | Beyin Cerrahi BOS E 32
M 12 | M 51538 Ibni Sina | Beyin Cerrahi Yara E 70
M13 | M 57487 Ibni Sina | Kulak-Burun-Bogaz Trakeal K 37
M14 | M 53957 Ibni Sina | Genel Cerrahi Trakeal K 89
M15 |M 57213 Ibni Sina | Beyin Cerrahi Trakeal K 55
M16 | M 57947 ibni Sina | Beyin Cerrahi Trakeal E 86
M17 | M 55324 Ibni Sina | Beyin Cerrahi Trakeal K 64
M18 | M 55450 Ibni Sina | KVS Trakeal K 55
M19 | M 53988 Ibni Sina | Reanimasyon Trakeal E 40
M20 | M 55793 Ibni Sina | KVS Trakeal K 50
M21 | M 54599 Ibni Sina | Acil Trakeal E 88
M22 | M 55453 Ibni Sina | Acil Trakeal K 93
M23 | M 54900 ibni Sina | Acil Trakeal E 89
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Cizelge 3.1. Devam. Hastanelerden temin edilen izolatlara ait bilgiler.

M24 | M 57631 Ibni Sina | Post operatif 6rnek Trakeal K 76
M25 | M 51858 Ibni Sina | Beyin Cerrahi Kan E 50
M26 | M 57960 Ibni Sina | Acil Trakeal E 84
M27 | M 57621 Ibni Sina | Reanimasyon Trakeal E 69
M28 | M 56250 Ibni Sina | Beyin Cerrahi Trakeal E 50
M29 | M 55461 Ibni Sina | Dahiliye Trakeal K 88
M30 | M 54475 Ibni Sina | KVS Trakeal K 75
M31 |[M 53739 Ibni Sina | Kulak-Burun-Bogaz Trakeal K 37
M32 | M 57206 Ibni Sina | Acil Apse E 77
M33 | M 57262 Ibni Sina | Acil Trakeal E 77
M34 | M 55860 Ibni Sina | Acil Trakeal E 84
M35 | M 55071 [bni Sina | KVS Trakeal K 50
Al A 920577 Numune | Yogun Bakim Trakeal K 84
A2 A 907630 Numune | Yogun Bakim Trakeal E 19
A3 A 853073 Numune | Yogun Bakim Trakeal E 62
A4 A 872495 Numune | Yogun Bakim Trakeal K 45
A5 A 615800 Numune | Yogun Bakim Yara E 81
Ab A 993472 Numune | Yogun Bakim Trakeal K 62
A7 A1001389 | Numune | Kronik Yara prep. Yara E 52
A8 A1001558 | Numune | Uroloji Idrar K 47
A9 A 853570 Numune | Yogun Bakim Trakeal E 61
A 10 |A1026699 |Numune |Beyin Cerrahi Yogun Trakeal K 52
SU1l - Sami Ulus | Cocuk Trakeal K 8

SU 2 - Sami Ulus | Genel Cerrahi Yara E 12
SU3 - Sami Ulus | Cocuk Trakeal E 9

Su4 - Sami Ulus | Gogiis Hastaliklari Yara K 10
SU5 - Sami Ulus | Plastik Cerrahi Doku K 6

Hastane izolatlarinin dogrulanmasi amaciyla tek koloni ekim yapilmistir (Sekil
3.1). Ertesi giin aliman kolonilere, Gram boyama ve biyokimyasal testler (Katalaz,
Oksidaz) uygulanmistir. Boyama sonras1 mikroskopta, ¢ift veya zincir yapmis kok
veya kokobasil gorunumunde, sporsuz, Gram negatif bakteriler secilerek; oksidaz
negatif ve katalaz pozitif olanlar caligmaya dahil edilmistir (Sekil 3.2). Segilen suslarin
taze kiiltiirlerinden % 20 gliserol ¢ozeltisinde stoklar1 yapilarak, -80 °C’de muhafaza

edilmislerdir. Toplamda 78 A. baumannii hastane izolati teyit edilerek stoklanmuistir.
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Sekil 3.1. A. baumannii izolatinin agarl besiyerinde tek koloni ekimi sonrasi goriintiisii.
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Sekil 3.2. A. baumannii izolatinin mikroskop goriintiisii ve katalaz testi 6rnegi.

3.1.2. A. baumannii izolatlarinin Antibiyotik Duyarhliklar:

Hastane izolatlarinin antibiyotik duyarliliklart EUCAST 6nerileri dogrultusunda
disk difiizyon yontemi ile yapilmistir. Sonucglar EUCAST Klinik Sinir Deger Tablosu
2020-01-01 verilerine gore duyarli (S) ve direngli (R) olarak yorumlanmis ve Sekil

3.3’de direng oranlar1 gosterilmistir.
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Antibiyotik Direng Yuzdeleri
102
100

AMP CEF CES IPM MEM GN CIP LEV TMP TGC AMi FEP TPC
n=78

Sekil 3.3. A. baumannii izolatlarinin disk difiizyon yontemi ile belirlenen antibiyotik direng
oranlari.

3.2. Bakteriyofaj Varhginin Belirlenmesi

Bakteriyofaj izolasyon kaynaklari olarak, Temmuz 2018- Haziran 2019 tarihleri
arasinda Ankara’da dere suyu, gol suyu, kirli atik su, lagim suyu ve atik su aritma tesisi
olmak tizere farkli su kaynaklarindan (Sekil 3.4) 6rnek alinmistir. Toplamda 31 su
ornegi (27 cevresel su + 4 atik su aritma tesisi suyu), konak bakterileri ile faj varlig
acisindan incelenmistir. Farkli zamanlarda ve lokasyonlardan alinan su 6rneklerinin
alinma tarihleri ve lokasyonlar1 Cizelge 3.2°de listelenmistir. Hastane izolatlarindan
rastgele secilen 10 tanesi (ibni Sina Lab. 3, Cebeci Lab. 3, Sami ulus Lab. 2, Numune
Lab. 2 6rnek) konak bakteri olarak kullanilmigtir. Su 6rnekleri ve denenen konak

bakteriler Cizelge 3.3’de verilmistir.
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Sekil 3.4. Cevresel su 6rnekleri (Bentderesi-ANKARA).

Cizelge 3.2. Faj izolasyon kaynagi olarak kullanilan su 6rnekleri ve alinma tarihleri.

Ornek No | Alindigi Lokasyon Alindigx Tarih
1 Cubuk-Giizelyurt Cay1 Temmuz 2018
2 Yenimahalle Merkez-Kanalizasyon suyu Temmuz 2018
3 GoOksu-Gol suyu Agustos 2018
4 GOksu-Koprii kenart Agustos 2018
5 Kizilcahamam-Soguksu Eylil 2018
6 Yenimahalle Merkez-Cesme Kasim 2018
7 Yenimahalle Merkez-Havuz Kasim 2018
8 Altmpark Kasim 2018
9 Glimiisdere Kasim 2018
10 Giimiisdere Kasim 2018
11 Bentderesi Kasim 2018
12 Cubuk Cay1 Kasim 2018
13 Akyurt-Altinova Kasim 2018
14 Akkopri Ocak 2019
15 Camlidere Barajt Ocak 2019
16 Kurt bogazi Ocak 2019
17 Kesikkoprii Baraji Ocak 2019




Cizelge 3.2. Devam. Faj izolasyon kaynagi olarak kullanilan su 6rnekleri ve alinma tarihleri.

18 Turkuaz Atiksu Aritma Mart 2019

19 Yapracik Kuzey Dogu Atiksu Aritma Mart 2019

20 Yapracik Giiney Bat1 Atiksu Aritma Mart 2019

21 Temelli-Cesme Mart 2019

22 Tatlar Merkezi Atiksu Aritma Mart 2019

23 Yenikent-Zir Vadisi Mart 2019

24 Giimiisdere Nisan 2019
25 Ivedik ASKI Nisan 2019
26 Mavigol Mayis 2019
27 Ostim Mayis 2019
28 Ostim Mayis 2019
29 Ivedik Organize Mayis 2019
30 Karstyaka Haziran 2019
31 Ihlara vadisi Haziran 2019

Cizelge 3.3. Faj kaynagi olarak kullanilan su 6rnekleri ve izolasyonda kullanilan potansiyel

konakg1 bakteriler.
Su
Ornekleri Konak Bakteriler
Cl| C2 | C5 |C6|CT7|C8|Cl13|Cl6|C18| M1 | M5 |M12|Al|SUl

1 X X | X | X X X
2 X X X | X | X X X X
3 X X X
4 X X X
5 X X X
6 X X X X X X X X X X
7 X X X X X X X X
8 X X X X X X
9 X X X X X X X
10 X X
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Cizelge 3.3. Devam. Faj kaynagi olarak kullanilan su 6rnekleri ve izolasyonda kullanilan
potansiyel konakg¢1 bakteriler.

11 X X

12 X X

13 X X

14 X

15 X

16 X

17 X

18 X X X X
19 X X X X
20 X X X X
21 X X X X
22 X X X X
23 X X X X
24 X X X X
25 X X X X
26 X X X X
27 X X X X
28 X X X X
29 X X X X
30 X X X X
31 X X X X

X isareti su drneginde faj kaynagi olarak denenen konak bakterileri belirtmektedir.

Cizelge 3.3’de goriildiigii lizere calismanin ilk asamasinda farkli hastane

izolatlar1 konak bakteri olarak kullanilmistir. Yapilan faj izolasyon denemeleri sonucu
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Ankara Universitesi Cebeci Hastanesi Merkez Mikrobiyoloji Laboratuvarindan alinan
C1 numarali bakteri 6rneginin faj konagi olarak daha elverisli olmasi ve ilk
denemelerde plak olusturuldugunun goriilmesi tizerine C1 susu genel konak olarak
kullanilmigtir. Sekil 3.5°de fakli konak bakteriler kullanilarak elde edilen faj plak

goriintlileri verilmistir.

Sekil 3.5. Farkli konak bakteriler (M1, A1, SU1) ile yapilan faj izolasyon denemeleri sonucu
elde edilen plak goruntileri.
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3.2.1. Konak Bakterinin Zamana Bagh Ureme Egrisinin Olusturulmasi

Yapilan 6n denemeler sonucunda plak olusumuna en elverisli konak olarak
secilen bakterinin x2YT besiyerinde zamana baglh lireme egrisi ¢ikartilmistir. 3
tekrarli, 3 paralel ¢alisilan deneyde siv1 besiyerinden belirli zaman araliklarinda 6rnek
aliarak 600 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Sekil 3.5’de zamana bagli
Ol¢tim degerleri ve egrisi verilmistir. Absorbans 6lgtim aralig1 0,1-0,6 olarak kabul
edilerek, ileri konsantrasyonlarda diliisyonlar1 ile 6l¢iim alinmustir. Yapilan olgiim
sonucunda konak bakterinin ikiye bélinme zamanmin {i¢giinct saatte en kisa (17,78
dk) oldugu bulunmustur. Bu nedenle faj calismalarin logaritmik iireme doneminin

ticiincii saatindeki bakteri siispansiyonu kullanilmaigtir.

t (dk) K3 Ikiye Katlanma Zamam
0 0,025

60 0,0289 286,8872477
120 0,0342 246,9879486
150 0,0548 44,10599996
180 0,1764 17,78723518
210 0,4167 24,19045554
240 0,8654 28,45333313
270 1,1391 75,67055864
300 1,3732 111,2564212
360 1,6980 195,8897777
480 2,2214 309,5713753
600 2,5530 597,8348209
720 2,7530 1102,828945

1440 3,089 4330,166355

Sekil 3.6. Konak bakterinin zamana bagl iireme egrisi.

68



Zamana Bagli Ureme Egrisi

3,5

2,5 o

Absorbans Degeri
O

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Zaman (dk)

Sekil 3.6. Devam. Konak bakterinin zamana bagl iireme egrisi.

3.2.2. Tek Plak izolasyonu

Alinan su oOrnekleri zenginlestirme sonrasit olasi faj varligi agisindan
degerlendirilmis ve lizis olusturan Orneklere ¢ift tabaka agar uygulanmistir. Su
orneklerinden 13’0nde (1, 2, 9, 11, 14, 15, 17, 19, 23, 24, 25, 29, 31 numarali su
numunelerinde) lizis goriilmiistiir. Cift tabaka agar sonucu plak yapilar1 goriilen her
bir su 6rneginden, en fazla 3 farkli goriiniiste plaklar secilmis ve tek plak izolasyonu
yapilmistir. Alinan plaklarin ileri diliisyonlar1 yapilarak her bir diliisyona ¢ift tabaka
agar yontemi uygulanmistir. Tiim 6rnekler i¢in bu islem en fazla 5 kez tekrarlanmis
petride tek tip faj plagi goriilmesi hedeflenmistir. Yapilan islemler sonucunda 31 su
orneginden 13 6rnekte A. baumannii’ye 6zgii faj varligi tespit edilmistir (Sekil 3.7).
Bu drneklerden farkli plak morfolojisine sahip 80 litik karakterde bakteriyofaj se¢ilmis
ve izole edilmistir. Izole edilen fajlardan farkli plak morfolojilerine sahip plak

gorunttleri Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.7. Faj yoklugunda (a) ve faj varliginda (b) taze bakteri siispansiyonu ile inkiibasyon
sonras1 besiyeri goriintiisii.

Sekil 3.8. A. baumannii’ye 6zgii izole edilen farkli plak morfolojilerine sahip litik faj plaklart.
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Sekil 3.8. Devam. A. baumannii’ye 6zgii izole edilen farkli plak morfolojilerine sahip litik faj
plaklari.
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Sekil 3.8. Devam. A. baumannii’ye 6zgii izole edilen farkli plak morfolojilerine sahip litik faj
plaklart.

