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OZET

Amac: Kistik fibrozis (KF) hastalarinda baskin enfeksiyon kaynagi olan Pseudomonas
aeruginosa izolatlarina kars1 etkili litik bakteriyofaj izole etmek ve bu fajin N-asetil sistein

(NAC) ile birlikte P. aeruginosa biyofilm olusumu tizerindeki etkisini degerlendirmek.

Yontem: Bu caligmada, bakteriyofajlar geleneksel kiiltiir yontemleri kullanilarak izole
edilmistir. Biyolojik karakterizasyon kapsaminda fajin litik spektrumu, pH stabilitesi,
termal stabilitesi, enfeksiyon c¢oklugu, tek adimda biliyiime ve patlama boyutu
belirlenmistir. Genomik karakterizasyon, faj DNA ekstraksiyonu, restriksiyon fragman
uzunlugu polimorfizmi (RFLP) ve faj genom analizini kapsamistir. KF P. aeruginosa
izolatlarinin in vitro biyofilm olusumu, kristal viyole boyama ile mikrotitre plak testi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bulgular: MLPalO faji, KF hastalarindan izole edilen P. aeruginosa, o6zellikle P.
aeruginosa 1Pa ve P. aeruginosa 316Pa, indikator konak olarak kullanilarak kanalizasyon
suyundan izole edilmistir. KF hastalarindan izole edilen klinik P. aeruginosa izolatlarinin
%94,11'ine kars1 bakteriyofaj MLPal0, giiclii litik aktivite gdstermistir. Fajin latent ve
patlama stireleri sirastyla 30 ve 40 dakika, patlama boyutu ise 89 PFU/enfekte hiicre olarak
Ol¢tilmiistiir. MLPal0 faji, pH 6 ve pH 8'de ve 1 saat boyunca 40, 50, 60°C'de stabil
kalmistir. Bu fajin genom analizi, taksonomik olarak Caudoviricetes sinifindan litik bir faj
olarak oldugunu ¢ikarmistir. Faj genomunda, higbir viriilans faktor veya antimikrobiyal
direng geni tespit edilmemistir. Calisma, MLPal0 fajinin KF P. aeruginosa izolatlarinin
%76,9'unda olgun biyofilmleri etkili bir sekilde azalttigin1 ve ayn1 zamanda olgularin
%65,38'inde biyofilm olusumunu engelledigini gostermistir. Ek olarak, NAC tek basina
da biyofilmlere karsi etkinlik gdstermistir. Bununla birlikte, MLPal0O faji NAC ile
birlestirildiginde daha diisiik etkinlik gostermistir.

Sonu¢: MLPal0 fajinin kapsamli karakterizasyonu, KF P. aeruginosa enfeksiyonlarina

kars1 terapotik bir ajan olarak kullanilma potansiyelinin altin1 ¢izmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pseudomonas aeruginosa, bakteriyofaj, kistik fibrozis, n-asetil

sistein, biyofilm



ABSTRACT

Objective: To isolate lytic bacteriophage effective against Pseudomonas aeruginosa
isolates, the main source of infection in cystic fibrosis (CF) patients, and to evaluate the
effect of this phage together with N-acetyl cysteine (NAC) on P. aeruginosa biofilm

formation.

Method: In this study, bacteriophages were isolated using traditional culture methods.
Biological characterization included determination of lytic spectrum, pH stability, thermal
stability, multiplicity of infection, one-step growth and burst size.  Genomic
characterization included phage DNA extraction, restriction fragment length
polymorphism (RFLP) and phage genome analysis. In vitro biofilm formation of CF P.

aeruginosa isolates was performed using microtiter plate assay with crystal violet staining.

Results: MLPal0 phage was isolated from sewage water using P. aeruginosa isolated
from CF patients, specifically P. aeruginosa 1Pa and P. aeruginosa 316Pa, as indicator
hosts. The bacteriophage MLPa10 showed strong lytic activity against 94.11% of clinical
P. aeruginosa isolates from CF patients. The latent and burst periods of the phage were
30 and 40 minutes, respectively, and the burst size was measured as 89 PFU/infected cell.
MLPal0 phage was stable at pH 6 and pH 8 and at 40, 50, 60°C for 1 hour. Genome
analysis of this phage revealed it to be taxonomically a lytic phage of the class
Caudoviricetes. No virulence factors or antimicrobial resistance genes were detected in
the phage genome. The study showed that MLPal0 phage effectively reduced mature
biofilms in 76.9% of CF P. aeruginosa isolates and also inhibited biofilm formation in
65.38% of cases. In addition, NAC alone also showed efficacy against biofilms. However,

the MLPal0 phage showed lower efficacy when combined with NAC.

Conclusion: The extensive characterization of MLPal0 phage underlines its potential as

a therapeutic agent against CF P. aeruginosa infections.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, bacteriophage, cystic fibrosis, n-acetyl cysteine,
biofilm
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1. GIRIS

Artan antimikrobiyal diren¢ (AMD) tehdidi, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin
kullanimu ile tetiklenen kiiresel halk sagligi i¢in acil bir sorun teskil etmektedir. Bu yaygin
antibiyotik kullanimi, bakteri popiilasyonlari tizerinde segici baskilar olusturarak direngli
suslarin ortaya ¢ikmasini ve yayilmasini tesvik etmistir. Bunlar arasinda Pseudomonas
aeruginosa, ¢oklu ilag direnci (CID) gelistirme egilimi ve intrinsik viriilans faktorlerine
sahip olmasiyla ayirt edilen 6nemli bir endise kaynagi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hem
biyotik hem de abiyotik ylizeylerde direngli biyofilmler olusturma kabiliyeti, klinik
ortamlarda kaliciligini artirmasi ve basta KF hastalar1 olmak iizere bireyleri kronik
solunum yolu enfeksiyonlarma yatkin hale getirmesi 0Ozellikle onemlidir. KF
hastalarindaki anormal mukus salgisi P. aeruginosa kolonizasyonu ve ¢ogalmasi i¢in ideal
bir nis olusturmaktadir ve sonug olarak ortaya ¢ikan kronik solunum yolu enfeksiyonlari
ilerleyici akciger bozulmasimni hizlandirmaktadir. Geleneksel antibiyotiklerin P.
aeruginosa biyofilmlerine kars1 etkisizligi géz oniine alindiginda, arastirmacilar alternatif
tedavi yontemlerine yonelmis ve faj terapisi umut verici bir yol olarak ortaya ¢ikmistir

(Bassetti ve ark., 2018; Chegini ve ark., 2020; M. Thi ve ark., 2020) .