3.2.3. Bakteriyofaj Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Izole edilmis ve petride tek tip plak olusturmus A. baumannii fajlarinin kendi
konakgis1 olan bakteriyi lize edebilme yetenegi yani faj titresini hesaplamak igin ¢ift
tabaka agar metodu uygulanmistir. Bunun i¢in Oncelikle tek tip plaklar segilerek,
konak bakterisi ile en uygun dilisyonunda birlestirilmis ve konsantrasyonlarinin
arttirtlmasi saglanmigtir. Stok faj siispansiyonlarinin daha sonra diliisyonlar1 yapilarak

cift tabaka agar yontemi ile konsantrasyonlar1 pob/mL olarak hesaplanmistir. Stok
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konsantrasyon tespiti belirli araliklarla 3 tekrarli olarak yapilmistir (Sekil 3.9). Stok
konsantrasyonlari belirlenen bakteriyofaj izolatlarinin adi; konak susu ve su ornegi
numarast ile kodlanmistir. Faj stoklarindan bazilarinin plak goriiniimleri ve tahmini

hesaplanan stok konsantrasyonlar1 Cizelge 3.4’de verilmistir.

Sekil 3.9. Faj stok ¢ozeltisi.

Cizelge 3.4. Izole edilen baz1 fajlarin plak gériiniimleri ve stok konsantrasyon degerleri.

Bakteriyofaj ID Plak gortanumleri Stok konsantrasyonu
A6 Genis hale ve saydam gobekli zon 4x10*?
B7 Minik plak 3x10™
C2 Genis hale ve saydam gobekli zon, 4 mm 4x10%
D4 Biyik plak, 1 mm 3x10™
E2 Minik plak 2x10%
F2 Orta buyuklukte plak, 0,5 mm 1x10%°
G1 Biyik plak, 1 mm 5x10%!
H1 Orta buyuklukte plak, 0,5 mm 2x10%0
12 Orta blyuklukte plak, 0,5 mm 4x10M
K3 Biyik plak, 1 mm 9x10%
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3.2.4. Bakteriyofajlarin Konak Araliklarinin Belirlenmesi

izole edilen ve konsantrasyonlar: belirlenen fajlarin konak araliklarmi
belirlemek i¢in spot test (damlatma) yontemi uygulanmistir (Sekil 3.10). Calismanin
bu kisminda antibiyogram sonuglarina gore farkli duyarlilik profilleri gosteren A.
baumannii izolatlar1 kullanilmistir. Hastanelerden temin edilen 49 A. baumannii izolati
ve ATCC 19606 olmak Uzere toplamda 50 bakteri lizerine, 80 bakteriyofajin litik etkisi
incelenmigtir. Ertesi glin bakteri ekim bdlgeleri bakteri {iremesi yoOniinden
incelenmistir Calismanin devaminda kullanilacak olan bakteriyofajlarin se¢iminde
litik etkinlik yilizdeleri dikkate alinmistir. Fajlarin en etkin litik etkinlik yiizdeleri
Cizelge 3.5°de verilmistir. Litik etkinligi % 78 olan K3 faj1 ile hem plak morfolojisinin
farkl (genis hale ve saydam gobekli zon) olmast hem de litik araliginin farkli olmasi
nedeniyle % 32 etkinlik gosteren C2 faj1 karakterizasyon ve biyofilm ¢aligmalarinda

kullanilmak tizere secilmistir.

Sekil 3.10. A. baumannii fajlarinin konak araliklarinin belirlenmesinde kullanilan spot test
sonuglart.
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Cizelge 3.5. Segilen fajlarin konak aralik degerleri.

Bakteri No Bakteriyofaj izolatlari

A6 |B7 |C2 |C4 |D4 |E2 |F2 |Gl |H1 |[I2 K3
C3 +++ [+ [ [ | |+ ++ |+ |+ [+ [+t
Cc4 - - - i I e I N e e Rt
C5 - +++ |- - +++ |+ + e [ I
C6 + + + + + - - + +++ |- -
C7 R e R e R i R I I o O 2 = S [ S S [
cs8 e IO O I I e I S I o I o
C10 e o I o R I I e I e e
C12 - +++ |- - ++ |+ |+ el [ N [ S
C13 - ++ |- - ++ |- + - + - -
C15 T s T o o I IR O I e e B o O S
C16 3 - = - = + + + + - +
C17 - - - + - + 2 - - - -
C18 +++ |- +++ [+ |- - - - - - +
C19 + +++ |- + ++ |+ |+ [+ 4+ + ++
C22 +++ | +++ |- = - = - +++ [+ |+ [+
C24 - - - - - - - + - + +
c27 - - - - - - - + -
C28 - - - - - - - +
Al - - - - ++ |+ + + +H+ |+ |+t
A2 - - - - - + - - - - -
A3 - - - - - + - - + - +
Ad +++ [+t [+ |- ++ |+ e N [E o S [ [
A5 - - + - - - - - - + -
Ab - - - - - - - - - - +
A7 - - - - ++ |- ++ |- +++ |+ |+t
A8 - - - - ++ |- + +++ |+ |
A9 - - - - - - + - - + +
M1 + ++ |+ - + - + ++ |+ ++
M2 +++ [+t [+ |- e I R I I S S [
M3 +++ [+ [+ |- 4+ |+ | [ | A |t
M6 +++ [+t [+ |- ++ |- + - +++ |+ |+t
M7 +++ [+t [+ |- e I T I e I e o S S R
M10 - - - - - - - - + - +
M11 + - - - - - + - + - +
M12 + - - - - + - - - - -
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Cizelge 3.5. Devam. Segilen fajlarin konak aralik degerleri.

M15 - + - - - + - + -

M16 + - - - - + - - - +

M19 - - - - + - + - ++

M20 - - ++ | ++ |- - - + - - -

M21 - - - - - +++ |++ | ++ |- - -

M24 - +++ |+ + +++ |+ ++  |++ |+ ++ | ++

M27 - - - - - - - - +++ |+ | +++

M29 +++ |+t |- - - - - +++ [+ | [+

M33 - - - - - - - ++ |- - -

M34 +++ |+ |- - - - - +++ |+ | |+

M35 - + - - - - - +++ [+ |+ [+

SuUl - - - - - - - - + + +++

SuU2 - + ++ |- - - - - + -

SU3 - - - - - - - - + -
ATCC19606 |- - - - - - - - - + -
Litik Etkinlik |22 |25 |16 12 |22 |23 |25 |30 |33 |33 |39
Litik Etkinlik {44 |50 |32 |24 |44 |46 |50 |60 |66 |66 |78

+++: Tam lizis ++: Lizis bolgesinde tek tiik bakteri +: Lizis bolgesinde ¢ok sayida bakteri  -:Lizis yok.

3.2.5. Secilen Bakteriyofajlarin TEM Gériintiileri

Secimi yapilan U¢ A. baumannii bakteriyofajinin (C2, K3, Gl) Gegirimli

Elektron Mikroskobu (TEM) ile goruntilenmesi icin 6rnekler dénce formvar kapl

karbon grid Gizerinde uranil asetat ile negatif boyanmustir. Hazirlanan preparatlar A.U.

Niikleer Bilimler Enstitiisinde TEM mikroskobunda incelenmis ve fotograflari

cekilmistir. Mikroskop goriintiileri C2 ve K3 faj1 i¢in alinabilmis ancak G1 6rneginde

gridde bazi alanlarda kopmalar nedeniyle goriintii alinamamistir. C2 ve K3 fajinin

TEM goriintiileri sirasi1 ile Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de verilmistir.
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Sekil 3.11. C2 fajinin mikroskop goriintiileri.

Sekil 3.12. K3 fajinin mikroskop goriintiisii.
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TEM mikroskobu ile morfolojik olarak tanimlanan C2 ve K3 fajlan
siiflandirmak i¢in uluslararasi virilis taksonomisi (ICTV) kilavuzlari kullanilmstir.
C2 faj1 kisa kuyruk ve ikozahedral bas yapisi nedeniyle Podoviridae ailesinin, K3 faji
uzun kuyruk ve ikozahedral bas yapisi nedeniyle Myoviridae ailesinin morfolojik

ozelliklerini tagidig1 gozlemlenmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. C2 ve K3 fajlarinin TEM ile belirlenen morfolojik 6zellikleri.

Bakteriyofaj Morfoloji Takim Aile

Bas (nm) Kuyruk (nm)
C2 50 x 41,6 12,5 x 6,25 Caudovirales | Podoviridae
K3 127,59 x 124,14 | 117,24 x 13,79 Caudovirales | Myoviridae

3.2.6. Secilen Bakteriyofajlarin Optimal MOI Degerleri

C2, K3 fajlart i¢in 0,001-10 araliginda MOI degerleri test edilmis ve titreleri
hesaplanmistir. Secilen her faj i¢in farkli optimal MOI konsantrasyonu saptanmustir.
C2 faj1 i¢in optimal MOI: 0,1, K3 faj1 i¢in optimal MOI: 0,01 olarak bulunmustur
(Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Secilen bakteriyofajlarin optimal MOI degerleri.

3.2.7. Bakteriyofajlarin Adsorbsiyon Oranlarimin Belirlenmesi

Bakteriyofajlarin, bakteri yiizeyine baglanmasi sirasinda gegen siireye
adsorbsiyon suresi denilmektedir. C2 ve K3 fajlari igin zamana gore adsorblanmamis
faj yiizdeleri hesaplanmistir (Sekil 3.14). Buna gore C2 fajimin ilk 15 dakikada %
90’min adsorblandigi belirlenmistir. K3 fajinin ise ilk 10 dakika igerisinde ~%

94,6’smin konak hiicreye adsorbe oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.14. C2 ve K3 fajlarinin konak hiicreye adsrobsiyon oranlarinin grafigi.

3.2.8. Bakteriyofajlarin Ureme Karakterleri

Bir fajin tek asamali gelisim egrisinin olusturulmasi latent periyot, yukselme
periyodu ve patlama boyutu gibi biiyiime kinetigi parametrelerinin hesaplanmasina
yardimci oldugundan ¢ok énemlidir. Latent periyot, fajin konak hiicreye baglanmasi

sonras1 konak hiicreyi enfekte etmesinden ilk bakteri hiicrelerinin parcalandigi ana
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kadar gecen suredir. Yukselme periyodu, latent periyot sonundan baslayarak tiim fajlar
hiicre disina ¢ikana kadar gegen siiredir. Patlama boyutu ise, baslangicta belli bir
miktarda bakteriyi enfekte eden bakteriyofaj sayisinin enfeksiyon sonrasinda olusan

yeni bakteriyofaj sayisina oranini ifade etmektedir.

C2 fajmin litik enfeksiyon siklusunda faj i¢in latent siirenin 30 dk (latent
periyot), yikselme siresinin 40 dk ve hilicre basina iiretilen faj partikiil sayisinin

(patlama boyutu) 126 pob/mL oldugu hesaplanmustir.

C2

11,5
11
10,5

LOG PFU/ML
ninAog ewejied

Latent
Periyot Yikselme

Periyodu v

v

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
ZAMAN (DK)

Sekil 3.15. C2 fajinin tek asamali gelisim egrisi.

K3 fajinin litik enfeksiyon siklusunda faj i¢in latent siirenin 20 dk (latent
periyot), yikselme siresinin 40 dk ve hilicre basina iiretilen faj partikiil sayisinin

(patlama boyutu) 198 pob/mL oldugu hesaplanmustir.
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Sekil 3.16. K3 fajinin tek asamali gelisim egrisi.

3.2.9. Bakteriyofajlarin Ortam Sartlarina Dayamikhhklar:

C2 ve K3 fajinm genis pH ve sicaklik araliklarinda stabiliteleri
degerlendirilmistir. pH degisimlerinin C2 ve K3 fajina etkisi incelenmis ve K3 fajinin
pH degisimlerine daha direngli oldugu; C2 fajimnin diisiik pH degerlerinde aktivitesini
onemli Ol¢iide kaybettigi tespit edilmistir. C2 fajinin pH 4’iin altinda ve pH 9’un
Ustinde 1. ve 2. glnin sonunda konsantrasyonunda anlamli bir degisiklik
gozlenmezken; 30. giliniin sonunda yapilan titre belirlemesi sonrasinda pH 9’un
ustiindeki konsatrasyonunda 2 log azalma, pH 4’tin altinda etkinliginin tamamina
yakinini kaybettigi goriilmiistiir. K3 faj1 1. ve 2. giinlin sonunda etkinligini korurken;
30. giiniin sonunda pH 9’un iizerinde etkinligini korudugu ve pH 4’lin altinda
konsantrasyonunun 1 log azaldig1 goriilmistiir. C2 ve K3 fajlarina ait pH zaman

degisimleri Sekil 3.17°de verilmistir.
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Sicaklik degisimlerinin C2 ve K3 fajlarma etkisi de degerlendirilmistir. C2
fajinin sicaklik degisimlerine daha direngli oldugu K3’iin duyarlilik gosterdigi tespit
edilmistir. C2 fajimin 3. saatin sonunda tiim sicaklik degerlerinde stabil oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte, K3 fajimin 70 °C'de 3 saatin sonunda tamamina
yakininin inaktive oldugu gorilmistir. C2 ve K3 fajlarina ait sicaklik zaman

degisimleri Sekil 3.18’de verilmistir.

C2

3 —<pH 4

LOG POB/ML

pH>9

0 1 2 30
ZAMAN (GUN)

Sekil 3.17. C2 ve K3 fajlarinin pH stabiliteleri.
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Sekil 3.17. Devam. C2 ve K3 fajlarinin pH stabiliteleri.
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Sekil 3.18. C2 ve K3 fajlarinin termal stabiliteleri.
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3.2.10. Bakteriyofajlarin Saklama Kosullarimin Degerlendirilmesi

Fajlarin izolasyonu ve saflastirilmasinin ardindan belirlenen stok konsantrasyon
degerlerini  korumak amaciyla farkli  ortamlarda  muhafaza  kosullan

degerlendirilmistir. Bu amagcla segilen iki fajin;

1. S1v1 besiyeri (0,5 mL) + Faj 1/2 (0,5 mL)
2. SM tamponu (0,5 mL) + Faj 1/2 (0,5 mL)
3. Faj suspansiyonu (0,5 mL)

4. Gliserol %30 (0,5 mL) + Faj 1/2 (0,5 mL)

Yukarida belirtilen ortamlar olusturularak +4 °C ve -20 °C’de saklama kosullar1
degerlendirildi. Alt1 ay bekletme sonrasinda yapilan konsantrasyon tespiti sonucu, -20
°C’de saklama kosullarinda en uygun muhafaza ortaminin % 30 gliserol ile +4 °C’de

saklama kosullarinda en iyi muhafazanin siv1 besiyeri ile saglandigi tespit edilmistir.