Bu calismanin amaci iki yonliidiir: KF hastalarinda baslica enfeksiyon kaynagi olarak
kabul edilen P. aeruginosa izolatlarina karsi etkili litik bakteriyofajlart izole etmek ve
izole edilen bu litik fajlarin NAC ile birlikte P. aeruginosa biyofilmi tizerindeki sinerjik
etkisini degerlendirmektir. AMD giderek artan tehdidi KF hastalarinin bakiminda 6nemli
zorluklar yaratirken, alternatif terapdtik yollarin arastirilmasi zorunlu hale gelmektedir.
Faj terapisi, 6zgiilliigli ve bakteriyel patojenleri hedef alma yetenegi nedeniyle umut verici
bir strateji sunmakta ve geleneksel antibiyotiklerin sinirlamalarini potansiyel olarak
asmaktadir. Ayrica, mukolitik 6zellikleriyle bilinen NAC, P. aeruginosa biyofilmlerini
bozmak icin tamamlayict bir yaklagim sunmakta ve bdylece biyofilmle iliskili
enfeksiyonlarla miicadelede faj tedavisinin etkinligini artirmaktadir. Bu ¢alisma, litik
fajlarin ve NAC'nin P. aeruginosa biyofilmleri {izerindeki kombine etkisini aydinlatarak,
KF ile iliskili enfeksiyonlarin yonetiminde yeni terapdtik miidahale yaklagimlari igin

degerli bilgiler katmay1 amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, cesitli ¢evresel kosullarda varligimi stirdiirebilen, ¢ubuk
seklinde, monoflagellali, Gram-negatif bir bakteridir. Sadece bitkileri ve hayvanlar
enfekte etmekle kalmaz, aym1 zamanda insanlari da etkileyerek bagisiklik sistemi
zayiflamis kanser hastalarinda, ciddi yanik yaralanmalari olanlarda ve KF bireylerde ciddi
enfeksiyonlara yol agar (Wu ve ark., 2015). ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi,
P. aeruginosa'yi, 6700'i ¢oklu ilag direngli ve 440’1 6liimle sonuglanan yilda 51.000
enfeksiyona neden oldugu icin tehlike arz eden bir patojen (seviye 2) olarak
siiflandirmaktadir  (https://www.cdc.gov/drugresistance/biggest-threats.html, Erigsim
tarihi: 8 Nisan 2024). Ayrica, bu patojen giderek artan ¢oklu ilaca direngli ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, P. aeruginosa ve Enterobacter tiirleri) patojenleri arasinda yer almaktadir
(https://www.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-
new-antibiotics-are-urgently-needed, Erisim tarihi: 8 Nisan 2024). P. aeruginosa, sayisiz
antibiyotik direnci, agresif viriilans mekanizmalar1 ve kalici, uzun siireli enfeksiyonlar

olusturma kapasitesi nedeniyle, dnemli bir klinik risk olusturmaktadir (Rice, 2008).

2.1.1. P. aeruginosa Hiicre Duvari

P. aeruginosa gibi gram-negatif bakteriler sadece hiicre duvarinin en dis katmani olan bir
dis zara sahiptir. Bu zar ¢ogunlukla proteinler, fosfolipidler ve lipopolisakkaritlerden
(LPS) olusur. LPS, P. aeruginosa'nin patojenitesini artiran bir endotoksindir. Ayrica,
bakteriyi deterjanlardan, baz1 antibiyotiklerden ve diger tehlikeli kimyasallardan koruyan
bir bariyer gorevi gormektedir. Hiicreye yapisal destek saglayan peptidoglikan tabaka dig
zarin altinda yer almakta ve kisa peptit zincirleri, N-asetilglukozamin (NAG) ve N-
asetilmuramik asit (NAM) tekrarlayan birimlerini ¢apraz baglayarak hiicre duvarim
olusturmaktadir. I zar, bakterinin sitoplazmasini cevreleyen bir fosfolipid ¢ift katmandir

ve hiicresel solunum ve enerji tiretimi igin gereklidir (Dhar ve ark., 2017).



2.1.2. P. aeruginosa Genomu

P. aeruginosa genom biiyiikliigii 5,5 ila 7 Mbp arasinda degismekte olup G+C igerigi
%65-67'dir. Neredeyse tiim P. aeruginosa suslarinda bulunan ve kékenine bakilmaksizin
(¢evresel, klinik veya laboratuvar) tiim P. aeruginosa suslarinda ortak olan bir dizi
metabolik ve patojenik bileseni kodlayan genler, P. aeruginosa'nin c¢ekirdek genomu
olarak adlandirilmaktadir. Tiim genomun yaklasik %90', suslar arasinda yiiksek oranda
korunmus olan ¢ekirdek genomdan olusmaktadir. Ote yandan, baz1 P. aeruginosa
suslarinda bulunan ancak digerlerinde bulunmayan genler aksesuar genomda yer
almaktadir. Diger tiirlerden elde edilen genler (aksesuar genomun biiyiik bir kismini
igeren) genellikle P. aeruginosa cekirdek genomundan daha diistik bir G+C igerigine
sahiptir (Kung ve ark., 2010; Stover ve ark., 2000).

2.2. Pseudomonas aeruginosa Biyofilmi

P. aeruginosa oldukga adaptif oldugundan ve ilaglara kars1 yiiksek bir intrinsik dirence
sahip oldugundan, antibiyotikler gibi yaygin antimikrobiyal tedaviler genellikle ¢cok az
etkilidir ve bu da mortaliteyi artirmaktadir. Ayrica, P. aeruginosa'nin bakteriyi dis stres
faktorlerinden koruyan ve fagositozu Onleyen, kolonizasyonu ve uzun siireli kaliciligi
tesvik eden biyofilm iiretme yetenegi, bu enfeksiyonlarin tedavisini daha zor hale
getirmektedir (Moradali ve ark., 2017). P. aeruginosa mikrobiyal popiilasyonlari i¢inde
hiicreden hiicreye iletisimin etkili bir yontemi olan quorum algilama, bu yetenegi
desteklemektedir. Bu durum, persistan rinosiniizit, akciger enfeksiyonlar1 ve yara
enfeksiyonlar1 gibi uzun siireli enfeksiyonlardan sikayetgi olan bireylerde siklikla goriilen
son derece organize biyofilmlerin olusumuna yol agmaktadir (R6mling ve ark., 2012).
Biyofilm, hiicrelerin kaynaklarin yakiinda kalmasini saglamakta, genetik materyal
aligverisini kolaylastirmakta ve hiicreleri fagosit yutmasi gibi ¢esitli kimyasal ve ¢evresel
stres faktdrlerinden korumaktadir (Davey ve O’toole, 2000). Bir biyofilm ¢ogunlukla su
(%97) ile proteinler (<%2), DNA (<%]1), polisakkaritler (<%2) ve RNA (<%1) i¢eren bir
matriksten olusmaktadir (Al-Wrafy ve ark., 2017).