3.2.11. Bakteriyofajlarin Protein Profilleri

Calismada kullanilan C2 ve K3 fajlarinin en uygun saflastirma tiriinlerinin tespiti
icin SDS-PAGE gradient jel elektroforezi yapilmistir. Segilen bakteriyofajlarin protein
profillerinin de goriildiigi jelde saflastirma optimizasyon denemelerinden; C2 igin
daha az protein bandimin goriildigli 5 numarali proses, K3 i¢in 2 numarali proses

uygulanmstir (Sekil 3.19).
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(@)

M Bakteri

(b)

Sekil 3.19. (a) C2 fajinin SDS-PAGE jel goriintiisti, M: Marker. (b) K3 fajinin SDS-PAGE
jel goriintusi, M: Marker.

86



3.2.12. Bakteriyofajlarin Tiim Genom Analizi

Secimi yapilan C2 ve K3 fajlarinin yeni nesil sekans analizi ticari firma
tarafindan yapilmis daha sonra okumalarin veritabani kullanilarak taksonomik
siiflandirmasi yapilmistir. Sekans sonucuna gore C2 fajinda elde edilen okumanin %
44’tniin viral DNA’ya ait oldugu tespit edilmistir. ICTV taksonomisine gore
simiflandirildiginda % 100’4 Heunggongvirae kingdomi; % 100 Caudovirales takimu;
% 0,07 siniflandirilmamis Myoviridae, % 99,03 Myoviridae ailesi lyesidir. Bu aile
icinde % 36’st diger Obolenskvirus cinsi ile benzerlik gostermistir. % 64
Obolenskvirus cinsi igerisinde daha Once tanimlanan 7 farkli tirle benzerlik
gostermistir. Bunlardan; Acinetobacter phage WCHABP12 ile % 2, Acinetobacter
phage LZ35 % 5; Acinetobacter phage WCHABP1 % 7; Acinetobacter phage IME-
AB2 % 8; Acinetobacter phage AP22 % 10; Acinetobacter phage AbP2 % 14;
Acinetobacter phage AB1 %18 benzerlik yiizdesine sahip oldugu bulunmustur. C2

fajina ait elde edilen yeni nesil sekans diyagrami Sekil 3.20’de verilmistir.

£ X 44% of
] -1 Root

1".-: Lymphocystis disease virus - isolate China 0.001%

Hubei hepe-like virus 3 0.0002%

Esparto virus  0.0002% .

Sekil 3.20. C2 fajina ait elde edilen yeni nesil sekans diyagramu.
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bacter phage L 235

acinetd

& Eukaryota 0.3% .
g Archaea 0.0006% .

[other Roof] 06%

Sekil 3.20. Devam. C2 fajima ait elde edilen yeni nesil sekans diyagrama.

Sekans sonucuna gore K3 fajinda elde edilen okumanin % 13’iiniin viral
DNAya ait oldugu tespit edilmistir. ICTV taksonomisine gore siniflandirildiginda %
100’4 Heunggongvirae kingdomi; % 100 Caudovirales takimi; % 1 siniflandirilmamas
Myoviridae, % 99 Myoviridae ailesi iiyesidir. Bu aile iginde % 94’1 siniflandiriimamis
Saclayvirus cinsi ile benzerlik gostermistir. Bu cins i¢inde % 94 Acinetobacter phage
vB_AbaM_phiAbaAl ve % 6 Acinetobacter phage vB_AbaM_Acibel004 benzerlige
sahip oldugu bulunmustur. K3 fajina ait elde edilen yeni nesil sekans diyagrami Sekil

3.21°de verilmistir.
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— — archaea 0.004% [}
\«gﬁ” fotner Root) 0.4% ||
i
§
? 13% of
gi Roat "
i
E
3
H
%‘a, — Pandoravieus 0.002% .
L%; Nutleseyiovricets mnnzx.
B _'% Cutumber mesaic veus 0001% .
g Casopiia pomans nucieopoiyhacravinss 0.001% [
Sekil 3.21. K3 fajina ait elde edilen yeni nesil sekans diyagramiu.
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3.3. ERIC-PCR Yontemi ile A. baumannii Izolatlarinin Klonal iliskilerinin
Tespiti

Biyofilm g¢alismalarinda kullanilmak iizere segilen 24 A. baumannii izolatinin
ERIC-PCR yontemi ile klonal iliskilerine bakilmistir. Bunun i¢in 6ncelikli olarak tiim
bakterilerin DNA’lar1 elde edilmis ve spektrofotometrik olarak kantite edilmistir.
Polimeraz zincir tepkimesinde (PZT) uygun bant profilleri elde edebilmek
optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Oncelikle farkli primer baglanma (annealing)
sicakliklar1 test edilmistir. Daha sonra primer konsantrasyonlari artirilarak, Mg™"
konsanrasyonu 1-7 mM degistirilerek bant sayisi artirilmaya smear goriintiisiinden
uzaklagmaya calisilmigtir. PZT optimizasyonu sonrast tiim suslar ayni anda
calisilmistir. Reaksiyon sonras1 amplikonlar % 1,6’lik agaroz jelde 65 voltta yaklagik
2 saat yiiriitiilmiistiir. Ardindan jel etidyum bromiir ¢ozeltisi ile boyanmis ve VersaDoc
(Bio-Rad) gorintuleme sisteminde UV 1s1k altinda, bantlarinin fotografi gekilerek
kaydedilmistir (Sekil 3.22).

Sekil 3.22. A. baumannii izolatlarinin ERIC-PCR jel goruntleri.
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(GRS TSR

Sekil 3.22. Devam. A. baumannii izolatlarinin ERIC-PCR jel gorunttleri.

Bant profilleri GelAnalyzer2010a programi kullanilarak analiz edilmistir.
UPGMA (Unweighted pair group method with mathematical averaging) metodu ve
Dice benzerlik katsayisi kullanilarak bant profillerinin dendrogrami olusturulmus ve
kiimelenme analizi yapilmigtir. Kofenetik Korelasyon Katsayis1 (CP) = 0,84 olarak
bulunmustur. FigTree v1.4.4. programu ile filogenetik agac olusturulmus ve Sekil
3.23°de verilmistir. Suslarin 7 kiimede toplandigi ve bu kiimelerden 4’iiniin tek susla

temsil edildigi goriilmektedir.
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Sekil 3.23. A. baumannii izolatlarinin ERIC-PCR dendogram semasi.

3.4. A. baumannii izolatlarinin Kolistin MiK Degerleri

A. baumannii izolatlar1 tizerine sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen kolistin
MIK degerlerinin 0,125-64+ mg/mL arasinda degistigi saptanmustir. Izolatlarin MIK

degerlerinin dagilimi1 Sekil 3.24°de verilmistir.
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Sekil 3.24. A. baumannii izolatlarinin s1vi mikrodiliisyon ydntemi ile belirlenen MIK
degerleri.

3.5. A. baumannii Izolatlarinin Biyofilm Kapasiteleri

A. baumannii izolatlarinin biyofilm olusturma 6zellikleri, mikroplak okuyucuda
okunan OD degerlerinin, negatif kontrol OD degerine gore, Cizelge 3.7°de belirtilen
araliklar baz alinarak yorumlanmistir. Buna gore A.baumannii izolatlarinin % 7,5’
zayif, % 25’1 orta diizey ve % 67,5’1 gucli biyofilm Uretim kapasitesine sahip olarak

bulunmustur.

Cizelge 3.7. Bakterilerin biyofilm olusturma 6zellikleri.

OD < Negatif kontrol (NK) Biyofilm Uretimi negatif

NK <OD <2xNK Zayif Biyofilm Uretimi
2xNK < OD < 4xNK Orta Diizey Biyofilm Uretimi
4xNK < OD Guclu Biyofilm Uretimi

Bakteriyofajlarin biyofilm iizerine etkisi ve buna bagl olarak istenen biyofilm
kiitle azalmasin1 gorebilmek i¢in izole edilip saflastirilmig +4 °C’de saklanan C2 ve
K3 bakteriyofajlari i¢cin hem biyofilm olusturabilen hem de kullanilan fajlara pozitif
litik cevap veren A. baumannii suslarinin segilmesi amaglanmistir. Bunun igin, her iKi
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Ozellikte pozitiflik gosteren farkli hastanelerden temin edilen 24 A. baumannii susu
secilmistir. Biyofilm g¢alismalarinda kullanilmak tizere segilen bakterilerin Kristal
viyole ile belirlenen biyofilm olusturma 6zellikleri ve optik dansite degerleri Cizelge
3.8 ve Sekil 3.25’°de verilmistir.

Cizelge 3.8. A. baumannii izolatlarinin optik dansite degerleri ve biyofilm olusturma
ozellikleri.

Bakteri No Optik Dansite (540 nm) | Biyofilm Olusturma Ozelligi
Cl 0,2201 0]
C3 0,1940 0]
C5 0,9178 K
C7 0,9544 K
C10 0,7693 K
C18 0,6908 K
C19 0,4118 K
C22 0,3890 K
Al 0,1921 0]
A4 0,3648 K
AT 0,2542 K
A8 0,6434 K

SU1l 0,5853 K
SU2 0,4632 K
SU3 0,2856 K
ATCC 19606 1,6330 K
M1 0,6134 K
M2 0,1918 0]
M6 0,3254 K
M7 0,2765 K
M20 0,5734 K
M24 0,3837 K
M27 0,3681 K
M34 0,2151 0]

K: Kuvvetli biyofilm dretimi, O: Orta dlzey biyofilm tretimi.
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Biyofilm Kutle

Absorbans degerleri (nm)
|_|

Sekil 3.25. A. baumannii izolatlarinin biyofilm olusturma 6zellikleri, hata ¢ubuklar1 birden
cok kiiltiirden (n=4) standart sapmalar1 temsil etmektedir.

3.6. Bakteriyofajlarin Olgun Biyofilm Uzerine Etkinlikleri

Biyofilm ¢alismalarina dahil edilen orta ve giiclii biyofilm {ireticisi 24 A.
baumannii susu iizerine C2 (F1) ve K3 (F2) fajlarimmn 10°-107 pob/mL
konsantrasyonlarinda etkinlikleri degerlendirilmistir. Fajlarin A. baumannii suslarinin
biyofilm kutlesini azaltma yetenekleri 3 zaman periyodunda; fajlarin biyofilm ile
temas1 sonrast 6, 24 ve 48. saatlerde Olgiilmiistiir. Secilen iki fajin etkin
konsantrasyonlarindan bir kokteyl (F3) olusturularak, biyofilm kiitlesi {izerine kokteyl
etkinligi de degerlendirilmistir. A. baumannii suslarinin duyarlilik gésterdigi kolistin
antibiyotiginin belirlenen MIK degerlerinde olgun biyofilme etkisi kristal viyole ile
boyanarak spektrofotometrik olarak oOl¢iilmiistiir. Negatif kontrol olarak besiyeri
iceren kuyucuklar kullanilmis ve OD degerleri negatif kontrolle karsilastirilarak
sonuglar kiitle azalmas1 yoniinden incelenmistir. Asagida verilen formiile gore fajlarin

ve antibiyotigin olgun biyofilme etki yiizdeleri hesaplanmistir:
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Biyofilme Etki Oran1 (B.E.O) (%) =(A—B)/ A x 100
(A: Bakterinin biyofilm kutle optik dansite degeri)

(B: Faj / Antibiyotik varliginda 6lgiilen optik dansite degeri)

Suslarin olgun biyofilm kiitlesi lizerine F1 (C2), F2 (K3), hazirlanan faj kokteyli
(F3) ve antibiyotigin (kolistin MIK) 6, 24 ve 48. saatin sonunda biyofilm kiitlesi
tizerine etkisi incelenmistir. Yapilan 6l¢iim sonrast kiitle azalmasinin en fazla 6 saatlik
tedavide saglandigi goriilmistiir. Buna gore, F1 faji1 % 40-86; F2 faj1 % 35-85; Faj 3
fajinin % 42-87 ve antibiyotik % 54-89 arasinda kiitle azalmasi saglamigtir (p<0,001).
F2 faj1 suslarin % 62,5’inde F1 fajina kiyasla daha etkin kiitle azalmasi sagladig1 ve
diisiik konsantrasyonda (107 pob/mL) daha etkin oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.9).
Fajlarm kokteyl olarak kullanim1 (10°-107 pob/mL konsantrasyonlarda) Faj 1 ve Faj
2’nin tek basina kullanimlarmna gore, suslarin % 79,2’unda anlamli biyofilm kiitle
azalmasina neden olmazken fajlarin daha diisiik konsantrasyonlari ile benzer etki
gosterebildikleri goriilmistiir. Fajlarin etkisi antibiyotikle kiyaslandiginda suslarin %
41,6’sinda faj ile daha gii¢lii kiitle azalmasi saglandigi, fajlarin daha etkin biyofilm

eradikasyonu sagladig1 bulunmustur.

Suslarin olgun biyofilmi ilizerine faj ve antibiyotigin 24 saat muamelesi sonrasi
biyofilm kiitle azalmas1 incelendiginde faj eklenen kuyularda azalmanin 6 saatlik
uygulama kadar etkin olmadig1 goriilmiistiir. Yapilan 6l¢lim sonrast F1 faj1 % 18-84;
F2 faji % 26-85; F3 faji % 28-85 ve antibiyotik % 54-85 arasinda kiitle azalmasi
saglamistir (p<0,001) (Cizelge 3.10). Biyofilm kutlesi lzerine faj uygulamasinin

etkisinin zamanla azaldi1g1 goriilmiistiir.

Suslarin olgun biyofilmi iizerine faj ve antibiyotigin 48 saat muamelesi sonrasi
biyofilm kiitle azalmasi yiizdeleri F1 fajinda % 1-81; F2 faji % 1-80; faj kokteyli % O-
81 ve antibiyotik % 36-82 arasinda degismektedir (p<0,001) (Cizelge 3.11). Sonuclar
degerlendirildiginde biyofilm kiitle azalmasina antibiyotik ve fajin etkisinin zamanla

azaldig1 ve 6 saat terapide fajin etki olarak antibiyotik ile etki yoniinden benzer oldugu
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goriilmistiir. Faj 1 ve Faj 2’den hazirlanan kokteylin suslarin % 41,7 sinde etkiyi
artirdig diger suslarda fajlar ile benzer etkiye sahip oldugu bulunmustur. Faj 1, Faj 2
ve Faj 3’iin kiitle azalmas1 yoniinden en etkin konsantrasyonlar1 Cizelge 3.12’de

verilmistir.
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Cizelge 3.12. Faj 1, Faj 2 ve Faj 3’lin kiitle azalmasi1 yoniinden en etkin konsantrasyonlari

(pob/mL).
Bakteri No | F1(C2faji) | F2 (K3 Faji) | F3 (F1+F2) | Kolistin MiK
(pob/mL) (pob/mL) (pob/mL) (Mg/mL)
C1 10° 10° 10’ 0,25
C3 10° 10° 107 0,5
C5 10° 10° 10° 0,25
C7 10° 108 10’ 0,5
C10 108 10° 10’ 0,25
C18 10° 10° 10’ 0,5
C19 10’ 10° 108 0,5
C22 108 107 108 256
Al 108 10° 108 0,25
Ad 10° 107 108 0,25
A7 10° 107 107 0,25
A8 10° 10° 107 1
SuU1l 107 107 107 0,5
SuU2 108 108 107 0,125
SU3 10’ 107 10’ 0,25
ATCC 19606 108 10° 107 1

M1 10° 108 108 0,25
M2 10’ 108 107 0,25
M6 10’ 10° 108 0,25
M7 107 10° 10’ 0,25
M20 10° 10° 108 0,25
M24 10° 10° 108 0,25
M27 10’ 10° 107 16
M34 10’ 10° 107 0,25

MIK: Minimal inhibisyon konsantrasyon.

104



3.7. Bakteriyofaj ile Antibiyotigin Olgun Biyofilm Uzerine Etkinligi

Calismamizin son asamasinda A. baumannii biyofilmine kars1 antibiyotik ile
fajin birlikte uygulanmasinin tedavi potansiyeli {izerine etkisi incelenmistir. Faj 1, Faj
2 ve Faj 3 i¢in daha dnce saptanan en etkin konstrasyonlar bu asamada kullanilmustir.
Belirlenen faj konsantrasyonlar ile MiK degerlerinde kolistinin es zamanli ve ardisik
kullanimlarinin tedavi etkinligi saptanmistir. Es zamanli uygulamada; 48 saatlik
biyofilm kitlesi Uzerine Faj 1 (C2) + antibiyotik, Faj 2 (K3) + antibiyotik, Faj 3+
antibiyotik (kolistin MiK) uygulanarak, 24 ve 48 saat temas sonrasi sonuglar kiitle
azalmasi yoniinden incelenmistir. Ardigik uygulama yonteminde ise; kuyucuklara
oncelikli olarak Faj 1 (C2), Faj 2 (K3), Faj 3 ilavesi yapilip, 6. saatin ardindan
antibiyotik (kolistin MiK) eklenerek 24 saat ve 48 saatte biyofilm kiitlesi izerine etkisi
incelenmistir. Cizelge 3.13 ve 3.14’de A. baumannii suslarinin olgun biyofilmleri
tizerine fajlar (F1, F2, F3) ile antibiyotigin birlikte ve ardisik uygulamasinin 24. saatte
Olciilen OD degerleri ve biyofilme etki oranlar1 verilmistir. Cizelge 3.15 ve 3.16°de A.
baumannii suslarmin olgun biyofilmleri tizerine fajlar (F1, F2, F3) ile antibiyotigin
birlikte ve ardisik uygulamasinin 48. saatte 6lgiilen OD degerleri ve biyofilme etki

oranlar1 verilmistir.

Antibiyotik ve fajlarin ardisik ve birlikte kullaniminin 24 saatlik ve 48 saatlik
uygulamalari birbiri ile kiyaslanmistir. 48 saatlik tedavide suslarin genelinde, etkinin
hala yiiksek oranda korundugu; 24 saatlik uygulama ile etkide anlamli bir farkliligin
olmadig1 (p<0,001) ancak etkide artisa da neden olmadigi, aksi yonde suslarin

genelinde etkide azalmaya neden oldugu goériilmistiir (p=0,038).

Antibiyotik ile fajin tek baslarina ve birlikte kullanimlarinin olgun biyofilm
kiitlesi lizerine azaltma etkisi de degerlendirilmistir. Fajlarin (Faj 1, Faj 2, Faj 3) ve
antibiyotigin (kolistin MiK degerlerinde) tek baslarina 6 saatlik muamelesi ile birlikte
ve ardisik uygulamanin 24 saatlik protokolleri kiyaslandiginda, tiim suslarda ardisik

ve birlikte uygulamanin, antibiyotigin tek basina uygulanmasindan daha etkin bir
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biyofilm kiitle azalmasi sagladig1 goriilmistiir (p<0,001). Birlikte uygulama protokolii
suslarin % 54,16’sinda antibiyotigin tek basina kullanimindan daha etkili bulunmustur.
F1 fajinin tek basina etkisi ile ardisik uygulama kiyaslandiginda suslarin % 87,5’ inde
anlamli aktivite artig1 goriiliirken; M7 susunun bu duruma kismen direng gosterdigi,
etkinin F1 fajinin tek basina sagladig: etkiden de diisiik oldugu goriilmiistiir. F2 fajinin
tek basina etkisi ile ardigik uygulama kiyaslandiginda suslarin % 87,5’inde anlaml
aktivite artis1 goriiliirken; M1 susunda faj ve antibiyotik i¢in aktivitenin tekli
uygulamaya gore yar1 oraninda azaldig1 goriilmistiir. F3 fajinin tek basina etkisi ile
ardisik uygulama kiyaslandiginda suslarin % 84’tinde anlamli aktivite artisi

gorilmiustir.

Olgun biyofilm kiitlesi iizerine, antibiyotik ile fajlarin tek basina 24 saatlik
muamelesi, birlikte ve ardisik uygulamanin 24 saatlik protokolleri ile karsilastirilmistir
(p<0,001). Buna gore suslarin tamaminda sadece ardisik uygulamanin tekil
uygulamalara gore daha etkin veya benzer oldugu, bu etki derecesinin baz1 suslarda
(M20 susu) iki katina ¢iktig1 goriilmiistiir. Birlikte uygulama protokolii 24 saatlik tekli
uygulama ile kiyaslandiginda suslarin % 25’inde etki, antibiyotik ve fajin tek baslarina
olusturduklart etkiden daha disiiktir (p=0,012). Bununla birlikte suslarmm %
54,6’sinda birlikte uygulama protokoliindeki etki, ardisik uygulama protokolii ile

esdeger kiitle azalmasi saglamistir.

Olgun biyofilm ktlesi zerine, antibiyotik ile fajlarin tek basina 48 saatlik
terapisi, birlikte ve ardisik uygulamanin 48 saatlik protokolleri ile karsilastirilmistir.
Buna gore M2 ve M34 susunun antibiyotik ile fajin birlikte kullani1ldig1 protokolii hari¢
tiim suglarda ardisik ve birlikte uygulamanin tekil uygulamalara kiyasla daha etkin

oldugu goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

Son wyillarda ¢oklu ilag direngli A. baumannii suslar1 diinya ¢apinda
yayilmaktadir. Bu suslar, uzun hastanede kalis siiresi, artan maliyetler ve yuksek 6ltm
oranlarina neden olmaktadir. Ek olarak, panrezistan tiirlerin ortaya ¢ikmasi ciddi bir
Klinik problem haline gelmistir. Clnk{ smirli sayida antibiyotik bu tiir suslar igin
etkilidir. Bu nedenle, nozokomiyal bulas, enfeksiyon risk faktorleri, ilaca direncli
suslar ve etkili tedavileri dahil olmak U(zere, Acinetobacter enfeksiyonunun
ozelliklerini acikliga kavusturmak i¢in son zamanlarda c¢ok sayida arastirma

yapilmaktadir (Kiyasu ve ark., 2020).

A. baumannii ventilatorle iligkili pnédmoni ve kan dolasimi enfeksiyonlarinin en
yaygin oldugu, deri ve yumusak doku, yara, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve ikincil
menenjit dahil olmak iizere genis bir yelpazede ciddi hastane enfeksiyonlara neden
olan firsat¢1 bir patojendir (Vincent ve ark., 2009). Bes kitada, 75 iilke yogun bakim
Unitelerinde yapilan bir prevalans ¢alismasinda, bu mikroorganizmanin en yaygin
besinci patojen oldugu ve 6liim oranlarmin % 50'ye ulasabildigi bildirilmistir (An ve
ark., 2017). Toplum kaynakli enfeksiyonlar da bildirilmistir, ancak ¢evresel
kaynaklardan ¢ok az sus izole edilmis ve hastane disindaki enfeksiyon rezervuarlari
tammlanmamustir. EK olarak, A. baumannii’nin virllans 6zellikleri ve patojenik
potansiyeli de cogunlukla tam aydinlatilamamistir. A. baumannii sekans veri tabaninin
zamanla genislemesi ile bir insan patojeni olarak evrimi ve adaptasyonu hakkinda
bilgiler sunan genis dizili filogenomik ve fenotipik analizlerin gelistirilmesi bu

nedenle 6nem kazanmustir (An ve ark., 2017; Antunes ve ark., 2014).

A. baumannii'nin kuruluga ve dezenfektanlara karsi dogal direnci ve plazmitler,
integronlar, transpozonlar gibi genetik elemanlarin edinimi ile ¢ok cesitli direng

mekanizmalarin1 kazanmasi, ¢evrede uzun siire hayatta kalmasin1 saglamakta, klinik

115



ortamdan yok edilmesini ve enfeksiyonuyla miicadelesini zorlagtirmaktadir (Roca ve
ark., 2012).

A. baumannii enfeksiyonlarinin tedavisinde, direng profilleri de diistintildigiinde
mevcut olan farkli tedavi seceneklerini hesaba katmak énemlidir. kibinli yillarin
baglarinda karbapeneme direngli A. baumannii klinik izolatlarinin tedavisinde,
sulbaktam pB-laktam antibiyotiklerle kombine kullanilmis olsa da, gunimizde
sulbaktama direng ylzdesi de artmistir. Benzer sekilde A. baumannii'nin neden oldugu
hastane enfeksiyonlarmin tedavisinde tigesiklin ile tedavi sirasinda olasi direng
gelisimini 6nlemek igin diger antimikrobiyallerle kombine rejimlerin kullanilmasi

onerilmektedir (Karaoglan ve ark., 2013; Principe ve ark., 2009).

2013 yilinda 50 karbapenem direngli A. baumannii susu tizerinde yapilan bir
calismada, suslarin % 96's1 kolistin'e ve % 64"l tigesikline duyarl olarak bulunmustur.
Suslar {izerinde ¢esitli antibiyotik kombinasyonlar1 test edilmis ve tigesiklin,
sefoperazon/sulbaktam veya piperasilin / tazobaktam ile kombine kolistinin, bazi
karbapenem direncli A. baumannii suslarinda sinerjik etki gosterdigi tespit edilmistir.
Bu sonugclar klinisyenlere, karbapeneme direncli A. baumannii enfeksiyonlarinin
tedavisinde kolistin ile diger antibiyotiklerin veya f-laktamaz inhibitorlerinin birlikte

kullanilmas: gerektigini diistindiirmektedir (Karaoglan ve ark., 2013).

A. baumannii karbapenemler ve bazen kolistin de dahil olmak Uzere birgok
antibakteriyel maddeye direnclidir. Bu nedenle, ¢ogu durumda, bu mikroorganizmanin
neden oldugu hastane enfeksiyonlar: i¢in optimal tedavi mevcut degildir. Guncel
caligmalara bakildiginda benzer sekilde tilkemizde de yillar i¢inde kolistin direnci
artmaktadir. Ulkemizde 2015-2018 yillar1 arasinda bir iiniversite hastanesinde yapilan
calismada 1148 A.baumannii izolatinin kolistin direnci 2015, 2016, 2017 ve 2018
yillart i¢in sirasiyla % 0,8, % 1,4, % 2,9 ve % 3,2 olarak tespit edilmistir (Ozekinci ve
ark., 2020). Calismamizda 4 farkli hastaneden alinan 78 A. baumannii izolatinin

antibiyotik duyarlilik profilleri ¢ikartilarak, suslarin ¢oklu ilag direngli oldugu
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belirlenmistir. A. baumannii izolatlar1 i¢in sivi mikrodiliisyon yontemi ile belirlenen
kolistin MIK degerlerinin 0,125-64+ mg/mL arasinda degistigi saptanmistir. Bu

suslardan 7 (% 8,9) tanesinin kolistine direngli oldugu tespit edilmistir.

Bakteriyofajlar, ozellikle konak¢i bakterilere saldirip onlari 6ldirebilen
virtslerdir. Bakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in Félix d’Herelle tarafindan ilk
kez 1919 yilinda uygulanmistir (Dublanchet ve Fruciano, 2008). Bakterileri 6ldiirme
yetenekleri nedeniyle, kisa siire sonra, Giineydogu Asya'daki hiyarcikli veba,
Fransa'daki dizanteri ve Hindistan'daki kolera gibi diinya ¢apinda cesitli bakteriyel
enfeksiyonlarda, ikinci Diinya Savasi sirasinda da bulasici hastaliklart tedavi etmek
i¢in yaygin olarak kullanilmistir (Summers, 2001). Bununla birlikte, antibiyotiklerin
kesfedilmesinin ardindan 20. yiizyilin ortalarinda faj tedavisi biylk Olcide terk
edilmistir (Cooper ve ark., 2016). O zamandan beri, cogu umut verici ¢esitli faj tedavi
denemeleri yapilmistir (Sulakvelidze ve ark., 2001). Staphylococcus, Streptococcus,
Pseudomonas, Proteus ve E. coli’nin neden oldugu bakteriyel enfeksiyonlarda
kullanilmak tizere, gesitli fajlar1 igeren faj preparatlar1 gelistirilmistir (Abedon, 2016;
Brissow, 2012).