P. aeruginosa’nin biyofilm yapisi olusturma siirecinde dort temel adim vardir (Sekil 2.1)
(Kostakioti ve ark., 2013; Saxena ve ark., 2019; Yin ve ark., 2022). Baslangigta tutunma

ilk asamadir. Bu noktada yapisma tersine g¢evrilebilir oldugundan, bakteriler yiizeye
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yapisabilmekte ya da tekrar planktonik hiicrelere donebilmektedir. Biyofilm olusumunun
ikinci agamasinda, bakteri hiicreleri geri doniisiimlii baglanmadan geri doniisiimsiiz
baglanmaya gecmekte ve baglanan bakteriler giderek cogalarak daha 6zerk bir yapiya
dontismektedir. Bu noktada bakteriler ¢ogalmaya, mikro koloniler olusturmaya ve hiicre
dis1 polimerik maddeler (EPS'ler) liretmeye baslamaktadir. Bu EPS'ler biyofilm hiicreleri
ile ¢evreleri arasinda bir bariyer gorevi gorerek onlari antibiyotiklere maruz kalma veya
bagisiklik hiicresi saldiris1 gibi farkli stres faktorlerinden korumaktadir. Biyofilm
gelistikge bakteriler c¢evresel stres faktorlerine ve ilaglara karsi daha iyi bir direng
gelistirmektedir. Ayrilma, biyofilm olusumundaki son asamadir. Biyofilm ayrildiginda,
biyofilm hiicreleri biyofilmden planktonik biiyiime moduna ge¢mekte, burada diger
biyomolekiillerin yiizeyine yapisabilmekte veya yeni bir biyofilm olusumu dongiisii

baslatabilmektedir (Kim ve Lee, 2016; Olivares ve ark., 2020; Thi ve ark., 2020).

Ik baglanma Mikrokoloniler Olgun biyofilm Dagilma
@D Planktonik hiicreler @) Biyofilm hicreleri Ekstrasefiiler DNA
Olo hicreler Ekzopolisakkaritler Matris proteinleri

Sekil 2.1. Pseudomonas aeruginosa ‘da Biyofilm Gelisim Dongisi(Yin ve ark., 2022) .



2.3. Kistik Fibroziste Pseudomonas aeruginosa

Viicudun gesitli epitel ylizeylerini ozmotik bir dengede tutan bir kloriir ve bikarbonat iyon
tasima kanali olan “kistik fibroz transmembran iletkenlik diizenleyicisi” (CFTR)
membran proteinini kodlayan gendeki mutasyon, Kistik fibrozis ile sonu¢lanmaktadir
(Vallieres ve ark., 2014). Mutasyon sonucu gelisen CFTR disfonksiyonu kloriir ve
bikarbonat iyonlariin epitel boyunca taginmasini diizenleme yeteneginin bozulmasiyla
coklu organ hastaliklarina neden olur. KF'nin baslica klinik belirtileri arasinda mekonyum
ileusu, distal bagirsak tikanikligi, ekzokrin pankreas yetmezligi, biiyiime bozuklugu,
erkek infertilitesi ve firsatg1r patojenlerin neden oldugu kronik ve tekrarlayan akciger
enfeksiyonlar1 yer almaktadir (Boeck ve ark., 2017; Cutting, 2015). Ter kloriir testi,
hastaligin teshisi i¢in altin standarttir. Diyabet ve anksiyete ve depresyon gibi ruh hali
sorunlart KF'nin diger uzun vadeli sonuclaridir; ne yazik ki, akciger yetmezligi hala
neredeyse tiim KF hastalarinin basina gelmektedir (Chin ve ark., 2017). P. aeruginosa,
KF ile yakindan iliskilidir ve kalic1 akciger enfeksiyonlarinin baslica nedenidir. Yetiskin
KF hastalarinin yaklasik %75', KF'li bireyleri etkileyen en yaygin patojen olan P.

aeruginosa ile enfekte olur (Malhotra ve ark., 2019).

2.4. Pseudomonas aeruginosa Biyofilmlerine Kars1 N-Asetil Sistein

NAC uzun zamandan beri ekonomik ve giivenli bir ilag olarak piyasada bulunmaktadir.
NAC, glutatyon S-transferaz aktivitesini artiran ve yapisan mukus akintilarini hafifleten
iyi tolere edilen mukolitik bir ilagtir (Mokhtari ve ark., 2017). NAC serbest radikalleri
temizlemekte, detoksifikasyonu kolaylagtirmakta ve glutatyon iiretimini artirmaktadir.
Giliglii bir antioksidandir ve serbest oksijen radikallerinin iiretiminin gerceklestigi
durumlar i¢in olas1 bir terap6tik ajandir. Ayrica, NAC antibakteriyel 6zelliklere sahiptir.
Hiicre dis1 polisakkarit matriks ve bakteriyel biyofilm olusumunu engellerken olgun
biyofilmlerin pargalanmasini tesvik etmektedir (Guerini ve ark., 2020; Pinto ve ark., 2021;
Sempere ve ark., 2022).