Coklu ilaca direngli bakterilerin kiiresel yiikselisi, bir "antibiyotik kiyametinin"
hizla yaklagmakta oldugu fikrine yol agmistir. Bu durum, Dogu Avrupa'da faj
tedavisinin uzun klinik gegmisi yeni in vitro ve in vivo denemelerin basarilari ile
birlestiginde, tam faj veya faj bazli antibakteriyel ajanlar icin potansiyel bir alan
olusturmaktadir (Cooper ve ark., 2016).

Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ilki 2006 yilinda olmak iizere gida katk1
maddeleri olarak kullanilacak faj preparatlarini onaylamistir (6rn., Listex, EcoShield
vb.). Ayrica 2013 yilinda Diinya Tip Birligi, Helsinki Bildirgesi'nde, geleneksel
olmayan tip tiirlerinin bir temsilcisi olarak, insan denekleri igeren tibbi arastirmalar
etik ilkelerine uygun olarak kullanilmak kaydiyla, faj tedavisi uygulamasinin 6niinii

acmistir (Patey ve ark., 2018). Glinimuzde Avrupa ulkeleri fajlar1 biyolojik ajanlar
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olarak kabul etmekte, bu nedenle faj denemelerinin mevcut biyolojik tibbi iirtin
kilavuzlarimi takip etmesi gerekmektedir, ABD'de ise denemelerin as1 bolimii ve ilgili
tirtin uygulamalarina iligskin yonergelere uymasi zorunludur. Ancak bugiine kadar, bu
yetkili kurumlarin higbiri tarafindan faj tedavisine 6zgii bir kilavuz yaymlanmamistir
(Oliveira ve ark., 2015). Halen Eliava Enstitiisiinde (Giircistan) ¢ok sayida ticari faj
preparatt mevcuttur; bu fajlarin tiimi, bir dizi ilgili klinik izolata kars1 genis etkinlige
sahiptir ve cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde etkinligi gosterilmistir
(Chanishvili, 2012).

Son zamanlarda antibiyotige direncli bakteriyel enfeksiyonlarin yayginlig
nedeniyle faj tedavi caligmalar1 yiikselis yasamaktadir. Geleneksel antibiyotik
tedavisine alternatif olarak fajlar, konakg¢1 spesifikligi, lokal mikrobiyota {izerindeki
minimal etkileri, konak¢1 bakterilerde kendi kendine replikasyon ve kritik yan
etkilerinin olmamasi gibi birgok avantaji nedeniyle tibbi kullanimlarina ek olarak
dekontaminasyon ajani olarak gidalarda kullanilabilmektedir (Kumari ve ark., 2011,
Oliveira ve ark., 2015). Fajlarin ¢evre biyokontrol ajani olma potansiyelini arastiran
calismalar mevcuttur. Chen ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir ¢alismada hastane
enfeksiyonu etkeni ¢oklu ilag direncli A. baumannii (CID Ab) izolatlar1 kullanilmis ve
arastiricilar  sert yizeyler ile siispansiyonlarda CID Ab kontaminasyonlarinin
azaltilmasinda fajlarin faydali olabilecegini dnermislerdir. Fajlarin ayn1 zamanda, el
antiseptigi iiretiminde soliisyon i¢ine inokiile edilerek kullanilabilecegi; igerikteki faj
konsantrasyonu ve inkiibasyon zamaninin (bakteri ile faj temas stiresi) 6nemli olacagi

vurgulanmistir (Chen ve ark., 2013).

Oliveira ve ark. (2016)’nin yaptiklar1 ¢alismada Gram negatif patojenlere karsi
etkin faj endolizinlerinin antibakteriyel potansiyeli gosterilmistir. Acinetobacter faj
vb-AbaP-CEB1 (ABgb46)’den eksprese edilen ve karakterize edilen endolizin bir
vektore klonlanmis ve CID Ab izolatlarina karsi antibakteriyel etkinligi test edilmistir.
ABgp46 fajini, dis zar gegirgenlestirici maddeler olarak islev géren birkag organik asit
ile birlestirerek, antibakteriyel aktiviteyi diger Gram-negatif bakteriyel patojenleri

icerecek sekilde artirmak ve genisletmek miimkiin olabilmektedir. Sonu¢ olarak
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calismada, faj endolizinlerinin Gram negatif patojenlere kars1 genis ve yiiksek aktivite
gosterdigi, beseri ve veteriner tipta kullanilabilecegi gosterilmistir (Oliveira ve ark.,
2016).

Gunimduzde enfeksiyon etkeni farkli bakterileri tedavi etmek icin birden fazla
faj tiirtinden faj kokteylleri hazirlanmaktadir (Ross ve ark., 2016). Bir ¢caligmada, farkli
ancak ortiisen konake1 suslarina sahip ti¢ fajdan (GH-K1, GH-K2 ve GH-K3) faj
kokteyli hazirlanmis, faj kokteylinin herhangi bir fajin tek basina etkinligi ile
karsilastirildiginda, K. pneumoniae’nin mutasyon sikligini énemli dl¢iide azalttig
goriilmistiir. Ayn1 zamanda faj kokteylinin minimum koruyucu dozu, monofajdan

onemli 6l¢iide daha az bulunmustur (Gu ve ark., 2012).

A. baumannii’ye o6zgii litik fajlarin in vivo etkinliklerinin degerlendirildigi
arastirmalar smirli sayida olmakla birlikte caligmalar siklikla fajlarin haricen
kullanimlari {izerinedir. Shivaswamy ve ark. (2015) tarafindan diabetik ratlarda A.
baumannii ile enfekte yaralarda faj terapisi ile 8 giiniin sonunda yaradan bakteri izole
edilemedigi bildirilmistir (Shivaswamy ve ark., 2015). Benzer sekilde Kusradze ve
ark. (2016) Giircistan’da yaptiklari ¢alismada 6 gilinlik tedavi sonunda enfekte
yaralarda bakteri yiikiinde anlamli bir azalma gozlemistir (Kusradze ve ark., 2016).
Mendes ve ark. (2014) yaptiklar1 caligmada, diyabetik fare ve domuzlarda S. aureus,
P. aeruginosa ve A. baumannii ile ayr1 yara modelleri olusturmus ve bu yaralara bu {i¢
etkene kars1 antimikrobiyal etki ve yara iyilestirme potansiyeline sahip oldugu daha
once belirlenen 5 fajin kokteylini hazirlayarak uygulamistir. Her 4 saatte bir
tekrarlanan tedavinin, hucre aktivitesinde daha fazla azalmaya neden oldugu
belirtilmistir (Mendes ve ark., 2014).

Bununla birlikte birka¢ ¢alisma grubunun, inhaler ve intravendz kullanimlar test
eden calismalari mevcuttur. Ekim 2017°de MDR A. baumannii enfeksiyonu ile
komplike hale gelen nekrotizan pankreatitli 68 yasindaki bir diyabetik hastaya,

kisisellestirilmis bakteriyofaj kokteylinin intravendz olarak basariyla uygulandigi bir
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vaka bildirilmistir. Hastaya ait A. baumannii izolati igin litik aktiviteye sahip dokuz
farkl1 bakteriyofaj izole edilmis, bu fajlarin apse bosluklarina intravendz ve perkitan
olarak uygulanmasi ile enfeksiyon temizlenmistir (Schooley ve ark., 2017). Benzer
sekilde ayn1 y1l Hindistan’da, E. coli bakteriyofajinin oral uygulamasinin giivenligi ve
etkinligini kanitlayan c¢alisma yayinlanmistir (Sarker ve ark., 2017). Bu klinik
deneyler, bakteriyofaj esasli terapdtiklerin kullanilabilirligini agiklamakta ve faj

tedavisi icin umut verici bir gelecek saglamaktadir.

Bakteriyofajlar deniz suyu, tatli su ve toprak gibi hemen hemen her ortamda
bulunabilmektedirler. Literatiirdeki ¢alismalarda ¢esitli izolasyon materyallerinin faj
kaynagi olarak kullanildigr goriilmektedir. Bir calismada Cin’in Kuzeydogu
bolgesindeki bir hastanenin yanik servisinden izole edilen ¢oklu ila¢ direncli A.
baumannii AB1 izolatina 6zgii, Abp1 fajini, yine ayn1 bolgede bulunan kanalizasyon
suyunu kullanarak izole etmislerdir (Yin ve ark., 2017). S. typhimurium’un konak
hiicre olarak kullanildig1 baska bir calismada toplam 189 diski O6rneginden 55
Salmonella faji; 86 toprak 6rneginin kullanildigi baska bir ¢aligmada 10 (% 11,6)
Burkholderia pseudomallei faji; yine baska bir ¢calismada Almanya’nin farkli atik su
kaynaklarindan 35 Achromobacter xylosoxidans faji izole edilmistir (Bardina ve ark.,
2012; Withatanung ve ark., 2016; Wittmann ve ark., 2014).

Bizim g¢aligmamizda da A. baumannii’ye 6zgii litik karakterde faj izole etmek
amaciyla Ankara ili ¢evresi ¢evresel su kaynaklar1 kullanilmistir. Toplamda alinan 31

su orneginden 13’tinde A. baumannii fajinin varligi saptanmustir.

Literatiirde  bakterinin  eksponansiyel fazinda faj ilavesi yapildig
bildirilmektedir (Jin ve ark., 2012; Kwiatek ve ark., 2017; Sasikala ve Srinivasan,
2016). Bu surede bakteri ireme fazinda oldugundan, hiicre duvarinin yeni
sentezlenmis olmasi ve bakteriyofajin bu fazda hiicre duvarina kolay adsorbe olmasi
acisindan onemlidir. Stasyoner fazdaki hiicrelerde lizizin azalmasini saglayan bazi

temel faktorler vardir. Bunlar arasinda, daha az faj adsorpsiyon bdlgesi, enfeksiyon
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basina daha diisiik faj projenisi ve hiicre duvari kalinligi nedeniyle azalmis hiicre lizizi
sayilabilmektedir (Weitz ve Dushoff, 2008). Konak bakterinin ¢ikarilan iireme egrisi
grafiginde ve hesaplanan ikiye boliinme zamanlarinda tespit edildigi lizere bakterinin
en hizli boliinme gosterdigi zaman tiglincii saattir. Calismamizda bu nedenle konak

bakterinin Ug¢ saatlik kiiltiirii kullanilmistir.

Bakteriyofajin faj terapisine segilebilmesi i¢in en temel 6zellik gii¢lii litik etkisi
ve konak 6zgilliigiidiir. Bakteriyofajlarin bazi uygulamalarinda da genis konak araligi
gosteren fajlarin daha faydali oldugu gorilmektedir. Bu amagla konak araligi genis
fajlarin izole edilmesi ve karakterize edilmesi yiiksek tedavi etkinligi i¢in bir
gerekliliktir. Faj tedavisi igin genis konak aralikli fajin, genis spektrumlu bir
antibiyotige esdeger olacag disiiniilmektedir (Ross ve ark., 2016). Literatiirde genis
konak araligina sahip A. baumannii fajlar1 bildirilmektedir. Hua ve ark. (2017)
karbapenem direncli A. baumannii klinik suslarmin neden oldugu akciger
enfeksiyonlarma karsi izole ettikleri litik fajlarin potansiyel terapotik etkilerini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda konak araligini % 84,5 (42/48) olarak bulmuslardir
(Hua ve ark., 2017).

Bizim ¢alismamizda izole edilen 80 A. baumannii fajinin 4 farkli hastaneden
temin edilen 78 A. baumannii izolati iizerinde denenen konak araligi sonucu fajlarin
etkinliklerinin % 32 ile % 78 arasinda degistigi goriilmektedir. Caligsmanin devaminda
karakterizasyon ve biyofilm ¢alismalari i¢in segilen K3 fajinin % 78, C2 fajinin % 32
etkinlige sahip oldugu bulunmustur. K3 faj1 petride, 1 mm capinda biiytik plaklar
olusturmaktadir ve genis konak aralig1 géstermesi nedeniyle secilmistir. Tespit edilen
stok konsantrasyonu 9x10* pob/mL’dir. C2 faj1 petride saydam gdbekli zon ve genis

bir hale olusturmaktadir. Tespit edilen stok konsantrasyonu 4x10'? pob/mL’dir.

Literattirde fajlarin birgogunun, Gram negatif bakteriyel ekzopolisakkaritleri
depolimerize etme yetenegindeki enzimlere sahip oldugu bildirilmektedir. Literatiirde

ayni zamanda plak merkezinin etrafindaki halenin, A. baumannii hiicreleri tarafindan
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salgilanan ekzopolisakkarit degrade etme yetenegindeki faj depolimeraz varliginm

gosterdigi belirtilmektedir (Domingo-Calap ve Delgado-Martinez, 2018).

Benzer sekilde Cin’de yapilan bir ¢alismada A. baumannii’ye 6zgii izole edilen
Abpl fajimin, petride olusturdugu temel liziz zonu etrafinda ikinci bir liziz zonu
goriildiigii ve inkiibasyon siiresinin artis1 ile temel liziz zonunun ¢ap1 degismezken, bu
ikinci zonun daha da biiyiidiigli gosterilmistir. Calismada Abpl fajinin, konak
bakterinin hiicre duvarimmi lizize ugratabilen etkili bir depolimeraz veya endolizin
kodlamasimin etken olabilecegi belirtilmistir (Yin ve ark., 2017). Bu durum
calismamizdaki C2 fajimnin gosterdigi plak morfolojisi ile benzerlik gostermektedir.
Bakteriyofajin depolimeraz aktivitesine sahip olmasi bu 6zelligi gosteremeyen fajlara
kiyasla biyofilm formasyonunun yok edilmesinde faja avantaj saglamaktadir. Bu
nedenle C2 faji1, petride gosterdigi 6zgiin plak morfolojisi ve konak araligina giren
farkli hastane suslari nedeniyle ¢aligmanin sonraki kismi i¢in K3 faji ile birlikte

secilmistir.