Zhao ve Liu, ¢ogu P. aeruginosa izolatt i¢in minimum NAC inhibitor
konsantrasyonlarinin 10 ila 40 mg/ml oldugunu ve NAC ve siprofloksasin
kombinasyonunun P. aeruginosa suslarina karsi sinerji (%50) gosterdigini veya etkilesim

gostermedigini (%50) bulmustur. 0,5 mg/ml NAC olgun P. aeruginosa biyofilmlerini
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degrade edebilmistir. Bozunma NAC konsantrasyonlari ile orantili olmus ve biyofilmler
10 mg/ml NAC'de tamamen bozunmustur. NAC'm P. aeruginosa'ya kars1 anti-bakteriyel
ozelliklere sahip oldugunu ve P. aeruginosa biyofilmlerini bozabildigi ileri stirilmiistiir
(Zhao ve Liu, 2010). Guerini ve ark. P. aeruginosa biyofilm olusumunu inhibe etmek igin
kitosan bazli ve NAC iceren mikro yapilt lipid tastyicilar (MLC'ler) gelistirmistir.
Calismada, NAC yiiklii MLC'nin biyofilm biiylimesini azaltma oran1 son derece yiiksek
olup, 0,5 mg/mL ve 2 mg/mL'de sirasiyla %64,74+6,2 ve %83,74+9,95'tir. Mukolitik ve
antibakteriyel 6zelliklerine ek olarak NAC, KF hastalarina fayda saglayabilecek anti-
enflamatuar 6zelliklere sahiptir. Kalict enflamasyon KF'nin semptomlarindan biri oldugu

icin bu ozellikle kritiktir (Guerini, Condro, ve ark., 2022).

2.5. Bakteriyofajlar

Bakteriyofajlar kiiresel ekolojide dnemli bir role sahiptir. Bakteriyofajlarin, bakterilerin
bulundugu her yerde var olmasi ve bakteriyofaj miktarinin bakteri sayisini en az on kat
asmas1 beklenmektedir. Biyosferdeki en yaygin organizma olan bakteriyofajlarin
sayismin 103! oldugu diisiiniilmektedir. Bakteriyofajlar yasam dongiisiine katkida
bulunmakta ve her giin okyanustaki bakterilerin yaklasik ytlizde ellisini yok etmektedir
(Breitbart ve ark., 2015; Clokie ve ark., 2011). Ernest Hankin, Ganj nehri suyunu analiz
ettikten sonra 1896 yilinda bakteriyofajlarin varligin1 kesfetmis ve "Yuma ve Ganj
sularimin kolera mikrobu iizerindeki bakterisidal etkisi" baslikli bir makale yazmistir
(Hankin, 1896). Frederick Twort ilk olarak 1913 yilinda "bakterileri enfekte ederek
oldiiren bir ajan" olarak tanimlamistir. Ancak bakteriyofajlarin antimikrobiyal etkisini ilk
duyuran kisi 1917 yilinda "dizanteri basilinin gériinmez bir mikrobunu" kesfeden ve bu
mikroorganizmalara "bakteriyofaj" adini veren Felix d'Herelle olmustur (D’Herelle,
1917). Antibakteriyel bir ajanin kesfi ve bunun hem tedavi hem de koruyucu tipta
uygulanmasi, ozellikle d'Herelle'in g¢alismasiyla, 6liimlerin baslica nedeni oldugu o
yillarda bulasic1 hastaliklarla miicadelede onemli bir ilerleme saglamistir. Ancak

antibiyotiklerin kesfi faj ¢alismalarinin kapsamini sinirlamistir.

2.5.1. Bakteriyofaj Simiflandirmasi
Faj siniflandirmasi ilk olarak 1971 yilinda Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi

(ICTV) tarafindan fajlarin ¢esitli ozelliklerine dayanilarak yapilmaya calisiimistir.
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Ackermann siiflandirmasi bugiin hala yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakteriyofajlarin
%095'inden fazlas1 Caudovirales takimi altinda siniflandirilan ¢ift sarmallt DNA (dsDNA)
kuyruklu viriislerdir. Caudovirales'i olusturan ii¢ aile Siphoviridae, Myoviridaec ve
Podoviridae'dir. Bakteriyofajlarin yiizde altmis1 uzun, esnek kuyruklara; ylizde yirmi besi
cift sarmalli, kisaltilabilir kuyruklara; yiizde on besi ise kalin, kisa kuyruklara sahiptir. Bu
ti¢ aile Siphoviridae, Myoviridaec ve Podoviridae'dir (Ackermann, 2007). Siphoviridae,
Podoviridae, Myoviridae ve Filamentous faj aileleri morfoloji ve niikleik asit (DNA/RNA
dizisi veya tiirli) temelinde birbirlerinden ayirt edilebilmektedir. Tipik bir faj yapisi,
genetik materyali (DNA veya RNA) barindiran bas, boyun, kuyruk ve kuyruk liflerinden
olusmaktadir (Sekil 2.3) (Nobrega ve ark., 2018; Ye ve ark., 2019). Fajlar tipik olarak 20-
200 nm uzunlugundadir. Fajlarin kiigiik bir yiizdesi tek sarmalli DNA (ssDNA), cift
sarmalli RNA (dsRNA) veya tek sarmalli RNA (ssRNA) genomlar1 igerir, ancak
cogunlugu ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) genomlarina sahiptir (Simmonds ve Aiewsakun,
2018; Ye ve ark., 2019).

Kapsid
proteini

Bas DNA

Boyun
— Bas

DNA

KOO0

Kuyruk

Taban

Taban plakalar: plakalan

[{m\» Lifler

Lifler

Siphoviridae Podoviridae Filamentoz faj

Sekil 2.2. Bakteriyofajin yapisi (Ye ve ark., 2019)



2.5.2. Bakteriyofaj Yasam Dongiileri

DNA genomlarinin bakteri genomuna entegre olup olmamasina bagli olarak, fajlar litik
veya lizojenik (1liman) olarak siniflandirilmaktadir (Bao ve ark., 2018; Ye ve ark., 2019).
Litik fajlarin tireme dongiisii (Sekil 2.3) alt1 asamadan olusmakta: baglanma, penetrasyon,
transkripsiyon, biyosentez, olgunluk ve lizis (Ye ve ark., 2019). Bu siiregler tipik olarak
enfekte konak bakterinin ortadan kaldirilmasina yol agmaktadir. Ote yandan, lizojenik
fajlar tipik olarak genomlarmi konak bakteri kromozomuna dahil etmekte ve konak
bakterinin tiremesi sirasinda faj DNA bilgisini sonraki bakteri soyuna aktarmaktadir (Erez
ve ark., 2017) . Bir stres faktoriintin (UV 15181, yiiksek sicakliklar, iyonlastirict radyasyon,
antibiyotikler veya agir metaller gibi) etkisi altinda, iliman fajlar litik dongliye girme ve

konakg1 bakteriyi pargalama egilimindedir (M. Kim ve ark., 2018; Ye ve ark., 2019).
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Sekil 2.3. Litik ve lizojenik dongiide faj (Ye ve ark., 2019).