Siiflandirilmis Acinetobacter fajlarinin ¢ogu, c¢ift sarmalli DNA genomlarina
sahip kuyruklu viruslerdir. Caudovirales takimi Myoviridae, Podoviridae ve
Siphoviridae olmak tzere (¢ aileye ayrilmaktadir (Yang ve ark., 2010). Bu tez
caligmasinda izole edilen C2 ve K3 fajinin gecirimli elektron mikroskobunda
morfolojik goriintiileri incelenmistir. Ackermann’a goére kuyruklu fajlarin bas ve
kuyruk buayuklikleri sirasiyla; 30-160 nm, 10-800 nm araliginda degismektedir
(Ackermann, 2009a). Alinan TEM goriintiilerinde C2 fajinin 50 x 41,6 nm bas ve 12,5
X 6,25 kuyruga sahip Podoviridae ailesi iiyesi oldugu, K3 fajunin 127,59 x 124,14 nm
ve 117,24 x 13,79 nm kuyruga sahip Myoviridae ailesi iiyesi oldugu belirlenmistir. Bir
calismada izole edilen 5 fajdan, 2 Myoviridae familyasinin iiyesinin genis litik aktivite
spektrumu sergiledigi; 3 Podoviridae ailesi virtisiinin ise daha dar bir spektrum
sergilemis oldugu goriilmistiir (Mendes ve ark., 2014). Calismamizda segilen K3
fajinin genis litik etkinlik gosteren Myoviridae ailesi Uyesi; C2 fajinin daha dar litik

etkinlige sahip Podoviridae ailesi liyesi olmasi literatlrle paralellik gostermektedir.
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Literatiirde diisiik MOI degerlerinde, faj progenisinin arttig1 goriilmektedir. Hua
ve ark. (2017) yaptiklar1 calismalarinda YBU'lerinde nozokomiyal karbapenem
direncli A. baumannii'ye etkide faj SH-Ab15519’1n diisiik MOI degerlerinde yiksek
verimlilik gosterdigini bildirmislerdir (Hua ve ark., 2017). Calismamizda benzer
sekilde C2 ve K3 igin farkli optimal MOI degerleri bulunmustur. C2 faj1 i¢in optimal
MOI: 0,1, K3 faj1 i¢in optimal MOI: 0,01 olarak tespit edilmistir.

Faj terapi calismalarinda kullanilmak tizere se¢ilen fajlarin karakterize edilmesi
ve iyi karakteristik 6zellik gostermeleri beklenmektedir. Bu nedenle faj izolasyon ve
karakterizasyon caligsmalar literatiirde genis yer tutmaktadir. A. baumannii’ye 6zgi
genis konak araligina sahip faj izole etmek amaciyla Popova ve ark. (2012) Myoviridae
ailesine ait AP22 fajini izole ederek karakterize etmislerdir. AP22 faj1, farkli kliniklere
ait 130 ¢oklu ilag direncli A. baumannii izolatinin 89’una karsi (% 68 litik etkinlik)
etkin bulunmustur. AP22 faji petride, saydam 2-3 mm c¢apinda yuvarlak plaklar
olusturmaktadir. Elektron mikroskobunda yapilan morfolojik karakterizasyonunda 64
nm boyutunda ikozahedral basa ve 85-90 nm uzunlugunda kasilabilir kuyruga sahip
Myoviridae ailesine ait oldugu goriilmiistiir. AP22 faji, hiicreye 5 dakikada % 99
adsorblanarak hizli adsorbsiyon ozelligi géstermis; patlama boyutu 240 pob/ mL
olarak bulunmustur. AP22’nin genis pH araliklarinda stabilitesini stirdiirdiigii
goriilmiistiir. Calisma sonucunda AP22 fajinin, A. baumannii iliskili hastane
enfeksiyonlarmin kontroliinde faj kokteyl hazirlamada aday olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir (Popova ve ark., 2012).

Bagka bir ¢alismada, A. baumannii ATCC 17978 susu konak bakteri olarak
kullanilmig ve vB- AbaS-Loki faj1 izole edilerek karakterize edilmistir. TEM’de Loki
fajinin 176+£3 nm uzunlugunda kuyuga, 57 +4 nm boyutunda izomerik kapside sahip
oldugu goriilmistiir. Tek asamali gelisim egrisi grafiginde, latent periyodu 40 sn,
patlama biiyiikliigii 43 pob/ mL olarak bulunmustur (Turner ve ark., 2017).
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Caligmamizda karakterizasyonu yapilan C2 fajinin ilk 15 dakikada % 90’mnin;
K3 fajinin ise ilk 10 dakika igerisinde ~% 94,6’sinin konak hiicreye adsorbe oldugu
belirlenmistir. C2 fajinin litik enfeksiyon siklusunda faj i¢in latent stirenin 30 dk (latent
periyot), yikselme suresinin 40 dk ve hiicre basina iiretilen faj partikiil sayisinin
(patlama boyutu) 126 pob/mL oldugu hesaplanmistir. K3 fajinin litik enfeksiyon
siklusunda faj icin latent stirenin 20 dk (latent periyot), yukselme suresinin 40 dk ve
hlicre basina iiretilen faj partikiil sayisinin (patlama boyutu) 198 pob/mL oldugu

hesaplanmustir.

Karakterizasyonu yapilan C2 ve K3 fajlariin genis sicaklik ve pH degerlerinde
etkinlikleri kiyaslandiginda fajlarin diisiik sicaklik ve yiiksek pH degerlerine daha
toleran olduklar1 70 °C gibi yiiksek sicaklik ve pH<3 degerlerinde aktivite kayiplarina
ugradiklar1 goriilmiistiir. Bu sonuglarin literatiirde benzer ¢aligsmalarla uyumlu oldugu
gorilmektedir. Yin ve ark. (2017)’nin izole ettikleri Abpl fajinin stabilite calismalart
sonucunda, Abp1’in 37 °C’nin iizerinde termostabil olmadigi goriilmiistiir. 60 °C’de 1
saat inkiibasyon sonrasinda faj varligim1 % 0,01 stirdiiriirken; 70 °C ve 80 °C’de 15
dakika bekletme sonrasinda faj varligina rastlanmamistir. Abp1’in pH degisimlerine
cevabina bakildiginda da pH 5-10 araligindaki degisimlere karsi toleran oldugu
bulunmustur. pH 3’lin altinda ve pH 12’nin {stlindeki degerlerde faj varlig
gozlenmemistir (Yin ve ark., 2017). Termal direncli fajlar genellikle ekstrem
ortamlardan izole edilmekte, ancak baska ortamlarda da bulunabilmektedirler. Termal
direncli fajlarin, gesitli st Urtiinlerinden izole edilip karakterize edildigi bir ¢alismada
faj AB1'in 1s1ya oldukga direngli oldugu, 90 °C'de 15 dakika inkiibasyondan sonra
kontrola (10°-10! pob/ mL) gére % 0,03’iiniin (1,23 x 10’ pob/ mL) hayatta kaldig1
gosterilmistir. AB1 fajinin, 100 °C'de 5 dakika kaynatma sonrasi, canli faj
konsantrasyonu yaklasik 10°-10° pob/ mL olarak titre edilmistir (Yang ve ark., 2010).

Calisgmamizda C2 ve K3 fajlarinin en uygun saflagtirma tirlinlerinin tespiti igin
SDS-PAGE gradient jel elektroforezi yapilmistir. Jelde segilen bakteriyofajlarin

protein profilleri de gorulmektedir ancak protein bantlarinin yapisal elemanlarindan
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hangisine ait olduguna dair, literatiirdeki baz1 ¢alismalarda (Turner ve ark., 2017)

oldugu gibi, ayrintili bir yol izlenmemistir.

Calismada tiim genom dizilemesi de yapilan C2 ve K3 fajlarinin benzer fajlarla
yakin iliskisi ortaya konmustur. C2 fajinin Obolenskvirus cinsi ile benzerlik gosterdigi
ve yeni bir {iyesi olarak siniflandirilabilecegi diistintilmektedir. K3 faji ise Saclayvirus
cinsi icinde, % 94 Acinetobacter phage vB_AbaM_phiAbaAl ile ylksek benzerlik
gostermektedir. Genom sekans maliyetlerindeki azalmalar, uluslararasi sekans veri
tabanlarinda tiim genom faj sayilarinda artisa 6nemli Sl¢iide katki saglayacaktir. Bu
sekans verileri faj cesitliligini gostererek; farkli zamanlarda ve cografik bolgelerden

izole edilecek fajlar arasinda yeni taksonomik iligkilerin kurulmasina yol acacaktir.

Bakteriyofajlarin  ¢esitli antibiyotiklerle birlikte etkilerinin arastirildigi
caligmalarda mevcuttur. Polimiksinler (polimiksin B ve kolistin dahil) polikatyonik
antimikrobiyal peptitlerdir ve Gram negatif bakterilerde anyonik lipopolisakkaridin
(LPS) lipid-A kismu ile etkileserek bakterilerde dis zarin diizensizlesmesine neden

olmakta ve hizla bakteriyi yok etmektedirler (Sato ve ark., 2018).

Polimiksinlerin A. baumannii ve diger ¢esitli bakterilerin biyofilmi iizerine
etkisini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir. Ozbek ve Mataraci (2012) kateter modeline
gomuli A. baumannii'yi yok etmek igin tek basina veya klaritromisin ve / veya heparin
ile kombinasyon halinde kolistin, tigesiklin ve levofloksasinin in vitro stabilitesini ve
etkinligini belirlemeyi amagladiklari ¢aligmalarinda kolistini, biyofilmlere gdmuli A.
baumannii'ye kars1 tigesiklin ve levofloksasinden anlamli derecede daha aktif
bulmuslardir. Kolistin tek basina veya kombinasyon halinde, biyofilmlere gomiilii
organizmalari 96 saat boyunca ortadan kaldirmig ve yeniden biiylimesini engellemistir.
Aragstiricilar, A. baumanni'ye bagh kateterle iliskili enfeksiyonlarin tedavisi veya
Onlenmesi icin en etkili tedavi secenegi olarak kolistini onermektedir (Ozbek ve
Mataraci, 2012).
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Biyofilm olusumu, A. baumannii'nin ¢evrede uzun sureli hayatta kalmasini
saglayan virulans faktorlerinden biridir ve antibiyotiklere direncini arttirmaktadir
(Gaddy ve ark., 2009; Wroblewska ve ark., 2008). Biyofilm kuru biyokutlesinin
yalnizca % 10'unun hiicre oldugu tahmin edilmektedir. Biyofilm matriksi ise % 90'in1
olusturur ve biyofilmlerin yapigsmasi ve kohezyonunda yer alan karmasik ii¢ boyutlu
yapilarin olusturulmasindan sorumlu olan hiicre dis1 polimerik maddeler (EPS) olarak
da bilinen farkli polimerlerden (karbonhidratlar, niikleik asitler, proteinler ve diger
makromolekiller) olusmaktadir. EPS matriksi, fajlar da dahil olmak Gzere
antimikrobiyal ajanlarin biyofilm icine gomiilii bakteri hiicrelerine difiizyonunu
siirlayan ana engellerden biri olarak kabul edilmistir (Flemming ve Wingender,
2010). Bakterileri antimikrobiyal stres faktorlerine, antibiyotiklere veya temizlemeye
planktonik benzerlerine goére daha direncli hale getirir ve bu nedenle biyofilm
olusturma yetenegi 6nemli bir viriilans faktorii olmaktadir (Gaddy ve ark., 2009;
Wroblewska ve ark., 2008). Biyofilmler, planktonik hticrelere goére 1000 kat daha
yuksek antibiyotik konsantrasyonlarimi tolere edebilmekte ve kimyasal, fiziksel ve

biyolojik zorluklara kars1 barikat goérevi gorebilmektedirler (Kirby ve ark., 2012).

Bu gozlemler, patojenik bakterilerin kontroliiniin sadece planktonik hiicrelerle
sinirl kalmamasi gerektigini ve yeni terap6tik yaklasimlar gelistirmeye ihtiyag
duyuldugunu gostermistir. Su anda iki yaklasim gelistirilmektedir: biyofilmin
yapismasini ve olusumunu sinirlamak veya kalici hiicreleri 6ldurerek hedef biyofilm
toleransin1  diisiirmek. Uglincli umut verici yaklasim olarak ise bakteriyofajlar
gorulmektedir (D'Andrea ve ark., 2020).

Biyofilmleri kontrol etmek i¢in fajlarin kullanilmas: birka¢ nedenden dolay1
potansiyele sahiptir. Fajlar enfeksiyon yerinde ¢ogalabilmekte, bdylece en ¢ok ihtiya¢
duyulan yerlerde sayilar1 artmaktadir. Ayrica litik replikasyon dongiisii sirasinda, bir
bakteriyel konak¢1 hiicrenin tek bir faj virionu tarafindan enfeksiyonu, belirli faj ve
konak¢1 suslarina bagli olarak diizinelerce veya yiizlerce dol faji iretimiyle
sonuglanacaktir (Hanlon ve ark., 2001). Fajlar matriks igindeki metabolik olarak
inaktif persister hiicreleri enfekte edebilirler, iglerinde uykuda kalirlar ve ancak
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metabolik olarak aktif hale geldiklerinde yeniden aktive olmaktadirlar (Harper ve ark.,
2014).

Ek olarak fajlar biyofilm ile iliskili EPS matriksini bozabilen, polisakkarit
depolimerazlar Greterek biyofilm matriksi boyunca hem fajlarin hem de
antibiyotiklerin difuzyonunu desteklemekte ve boylece bakteri hiicresine erisimlerini
kolaylastirabilmektedir (D'Andrea ve ark., 2020). Bir ¢alismada SH-Ab15519 fajinin
plak morfolojisinde depolimeraz geninin varligini gésteren genis haleli plaklar
olusturdugu bildirilmistir (Hatfull, 2008).