2.6. Bakteriyofaj Terapisi

Patojenik bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlari tedavi etmek i¢in fajlarin terapotik bir
ajan olarak kullanilmas1 faj terapisi olarak bilinmektedir. Fajlar, 1920'lerden 1940'lara
kadar antibakteriyel ajanlar olarak yaygin bir sekilde kullanilmistir. Fakat, penisilinin ilk
endiistriyel Olgekli tiretimi ile bakteriyofajlarin kullanimi geride kalmistir. Tehlikeli

bakterilere kars1 antibiyotik ¢agi, Alexander Fleming'in 1928'de penisilini kesfetmesi ve



1944'te biiyiik Olgekli tretimiyle baslamistir (Ye ve ark., 2019). Ancak patojen
bakterilerde artan AMD son yillarda acil kiiresel bir saglik sorunu haline gelmistir.
AMD'nin kiiresel saglik tizerindeki etkisine iliskin 2022 yilinda yapilan ilk kapsamli
degerlendirmeye gore, 2019 yilinda 4,95 milyon 6liim AMD ile baglantilidir ve bunlarin
1,2 milyonu dogrudan iligkilidir (Strathdee ve ark., 2023).

AMD, o6zellikle tip, hayvancilik ve gida endiistrisinde antibiyotiklerin asir1 kullanimi ve
suistimalinin nedeniyle artis gostermektedir ve ilag sirketlerinin antibiyotik arastirma ve
gelistirmeye giderek daha az yatinm yapmasit nedeniyle yeni antibiyotikler
gelistirilememektedir. Mevcut egilimler bozulmadan devam ederse, 2050 yilina kadar en
az 10 milyon kisinin AMD'den etkilenecegi ve hayatin1 kaybedecegi tahmin edilmektedir
(Strathdee ve ark., 2023). Genisleyen AMD salgini, bilim insanlarinin yeni tedaviler
aramasina neden olmakta ve bir asir once kesfedilen ancak ¢ogunlukla unutulan faj
terapisini yeniden giindeme getirmektedir. Hepsi olmasa da klinik agidan 6nemli bakteri
tiirlerinin ¢ogu i¢in litik fajlar, ylizyili agkin bir siiredir devam eden faj avciligr yoluyla
basartyla toplanmistir. Son birka¢ yilda, daha biiyiik veri tabanlarin ve iyi karakterize
edilmis faj bankalarinin mevcudiyeti nedeniyle fajlar klinik tipta kullanimi1 daha fazla

giindeme gelmeye baslamistir.

Mart 2016'da California San Diego Universitesi'nde ¢oklu antibiyotige direngli ciddi bir
Acinetobacter baumannii enfeksiyonunu tedavi etmek igin bir faj preparati kullanildi ve
bu, Amerika Birlesik Devletleri'nde intravendz bakteriyofaj tedavisinin belgelenmis ilk
etkili klinik uygulamas1 olmustur (Schooley ve ark., 2017). ABD Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA), antibiyotige direngli bakteriyel enfeksiyonlarin yaygin etkileri nedeniyle
bakteriyofaj tedavisine acil kullanim izni (EUA) vermistir. Bu acil kullanim izni, vaka
bazinda gerceklesmektedir. Yaygin kullanim i¢in heniiz onay verilmis ticari faj preparati
yoktur. Arastirma ilaglarinin merhametli (compassionate) kullanimi olarak da adlandirilan
genigletilmis erisim, diizenleyici kurumlarin tam olarak onaylamadigi iriinlerin, bir
klinisyen tarafindan bagka tedavi segenegi olmadigi tespit edilen hastalara saglanmasi
anlamina gelmektedir. Bu merhametli tedavi vakalari, izlenen bir klinik ortamda

gerceklesmektedir. Sik akciger enfeksiyonu gecirme olasiligi daha yiiksek olan KF



hastalar1 gibi tekrarlayan ve kronik enfeksiyonlar1 olan ve altta yatan hastaligin
kroniklesmesiyle artan antibiyotik kullanim1 olan hastalar, tipik olarak bakteriyofajlarin
merhametli kullanimi i¢in en iyi adaylardir. Bu hastalarin siklikla sergiledigi ciddi
antibiyotik direnci nedeniyle, merhametli tedavi onayi ile faj tedavisi uygulamak geriye

kalan tek tedavi yontemi olabilmektedir (Hitchcock ve ark., 2023).

2005 yilinda, Polonya'daki Ludwik Hirszfeld immiinoloji ve Deneysel Terapi Enstitiisii
Faj Terapi Birimi Merkezi tarafindan yiiriitiilen bir faj terapi ¢alismasi kapsaminda, ¢cok
ilaca direngli c¢esitli hastaliklar1 olan 153 hasta degerlendirilmistir. Faj terapisinin
etkinliginin yani sira giivenliginin de degerlendirildigi ¢alismanin bulgularina gore, inatci
bakteriyel enfeksiyonlar1 olan hastalarin énemli bir kismi tedaviyi tolere edebilmis ve

olumlu klinik sonuglar elde edilmistir (Migdzybrodzki ve ark., 2013).

Programlarin bir siiredir uygulanmakta oldugu Giircistan Cumhuriyeti ve Polonya'nin yant
sira, Amerika Birlesik Devletleri, Belgika, Fransa ve Isveg'te de faj terapi programlari
mevcuttur. Avrupa ve Avustralya'daki is birligi ¢abalari, terap6tik kullanimlart miimkiin
kilmak i¢in standartlastirilmis faj terapi rejimlerinin olusturulmasinda etkili olmustur. Fa;j
terapisi 2006 yilinda Birlesik Krallik'ta bir yanik hastasina uygulanmis ve 2009 yilinda
fajlar kronik otit i¢in faz I/II klinik aragtirmanin konusu olmustur (Sivera-Marza ve ark.,
2006; Wright ve ark., 2009). Son dort yilda Great Ormond Street Hastanesi'nde (Londra,
Birlesik Krallik) iki KF hastasinin ve Iskogya'daki iki hastanede diyabetik ayak

enfeksiyonu olan on hastanin tedavisinde kullanilmistir (Jones ve ark., 2023).