Bakteriyofajlarin, polisakkarit depolimerazlar iiretmedikleri zaman (veya bunlar
cok kisith bir isleve sahip olduklarinda) bile biyofilmlere niifuz ettigine dair bilimsel
calismalar da mevcuttur (Harper ve ark., 2014). Sillankorva ve ark. (2010)
Pseudomonas fluorescens ve Staphylococcus lentus'un bakteriyofajlarini kullandiklari
bir calismalarinda, bu ajanlarla tek tiir ve karisik biyofilmlerin etkili bir sekilde
azaltildigini gostermis; her iki bakteriyofajin da tiim genom sekansi yapilmis ve her
ikisinde de polisakarit depolimeraz geninin kodlanmadigint gostermislerdir
(Sillankorva ve ark., 2010). Benzer sekilde Doolittle ve ark. (1996), E. coli
bakteriyofaj T4'Un bir biyofilm iginde verimli bir sekilde yayildigini1 ancak herhangi
bir polisakkarit depolimeraz kodlamadigini bulmuslardir (Doolittle ve ark., 1996).

Fajlarin biyofilm etkinlikleri lizerine yapilan ¢aligmalar siirli olmakla birlikte
olumlu sonuglari itibariyle umut vaat etmektedir. Pires ve ark. (2011) P. aeruginosa
suslarini enfekte edebilen litik fajlarin izolasyonunu ve karakterizasyonunu yaptiklar
caligmalarinda yeni izole edilen fajlarin biyofilm kontrol potansiyelini de
arastirmuglardir. Izole ettikleri iki faji (philBB-PAA2 ve philBB-PAP21), 1 MOI
degerinde kullanarak 24 saatlik biyofilmlere karsi test etmislerdir. Her iki faj da 2
saatlik enfeksiyondan sonra biyofilm populasyonunu yaklasik 1-2 log azaltmis ve 6
saatlik Dbiyofilm enfeksiyonundan sonra azalma daha da artmistir. 24 saatlik

muameleden sonra philBB-PAA21 fajinda hiicre sayisinda bir artis gézlenmis, fakat
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philB-PAA2 faji, enfeksiyondan 24 saat sonra bile biyofilm hiicrelerini yok etmeye
devam etmistir (Pires ve ark., 2011).

Ribeiro ve ark. (2018) 6nceden olusturulmus E. coli biyofilm kitlesinin,
degradasyon deneyinde faja maruz kaldiktan sonra Kitlenin % 79 azaldigin
bildirmistir (Ribeiro ve ark., 2018).

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), periodontitis ve kolorektal kanser gibi
kronik hastaliklarin gelisimiyle baglantili olan énemli bir oral bakteridir. Kabwe ve
ark. (2019), F. nucleatum'a kars1 yeni litik bir bakteriyofaj olan FNUL1'in morfolojik,
genomik ve fonksiyonel 6zelliklerini agikladiklar1 ¢aligmalarinda FNU1 fajinin, F.
nucleatum biyofilm kitlesini % 70 oraninda azalttigin1 bulmuslardir (Kabwe ve ark.,
2019).

Kim ve ark. (2019) V. alginolyticus rm-8402 susunu, 48 saat sureyle biyofilm
olusturmaya birakmislar ardindan iizerine faj pVa-21 (1,6 x 10® pob/mL) ilavesi
yapmislardir. Biyofilm kiitlesindeki bakteri sayisi, plak sayis1 ve toplam biyofilm
biyokiitlesindeki degisiklikler Kristal viyole ile boyama sonrasi 6l¢iilmiistiir. Toplam
biyofilm biyokdtlesi, 5 saatlik faj maruziyetinden sonra 6nemli bir azalma (p <0,001)
gostermis ve ilk 24 saatte canli hiicre sayilarinin hizla azaldigi ve sonraki 24 saat iginde
artmadigimin goriilmesi biyofilmde yeniden biiylimenin olmadigin1 gostermistir. Faj
konsantrasyonunun baslangi¢ konsantrasyonuna kiyasla 24 saat sonra 10 kattan fazla
arttigl; 48 saat sonrasinda hafif azalma gostererek, konsantrasyonun 1,19x10°

pob/mL’de korundugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2019).

Calismamizin son asamasinda ilk 6nce A. baumannii izolatlariin olgun
biyofilmleri Uzerine F1 (C2), F2 (K3), hazirlanan faj kokteyli (F3) ve antibiyotigin
(kolistin MIK) tek basina kullanimlarmin 6, 24 ve 48. saatin sonunda etkisi
incelenmistir. Suslarin ortak duyarlilik gosterdikleri antibiyotik olmas1 ve literatiirde

yukarida da belirtilen bilgiler dikkate alinarak biyofilm caligmalarinda antibiyotik
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olarak kolistin se¢ilmistir. Yapilan 6l¢iim sonrasi kiitle azalmasinin en fazla 6 saatlik
tedavide saglandig1 goriilmistiir. F2 fajinin, suslarin % 62,5’inde F1 fajina kiyasla
daha etkin kiitle azalmasi sagladig1 ve diisiik konsantrasyonda (10 pob/mL) daha etkin
oldugu goriilmiistiir. Fajlarin kokteyl olarak kullanimi F1 ve F2’nin tek basina
kullanimlarina gore suslarin % 79,2’unda anlamli biyofilm kiitle azalmasina neden
olmazken; fajlarin daha diisiik konsantrasyonlari ile benzer etki gosterebildikleri
goriilmistiir. Fajlarin etkisi antibiyotikle kiyaslandiginda suslarin % 41,6’sinda faj ile
daha giiclii kiitle azalmas1 saglandigi, fajlarin daha etkin biyofilm eradikasyonu

sagladig bulunmustur.

Mikroorganizmalar, tibbi cihazlarda kalici biyofilmler gelistirebilmekte ve
cihazla iliskili enfeksiyonlar dnemli morbidite ve mortalite ile sonu¢lanmaktadir. Faj
kokteyllerinin biyofilm iizerine etkisini inceleyen ¢aligmalar da mevcuttur. Hidrojel
kapli kateterlerin P. aeruginosa bakteriyofajlari ile 6n islemden gecirilmesinin, P.
aeruginosa tarafindan biyofilm olusumu iizerindeki etkisinin arastirildigi bir
caligmada kateterler, bakteriyel agilamadan 6nce 37 °C'de 2 saat sUreyle P. aeruginosa
faj M4 kokteyline maruz birakilmistir. Faj uygulanan kataterler, islem yapilmayan
kontrol grubu kateterlerle 24 saat sonra kiyaslandiginda ortalama canli sayisinda
anlamli disiis gorildigi bildirilmistir (P <0,001). Ayn1 gruba 24 saat faj ile
tamamlayict bir uygulama yapildiginda, kontrol grubuna goére 48 saatlik ortalama
biyofilm hiicre yogunlugunu % 99,9 azalttig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar, klinik olarak
ilgili bakteriler tarafindan biyofilm olusumunu Onlemek igin kalic1 tibbi cihazlarin

yuzeylerine faj kokteylleri uygulama potansiyelini gostermektedir (Fu ve ark., 2010).

Bir bagka c¢alismada ise Kkistik fibrozis hastalarindan alinan P. aeruginosa
izolatlari ile biyofilm olusumu {izerine, 6zel olarak gelistirilen faj kokteyllerinin etkisi
degerlendirilmistir. Suslarin 48 saatlik biyofilmi Gzerine dort faj kokteyli ile muamele
edilmistir. Biyofilm biyokutlesi kristal viyole ile boyanarak 6l¢iilmiistiir. 24 ve 48 saat
sonra biyofilm biyokdtlesinin 6nemli 6l¢iide azaldigi (p <0,0001) ve tekli fajlarin
izolatlarin biyofilmlerini % 53-73"inii azaltmasina ragmen, faj kokteylinin biyofilmler

uzerindeki etkinliginin % 89 oldugu bildirilmistir (P <0,05). 24 ve 48 saatlik tedavide
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bakteriyofaj konsantrasyonlari sirasiyla % 76 ila % 160 artmistir. Bu sonuclar,
bakteriyofaj kokteyllerinin sadece mevcut biyofilmlerdeki P. aeruginosa
popiilasyonlarin1 6nemli Olglide azaltmasinin yani sira biyofilm gelisimini de

Onleyebildigini gostermesi agisindan 6nemlidir (Fong ve ark., 2017).

Yapilan ¢alismalarda faj kokteylinin daha diisiik dozlarda faj kullanimina olanak
saglamasi ve bakteriyel mutasyon sikligini azaltmada etkin olmasi nedeniyle
calismamizda C2 ve K3 fajlarindan hazirlanan faj kokteyl etkinligi de degerlendirilmis
ve suglarin genelinde fajlarin daha diisiik dozlar ile benzer hatta bazi uygulamalarda

daha yiiksek etkinlik elde edilmistir.

Literattirde mikroplak yonteminin biyofilmleri incelemek igin yaygin bir yontem
olarak kullanilmasi ve bununla birlikte temelde basitligi, diisiik fiyatt ve c¢ok
parametreli analize izin vermesi nedeniyle secilmistir. Phee ve ark. (2013) mikroplak
yontemi kullanarak Pseudomonas aeruginosa PA14 susunun 24 saatlik ve 96 saatlik
biyofilmleri Uzerine, JBD4 VE JBD44a fajlarin1 uygulamislar ve islem sonrasi
biyokiitleler spektrofotometrik olarak Ol¢tilmistiir. Mikroplaklarda buyatilen 24
saatlik ve 96 saatlik biyofilmlerde ortalama biyokdtle yizdesinde 6nemli bir azalma
saglamis; biyokiitlenin % 90'ma kadarini temizlemeyi basarmislardir. Calismada ayri
ayr1 kullanilmalarina kiyasla fajlarin kokteyl halinde kullanilmasinin biyokitlede ek

bir azalmaya neden olmadigi gériilmiistiir (Phee ve ark., 2013).

Alves ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada P. aeruginosa biyofilmi Uzerine faj
aktivitesini test etmislerdir. 10° kob/mL baslangic konsatrasyonuna sahip izolatlar
mikroplaklarda 48 saat 37 °C’de iiretime birakilmigtir. Olusan biyofilm tabakas: fosfat
tamponu ile iki kere yikanmis ve fajin farkli MOI degerleri (MOI: 1 ve MOI:10) ile
muamele edilmistir. Biyofilm biyokiitle yogunlugu 0, 2, 4, 24 ve 48. saatlerde
Ol¢iilmiistiir. Biyofilm kiitlesinde MOI:1°de, ilk 4 saatte en fazla % 80 oraninda azalma
gorulirken; MOI:10’da % 99°dan fazla azalma goriildiigi bildirilmistir (Alves ve ark.,
2016) . Benzer sekilde Sillankorva ve ark. (2008) yaptiklari bir ¢alismada Faj ¢1BB-
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PF7A’nin, kisa zaman araliginda P. fluorescens biyofilmlerini gidermede oldukca
etkili oldugunu; faj uygulamasinin, biyofilm hiicre sayisini en fazla 4. saatte azalttigin

tespit etmislerdir (Sillankorva ve ark., 2008).

Yaklagimlarimiz farkli olsa da ¢alismamizda elde edilen sonuclar literatlirde yer
alan benzer ¢aligmalarla; biyofilm iizerine fajlarin 6 saat gibi kisa siirelerde daha etkin
olmas1 ve fajlarin kokteyl olarak kullaniminin fajlarin daha diisiik konsantrasyonlari
ile monofaj benzeri etki gosterebildiklerinin gortulmesi yoninden benzerlik
gostermektedir. Calismanin genelinde 2 faj da antibiyotikle saglanan etkiye paralel

etki aralig1 gostermislerdir.

Calismamizin son asamasinda, olgun biyofilmler tizerine fajlarin antibiyotikle
ardigik ve sirali olarak 24 ve 48 saatlik kullaniminin etkisi incelenmis ve sonuglar tekli
kullanim modelleri ile de karsilagtirilmistir. 48 saatlik uygulamada suslarin genelinde,
etkinin hala yliksek oranda korundugu; 24 saatlik uygulama ile etkide anlamli bir
farkliligin olmadig1 (p<0,001) ancak etkide artisa da neden olmadig1 goriilmiistiir.
Tim suslarda ardistk ve birlikte uygulamanin, antibiyotigin tek basmna

uygulanmasindan daha etkin bir biyofilm kiitle azalmas1 sagladig1 goriilmiistiir.

Akturk ve ark. (2019) calismalarinda, bakteriyofaj ve antibiyotigin birlesik
uygulamasimin timit verici oldugunu; bunun bakteri 6ldiirme mekanizmalarindaki
farklilik nedeniyle olabilecegini belirtmistir. Bu ¢alismalarinda, mono ve dual turlerin
biyofilmleri iizerine faj ve antibiyotigin sinerjik etkisini arastirmislardir. P. aeruginosa
ve S. aureus polimikrobiyal biyofilmleri Gizerine P. aeruginosa’y1 infekte eden (EPA1)
fajinin ve yedi farkli antibiyotik (gentamisin, kanamisin, tetrasiklin, kloramfenikol,
eritromisin,  siprofloksasin ve meropenem) kombinasyonunun etkilesimini
incelemislerdir. 48 saatlik tek ve dual tur biyofilmler Uzerine, faj ve antibiyotiklerin
tek basma ve eszamanli veya sirali  kombinasyonlarmin  etkinliklerini
karsilastirmislardir. Tek baslarina biyofilm bakterilerini azaltma etkileri orta diizey bir

etkiye sahipken, birlikte ve eszamanli olarak uygulandiginda, 6ldiirme etkisinde biyik
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bir gelisme gozlemlenmistir. Dual tur biyofilmlerin, tim uygulamalarda, tek tlire gére
daha toleransli oldugunu bulmuslardir (Akturk ve ark., 2019).