2.6.1. Pseudomonas aeruginosa Biyofilmlerine Karsi1 Bakteriyofajlar

P. aeruginosa biyofilm olusumunu 6nlemek i¢in anahtar stratejilerden biri faj tedavisidir.
Fajlar hem planktonik hem de biyofilm bakteri tiirlerine karsi iy1 performans
gostermektedir (Ceyssens ve Lavigne, 2010; Martinez-Gallardo ve ark., 2023).
Bakteriyofajlar, biyofilmlerin biiyiimesini engellemek i¢in quorum algilama ve hiicresel
iletisimi  engellemek gibi biyofilm iiretimini Onlemek icin g¢esitli stratejiler

kullanmaktadir. Fajlarin ve antibiyotiklerin kombine tedavileri, P. aeruginosa
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biyofilmleri tizerinde gii¢lii bir 6liimciil etkiye sahiptir. Ayrica, bakteriyofajlarin biyofilm
karsit1 Ozelliklere sahip bilesiklerle birlikte kullanilmasi, biyofilmlerin ortadan
kaldirilmast igin potansiyel gostermektedir. Ilging bir sekilde, bakteriyofajlar deliklerden
derinlemesine niifuz ederek ve dis matrikse zarar vermeden i¢ katmanlarin iginde
¢ogalarak biyofilmlerin i¢inde biiylime kapasitesi gostermektedir (Sekil 2.4) (Chegini ve
ark., 2020).
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Sekil 2.4. Bakteriyofaj anti-biyofilm mekanizmalar1. a) Bakteriyofajlar quorum algilamay1 inhibe ederek ve
hiicresel iletisimi azaltarak biyofilm olusumunu engellemektedir. b) Faj ve antibiyotiklerin ardigik olarak
uygulandigi kombine tedaviler P. aeruginosa biyofilmi {izerinde oldiiriicii etkiye sahiptir. )
Bakteriyofajlarin biyofilm karsit1 6zelliklere sahip molekiillerle birlikte kullanilmasi biyofilm yikimina
yardimei olabilmektedir. d) Bakteriyofajlar dis matriksi bozmadan biyofilm bosluklarindan biyofilmin ig¢
katmanlarina niifuz edebilmekte ve biyofilmin daha derin katmanlarinda ¢ogalabilmektedir (Chegini ve ark.,
2020).
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Bakteriyel enfeksiyonlarin engellenmesi agisindan, tek bir slispansiyonda farkli konak
araliklarina sahip iki veya daha fazla bakteriyofaj kombinasyonu yani bakteriyofaj
kokteyli- kullanilmasi daha basarili sonuglar vermektedir. Bakteriyofaj kokteylleri,
polisakkarit depolimeraz gibi enzimleri eger kokteyldeki fajlardan yalnizca biri tagiyorsa
diger fajlarin da P. aeruginosa biyofilmine kolayca sizmalarini ve biyofilmdeki bakteriler

tizerine litik etki gosterebilmelerine imkan verebilmektedir (Chegini ve ark., 2020).

Cok sayida arastirmaya gore, P. aeruginosa biyofilmlerini in vitro olarak ortadan
kaldirmak icin en umut verici yaklagimlardan biri bakteriyofajlarin kullanimidir. Atik
sudan izole edilen M-1 faji, Adnan ve arkadaslari tarafindan P. aeruginosa'nin ¢oklu ilag
diren¢li izolatlar1 tarafindan olusturulan biyofilmleri parcalamak i¢in kullanilmistir.
Sonuglar ayrica, 6 saatlik bir tedavi siiresinin ardindan MA-1 bakteriyofajinin biyofilmleri
ve P. aeruginosa'nin biiyime hizini azalttigin1 géstermistir. Bu ¢alismanin 20 giinliik P.
aeruginosa biyofilmini yok etme kabiliyeti, temel bulgularindan biri olmustur (Adnan ve
ark., 2020). Genel olarak, bakteriyofaj kokteyli olarak bilinen tek bir siispansiyonda farkli
konak araliklarina sahip iki veya daha fazla bakteriyofaj kombinasyonu kullanilarak

bakteriyel enfeksiyonlar daha basarili bir sekilde 6nlenebilmektedir (Gu ve ark., 2012).

Kronik rinosiniizitli hastalardan izole edilen P. aeruginosa biyofilmi Pal93, Pa204, Pa222
ve Pa223 bakteriyofajlar ile eradike edilmistir. Fong ve arkadagslari, bu fajlarin hem bir
kokteyl i¢inde hem de tek basina tek bir dozunun, 24 ve 48 saatlik tedaviden sonra
biyofilm iiretim oranin1 dnemli Sl¢iide azalttigim kesfetmislerdir. Izolatlarin biyofilmleri
tek fajlar tarafindan %53-73 oraninda azaltilmis olsa da faj kokteylinin biyofilmlere kars1
etkinligi %89 oraninda artmistir. Ozellikle, bakterilerde ¢oklu ilag direnci goriilse bile dort
fajdan olusan bir kokteylin kullanimi durumunda biyofilm olusumunun inhibe edildigi
gosterilmistir. Dolayisiyla ilag direncinin varlig: ile fajlarin etkinligi arasinda negatif bir

iliski olmadig: diisiiniilmektedir (Fong ve ark., 2017).

2.6.2. Kistik Fibrozis Hastalarinda Pseudomonas Faj Tedavisi
KF hastalarinda P. aeruginosa ve diger bakteriyel enfeksiyonlar, farkli agamalarda

arastirilmakta olan ¢esitli potansiyel terapdtik yaklagimlara sahiptir. Bunlar arasinda faj
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terapisi yakin zamanda antimikrobiyal peptitler, patojene 6zgii antikorlar ve bagisiklama
arasinda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyan ilk on yenilik¢i antibakteriyel ilag olarak
listelenmistir (Czaplewski ve ark., 2016). Hastalikla ilgili raporlardan birinde P.
aeruginosa ve S. aureus ile kalict enfeksiyon gelisti gelisen geng (5 ve 7 yasinda) KF'li
kadina ait iki farkli vaka raporu yer almaktadir. Bu kadinlar nebiilize faj ve antibiyotik
kombinasyonu ile basarili bir sekilde tedavi edilmis, klinik durumlarinda belirgin bir
iyilesme ve balgamlarindaki bakteri sayisinda azalma saglanmistir. Antibiyotik tedavisi
her vakada enfeksiyonu ortadan kaldirmamuistir. Bir hasta dokuz seans boyunca her 4-6
haftada bir nebiilize faj aldiktan sonra koloni olusturan {iinitelerde O6nemli disiisler
yasanmistir. Bu, KF hastalar i¢in yonetilebilir bir tedavi planidir (Kvachadze ve ark.,
2011).

KF i¢in onerilen bir tedavi, hastanin nebiilize bir faj preparatini solumasini igermektedir.
Aerosolize faj damlaciklar1 enfeksiyon bdlgesini bulmak i¢in hava yollarina girmekte ve
enfeksiyon bolgesine ulastiginda faj virionlar1 hava yolu epitelinin mukus tabakasina
yapismakta ve ardindan spesifik olarak P. aeruginosa hiicrelerine baglanmaktadir. Fajlar
hedeflenen bu hiicrelerde ¢ogalarak yeni fajlar iiretmekte ve bdylece bakteriyi yok
etmektedir. Bu, mukustaki P. aeruginosa popiilasyonlarinda 6nemli bir azalmaya yol
acarak mikrobiyotanin yeniden dengelenmesine yardimci olmaktadir (Trend ve ark.,

2017).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Kistik Fibrozis Hastalarindan Pseudomonas aeruginosa izolatlari

Bu ¢alismada kistik fibrozis hastalarindan izole edilen toplam 36 P. aeruginosa izolati test
edilmistir. Bu izolatlar daha 6nce kistik fibrozis tanisi almis hastalardan izole edilmis ve
Akdeniz Universitesi Hastanesi Kiiltiir Koleksiyonlar1 Birimi’nde saklanmustir. Etik
Kurul onay1 13 Eyliil 2023 tarihinde KAEK-691 karar numarasi ile alinmistir. Etik kurul
onayinin ardindan, Akdeniz Universitesi Hastanesi Kiiltiir Koleksiyonlar1 Birimi’nden
toplam 36 P. aeruginosa izolat1 alinmistir.

Indikator bakteri kiiltiirii

Bakteriyofajlar, KF hastalarindan alinan P. aeruginosa 1Pave P. aeruginosa 316 Pa klinik

izolatlar1 indikator konak olarak kullanilarak izole edilmistir.

3.1.2. Cevresel Ornekler

Antalyanin 3 farkli bolgesinden aritilmamis kanalizasyon Ornekleri bakteriyofaj
izolasyonu i¢in Antalya Su ve Atiksu Idaresi Genel Miidiirliigii'nden toplanmustir.
Ornekler geldigi anda kullanilmis ve bakteriyofajlar izole edilmistir. Ayrica foseptik
cukurundan ve yapay goéletten de Ornekler toplanmis ancak bakteriyofaj varligi tespit

edilememistir.

3.1.3. Besiyeri

Tryptic Soy Agar (TSA)

40 g besiyeri (BD Difco™, ABD) 1000 ml distile suda ¢oziilmiis, otoklavda 121 °C'de 15

dakika sterilize edilmis ve ardindan besiyeri steril Petri kaplarina dokiilmiistiir.

14



Tryptic Soya Broth (TSB)

15 g besiyeri (BD BBL™, ABD) 500 ml distile suda ¢oziilmiis ve ardindan otoklavda 121

°C'de 15 dakika stireyle sterilize edilmistir.

Luria-Bertani (LB) Broth

10 g besiyeri (BD Difco™, ABD) 500 ml distile suda ¢6ziilmiis ve ardindan otoklavda
121 °C'de 15 dakika sterilize edilmistir.

Luria-Bertani (LB) Agar (%1,5 agar)

10 g LB broth besiyeri (BD Difco™, ABD) ve 7,5 g agar (Sigma-Aldrich, ABD) 500 ml
distile suda ¢6ziilmiis ve son konsantrasyon 10 mM olacak sekilde CaClz (Sigma-Aldrich,
ABD) eklenmistir. Hazirlanan LB alt agar besiyeri otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize

edilmis ve ardindan steril petri kaplarina ~20 ml dokiilerek 4°C'de saklanmistir.
Luria-Bertani (LB) Yumusak Agar (%0,5 agar)

10 g LB broth besiyeri ve 2,5 g agar 500 ml distile suda ¢oziilmiis ve son konsantrasyon
10 mM olacak sekilde CaCly eklenmistir. Hazirlanan LB iist yumusak agar besiyeri
otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize edildikten sonra 55-60°C'ye sogutulmus ve steril
tiiplere 5 ml dokiilerek 4°C'de saklanmustir.

Mueller Hinton II Broth (Katyon Ayarh)

11 g besiyeri (BD BBL™, ABD) 500 ml distile suda ¢oziilmiis ve ardindan otoklavda 121
°C'de 15 dakika stireyle sterilize edilmistir.
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MacConkey Agar
25 g besiyeri (BD BBL™, ABD) 500 ml distile suda ¢o6ziildiikten sonra otoklavda 121

°C'de 15 dakika sterilize edilmis ve ardindan besiyeri steril Petri kaplarina dokiilmiistiir.

3.1.4. Cozeltiler ve Kimyasallar

Salin Magnezyum tamponu (SM tamponu)

50 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,5), 5,8 g NaCl ve 2 g MgSO47H.0 eklenerek 1000 ml'ye kadar
distile su ile doldurulmus ve ardindan 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edilmistir.
Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

1 tablet Fosfat Tamponlu Salin (Sigma Aldrich, ABD) 200 ml distile suda ¢oziilmiis ve
ardindan otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edilmistir.

10X Tris-Borat EDTA (TBE) tamponu pH 8.0
Trizma Baz: 1089

Borik Asit: 55 ¢

EDTA: 8.3g

Tim malzemeler bir miktar distile su ile manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziilmiis ve
son hacim distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltinin pH'1 8'e

ayarlandiktan sonra 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
0,5 X TBE Tampon

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan 10x TBE tamponunun 50 ml'si distile su ile 1000

ml'ye seyreltilmistir.
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Tris-EDTA (TE) tamponu

1 ml 1 M Tris-HCI (pH 8.0) ve 0.2 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) distile su ile 100 mI’ye

tamamlanmis ve 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Proteinaz K Cozeltisi

30 mg liyofilize proteinaz K (A.B.T.™, Tiirkiye) steril bir Eppendorf tiipiinde tartilmis, 1
ml 50 mM Tris-HCI ve 2 mM kalsiyum asetat (pH 8.0) iginde ¢6ziilmiis ve -20°C'de stok

¢Ozelti olarak saklanmistir.