Onceden optimize edilmis bir faj kokteylinin C. difficile ribotip 014/020
biyofilmleri ve Galleria mellonella larva modelinde vankomisin tedavisine yardimci
olarak etkisinin arastirildigi bir ¢alismada fajlarin ve/veya vankomisinin enfeksiyon
profilleri ve etkinlikleri, kolonizasyon seviyeleri ve larva hayatta kalma oranlar
izlenmistir. Vankomisinle kiyaslandiginda; tek doz faj uygulamasinin kolonizasyonu
azaltarak iyilestirici tedavide uzun omiirliiliige neden oldugu ve ¢oklu faj dozlarinin,
larva iyilestirme rejimini 6nemli 6lgiide iyilestirdigi bulunmustur. Ayni zamanda hem
fajlar hem de vankomisin biyofilm &zellikleri Gzerinde etkili olurken, fajlarin
vankomisine goére olumlu bir sekilde biyofilm olusumunu o6nledigi ve yerlesik

biyofilmlere niifuz ettigi bildirilmistir (Nale ve ark., 2016).

Chang ve ark. (2019) yaptiklar1 caligmalarinda kistik fibroz ve yarali hastalardan
izole edilen alt1 P. aeruginosa ve bir laboratuvar susunun olusturdugu biyofilmleri,
PEV20 faj1 ve siprofloksasin kombinasyonlari ile muamele etmislerdir. Bu suslardan
Ucl faja yiiksek oranda duyarliyken, biri kismen direngli ve biri tamamen direngli
bulunmustur. PEV20 ve siprofloksasin ile kombinasyon tedavisinin, tek tedaviye
kiyasla biyofilm eradikasyonunu artirdigi goriilmistiir. Faj ve siprofloksasin
sinerjisinin, hedef bakterilerin faj direng profiline bagli oldugu bulunmustur. PEV20
fajina yiiksek oranda duyarli PA365707 ve PA364077 susunun, PEV20 ve MIK
degerinde siprofloksasin ile kombinasyon tedavisi her iki sus igin biyofilmlerin %
98'ini azaltmistir. Aksine faja direncli MANC3733 CF susunun biyofilmi lzerine,
3xMIK gibi yiksek siprofloksasin konsantrasyonunda biyofilmi gideremedigi;
PEV20'nin (MANC3733'e kismen direngli) eklenmesi ile kullanilan siprofloksasin
konsantrasyonundan (MIK ila 3xMIK) bagimsiz olarak biyofilm canliligin yar1 yariya
azalttigr goriilmistiir (Chang ve ark., 2019). Sonuglar, faj direncinin kapsamli bir
sekilde taranmasinin, faj-antibiyotik formulasyonu tasarlamak ic¢in ¢ok Onemli

oldugunu gostermesi ve ayn1 zamanda etkili fajin eklenmesiyle biyofilm ile baglantil
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enfeksiyonlarda gereken antibiyotik konsantrasyonunu azaltabilecegini gostermesi

acisindan da 6nem tagimaktadir.

Gunumuzde A. baumannii 6nemli enfeksiyon etkenlerinden biridir ve
antimikrobiyal direnci nedeniyle tedavisinde zorluklar yasanmaktadir. Bazi
durumlarda etkili antibiyotik tedavisi artik mevcut degildir ve bu nedenle bu hastalarda
enfeksiyonu kontrol etmenin alternatif yollarinin gelistirilmesine acil ihtiyag¢ vardir.
Calismamizda A. baumannii’ye 6zgi litik bakteriyofaj izole ederek se¢imi yapilan 2
fajin karakterizasyonu yapilmistir. Calismamizda olgun biyofilm kutlesi Gzerine faj ile
antibiyotigin ardisik ve birlikte uygulanmasinin tekil uygulamalara kiyasla daha etkin
oldugu goriilmiistiir. Yapilan literatiir taramasi sonucunda A. baumannii olgun
biyofilmleri {izerine bu kapsamda yapilmis c¢alisma bulunmamakta ve calismamiz
farkli zaman parametleri ve uygulama yontemlerinin etkisini de degerlendirmesi
nedeniyle Ozgiin deger tasimaktadir. Calismamizda gelecek icin Umit vaadeden
sonuglar elde edilmistir. Bakteriyel enfeksiyonlarda terapdtik amagli kullanilmak

lizere faj uygulamalariin oldukga yiiksek potansiyeli oldugu saptanmustir.

Fajlarla yapilan dekontaminasyon ve tedavilerde lokal fajlarin Onemli
oldugundan hareketle, fajlar ve etkenler tilkemizden izole edildigi i¢in 6zellikle ulusal
diizeyde A. baumannii ile iliskili enfeksiyonlarda kullanim potansiyelinin olacagini
diisinmekteyiz. Simdiye kadar yapilan faj calismalarinda herhangi bir yan etki
bildirilmemis olsa da terapinin etkinligini kanitlayacak deney tasarimi iyi yapilmis

daha fazla klinik calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda, 6nemli hastane enfeksiyonu etkeni A. baumannii izolatlarina
ozgii litik bakteriyofajlar izole edilmistir. Izole edilen 80 fajin, 4 farkli hastanenin,
farkli kliniklerinden izole edilen A. baumannii izolatlar1 iizerine litik aktivitesi
belirlenmistir. Segilen iki fajin yapilan karakterizasyon testleri sonucunda, A.
baummannii ile iligkili enfeksiyonlarin biyolojik kontrolii i¢in terapotik ajanlar olarak
kullanilma potansiyeli oldugu bulunmustur. Fajlara ait elde edilen sekans verileri de
faj gesitliligini gostererek; farkli zamanlarda ve cografik bolgelerden izole edilecek

fajlar arasinda yeni taksonomik iliskilerin kurulmasina yol agacaktir.

Calismamizda ayni1 zamanda klinik A. baumannii biyofilmlerine kars1 C2 ve K3
fajinin kombinasyonu kullanilarak kiitle azalmasi yoniinden aktiviteleri incelenmistir.
Bunun sonucunda faj ve antibiyotik kombinasyonunun, biyofilm eradikasyonunu
artirabilecegi gorilmistiir. Faj eklenmesi, direncgli A. baumannii enfeksiyonlarini
tedavi etmek icin gereken antibiyotik konsantrasyonunu potansiyel olarak
diistirebilmektedir. Bu, genellikle yiiksek dozda antibiyotiklerin uygulanmasiyla
iligkili yan etkilerden kaginmaya yardimci olarak, daha diisik dozaj rejimini
uygulamaya olanak tanimaktadir. Bununla birlikte, antagonistik etkiden kaginmak

icin, hedef bakterilere karsi etkinligi yiiksek fajlarin se¢ilmesi de dnemlidir.
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OZET

Hastane Enfeksiyonu Etkeni Acinetobacter baumannii Suslarina Ozgii Litik
Bakteriyofajlarin Elde Edilmesi ve Tedavide Kullanim Potansiyelinin Arastirilmasi

Acinetobacter baumannii (A. baumannii), coklu ilag direngli suslarin ortaya ¢ikmasi ve
neden oldugu enfeksiyonlarda artis nedeniyle 6nemli insan patojenleri arasinda sayilmaktadir.
Bu durum antibiyotiklere alternatif tedavi yontem ve stratejilerinin gelistirmesinin énemini
artirmigtir. Bakteri turlerine 6zgu olan bakteriyofajlar, tedavide énemli bir secenek olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. ‘Faj terapi’ olarak adlandirilan, enfeksiyon etkenlerinin
bakteriyofajlarla ortadan kaldirilmast islemi gilinlimiizde yeniden oOnem kazanmistir.
Bakteriyofajlar, biyofilm icerisindeki bakteriler Uzerinde kimyasal antibiyotikler veya
biyositlerden daha farkli davranmakta ve biyofilmin ortadan kaldirilmasinda farkli asamalarda
etkin olabilmektedirler. Calismamizda 6nemi her gegen giin artan direngli A. baumannii
enfeksiyonlarina karsi, tedavide alternatif olabilecegi diisiiniilen faj terapisine katkida
bulunmak amaciyla hastane enfeksiyonu etkeni A. baumannii suslarina 6zgii litik
bakteriyofajlarin elde edilmesi ve tedavide kullanim potansiyelinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu amagla farkli gevresel su 6rneklerinden litik bakteriyofajlar izole edilmis,
elde edilen bakteriyofajlardan plak morfolojisi ve litik aktivitesine gore 2 faj secilerek
morfolojik olarak karakterize edilmis ve tim genom dizileri elde edilerek A. baumannii
biyofilmlerine kars1 etkinligi degerlendirilmistir. Ayrica bu fajlarin A. baumannii izolatlarinin
olgun bilyofilmleri iizerine etkisi antibiyotikle (kolistin) ardisik ve sirali olarak denenmis ve
sonuglar tekli kullanim modelleri ile de karsilagtirtlmigtir. Alinan 31 su 6rneginin 13’{inde A.
baumannii fajinin varligi saptanmistir. Bu ¢alismada izole edilen 80 A. baumannii fajinun, 4
farkli hastaneden temin edilen 78 A. baumannii izolat1 izerinde denenen konak araliginin %
32 ile % 78 arasinda degistigi goriilmektedir. Karakterizasyon ve biyofilm ¢aligmalari igin
secilen K3 fajinin % 78, C2 fajinin % 32 etkinlige sahip oldugu bulunmustur. Alinan TEM
goriintiilerinde C2 fajinin 50 x 41,6 nm bas ve 12,5 x 6,25 kuyruga sahip Podoviridae ailesi
tiyesi oldugu, K3 fajunin 127,59 x 124,14 nm ve 117,24 x 13,79 nm kuyruga sahip Myoviridae
ailesi liyesi oldugu belirlenmistir. Caligmada tiim genom dizilemesi de yapilan C2 ve K3
fajimin benzer fajlarla yakin iligkisi ortaya konmustur. C2 fajinin Obolenskvirus cinsi ile
benzerlik gosterdigi ve yeni bir iiyesi olarak siniflandirilabilecegi diisiiniilmektedir. K3 faj1 ise
Saclayvirus cinsi icinde, % 94 Acinetobacter phage vB_AbaM_phiAbaAl ile yiksek
benzerlik gostermektedir. A. baumannii olgun biyofilmleri iizerine 2 fajin biyofilm etkinlikleri
arasinda belirgin fark bulunmamuistir ve fajlar, antibiyotikle saglanan etkiye paralel etki aralig1
gostermislerdir. Fajlarin biyofilm {izerine 6 saat gibi kisa siirelerde daha etkin oldugu tespit
edilmis ve kokteyl olarak kullaniminin fajlarin daha diisiik konsantrasyonlarini kullanmaya
olanak sagladigi bulunmustur. Calismamizda ayni zamanda olgun biyofilm kiitlesi iizerine faj
ile antibiyotigin ardigik ve birlikte uygulanmasimin tekil uygulamalara kiyasla daha etkin
oldugu goriilmiistiir. Calismamizda gelecek igin {imit vaadeden olumlu sonuglar elde
edilmistir ve bakteriyel enfeksiyonlarda terapdtik amacgh kullanilmak iizere faj
uygulamalarinin oldukga yiiksek potansiyeli oldugu saptanmstir.

Anahtar Sozcukler: Acinetobacter baumannii, Bakteriyofaj, Biyofilm, Cift tabaka agar,
Direng.
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SUMMARY

Acquisition of Lytic Bacteriophages Specific to Acinetobacter baumannii Strains
Affecting Hospital Infection and Investigation of Potential to Use in Treatment

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) is considered one of the most important
human pathogens due to the emergence of multi-drug resistant strains and the increase in
infections caused. This has increased the importance of developing alternative therapies and
strategies for antibiotics. Bacteriophages specific to bacterial species and destroying / eating
bacteria are emerging as an important option in treatment. The process of removing the
infection agents from the bacteriophages, called 'phage therapy', is now important again.
Bacteriophages behave differently than bacterial antibiotics or biocides on the bacteria in the
biofilm and may behave differently in different situations during the lifting of the biofilm. In
our study, it was aimed to obtain lytic bacteriophages specific to the nosocomial infection
agent A. baumannii strains and to investigate the potential of use in treatment in order to
contribute to phage therapy, which is thought to be an alternative in treatment against resistant
A. baumannii infections, whose importance is increasing day by day. For this purpose, Iytic
bacteriophages were isolated from different environmental water samples, 2 phages were
selected from the obtained bacteriophages according to their plaque morphology and lytic
activity, and they were morphologically characterized and their efficacy against A. baumannii
biofilms was evaluated by obtaining all genome sequences. In addition, the effects of these
phages on mature biofilms of A. baumannii isolates were tested simultaneously and
sequentially with antibiotics (colistin) and the results were compared with single use models.
The presence of A. baumannii phage was detected in 13 of 31 water samples taken in total. In
this study, it is observed that the efficacy of the phages varied between 32% and 78% as a
result of the host range tested on 78 A. baumannii isolates of 80 A. baumannii phages isolated
from 4 different hospitals. In the continuation of the study, it was found that K3 phage selected
for characterization and biofilm studies had 78% and C2 phage 32%. In TEM images taken,
the C2 phage is a member of the Podoviridae family with 50 x 41.6 nm head and 12.5 x 6.25
tail, while K3 phage has 127.59 x 124.14 nm and 117.24 x 13.79 nm tail determined to be a
member Myoviridae. In the study, the close relationship of C2 and K3 phages, which were
also sequenced in the whole genome, with similar phages was revealed. It is thought that the
C2 phage is similar to the Obolenskvirus genus and can be classified as a new member. The
K3 phage has high similarity with 94% Acinetobacter phage vB_AbaM_phiAbaAl within the
Saclayvirus genus. There was no significant difference between the biofilm activities of the 2
phages on A. baumannii mature biofilms, and the phages showed a range of action parallel to
the antibiotic effect. Phages have been found to be more effective on biofilm in as little as 6
hours, and the use of phages as cocktails has been found to allow the use of lower
concentrations of phages. In our study, it was also observed that the sequential and combined
application of phage and antibiotic on the mature biofilm mass was more effective than single
applications. In our study, promising positive results for the future were obtained and phage
applications were found to have a very high potential to be used for therapeutic purposes in
bacterial infections.

Keywords: Acinetobacter baumannii, Bacteriophage, Biofilm, Double layer agar, Resistance.
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