50 mM Tris-HCL: 0,12 g

2 mM Kalsiyum Asetat: 0.006 g

Son Distile Su Hacmi: 20 mL (pH 8.0)
%1 Agaroz Jel

%1’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 1 g agaroz tartilmis, 100 ml 0,5X TBE c¢dozeltisi iginde
¢Oziilmiis ve mikrodalga firinda 1-2 dakika 1sitilmistir. Ardindan, yaklasik 50°C'ye
sogutuldu ve 10 pl Safe View jel goriintiileme boyasi eklenmistir. Elektroforez tankina

dokiilmiis ve uygun bir kuyu olusturmak i¢in taraklar takilmistir.
N- Asetil Sistein Cozeltisi

NAC (Sigma-Aldrich, ABD) steril LB broth iginde ¢oziilmiis ve kullanimdan once

¢ozeltinin pH degeri 7,2'ye ayarlanmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Cevresel Orneklerden Bakteriyofaj Izolasyonu
Bakteriyofaj izolasyonu igin Antalya Su ve Atiksu Idaresi Genel Miidiirliigii'nden alinan

ham kanalizasyon 6rnekleri (sehrin 3 farkli bolgesinden) kullanilmistir. Ornekler, tiim

hiicreleri ve diger kalintilar1 uzaklastirmak i¢in 5000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir.
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Ardindan, siipernatant 0,22 um membran filtreden (GVS, ltalya) gecirilmis ve 4°C'de
saklanmistir (Karaynir ve ark., 2020).

3.2.1.1. Agar Spot-Test ile Faj Aktivitelerinin Belirlenmesi

Spot test yontemi i¢in, 100 ul gecelik indikator bakteri kiiltiri (P. aeruginosa 1Pa ve
316Pa), 10mM CaCl; igeren 45-50°C'ye sogutulmus 5ml iist agara (%0,5 w/v agar)
eklenmis ve karisim vortekslenerek dnceden hazirlanmig LB alt agarin (%1,5 w/v agar)
{izerine dokiilmiistiir. Ust agarin katilasmast igin petri kaplar1 oda sicakliginda 15 dakika
bekletilmistir. Daha sonra, hazirlanan filtratlardan 10 pl Petri kaplar1 {izerinde 6nceden
isaretlenmis alana damlatilmigtir. Petri kaplar1 damlalar kuruyana kadar oda sicakliginda
bekletilmis ve ardindan bir gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Ertesi giin Petri
tizerinde olusan plaklar gozlemlenmistir. Petri iizerine damlatilan filtrattan bakteriyofaj
varligi tespit edilmis ve isaretli alanlarda plak olusumu goriilmiistiir (Karaynir ve ark.,
2020).

3.2.1.2. Tek Plak izolasyonu ile Bakteriyofaj Saflastirma
Bakteriyofajlarin  varligimmin spot test ile dogrulandigi sivi numunelerden litik
bakteriyofajlarin saflastirilmasi i¢in ikili agar kaplama adi verilen bir teknik kullanilmistir

(Merabishvili ve ark., 2014).

. Kaynaktan alinan faj titresini seyreltmek i¢in 900 pul SM tamponuna 100 pl faj
filtrat1 eklenmistir ve bu 1. seyreltmedir (10™%). 1. seyreltmenin 100 pl'si bir sonraki
Eppendorf tiipiine aktarilmis ve 10 seyreltmeye kadar devam edilmistir.

1. 100 pl gecelik indikator bakteri kiiltiirii ve 100 pl seyreltme 6rnegi 45-50°C'ye
sogutulmus 5 ml LB yumusak agara inokiile edilmistir. Karisim vortekslenmis ve
onceden hazirlanmig LB alt agar (%]1,5 w/v agar) lizerine yavasca dokiilmiistiir.
Bu islem her seyreltme ve her indikator bakteri kiiltiirti (P. aeruginosa 1Pa ve
316Pa) i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir.

[1l.  Petri kaplar1 yumusak agar katilasana kadar oda sicakliginda tutulmus ve ardindan

gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Ertesi giin, her bir diliisyon i¢in olusan
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faj plaklar1 incelenmis ve tek plak olusumunun gozlendigi petri kaplarindan
sinirlar1 belirgin bir plak secilerek kesik bir pipet ucuyla ¢ikarilmistir.

IV.  Plak 10 ml steril LB besiyerine aktarilmis ve vortekslenmistir. Fajin besiyerine
difiizyonu i¢in 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan, plak ve LB
besiyeri igeren tiipe 100 pl gecelik indikator bakteri kiiltiirii eklenmisgtir.

V. 50 ul CaCl; (1M) ¢ozeltisi plak, LB broth ve bakteri i¢eren tiipe eklenmis, vorteks
ile iyice karistirilmis ve 37°C'de bir gece inkiibasyona birakilmistir.

V1. Ertesi giin kiiltiir 10000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant 0,22 pm
gbzenek capli siringa uclu filtreden steril bir tiipe filtrelenmistir. Faj filtrat1 +4
°C'de saklanmustir (1. Plak saflagtirma). Saf faj izole etmek i¢in ikili agar kaplama

Ve tek plak saflastirma islemi 4 kez tekrarlanmistir.

3.2.2. Bakteriyofaj Titresinin Belirlenmesi

Tek plak izolasyonu ile saflastirilan fajin titresini belirlemek icin ikili agar kaplama
yontemi kullanilmigtir. Faj titresini seyreltmek i¢in SM tamponu ile seyreltmeler
hazirlanmistir. 1. diliisyondan 100 pl bir sonraki Eppendorf tiipiine aktarilmis ve 10®'ya
kadar devam edilmistir. 100 pL faj diliisyonu ve 100 uL gecelik konak bakteri, 45-50°C'ye
sogutulmus 5 mL LB yumusak agar i¢inde karistirtlmis ve LB alt agar iceren petri kaplara
dokiilmiistiir ve gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir (Ali ve ark., 2023). Bir gecelik
inkiibasyondan sonra, fajin plak olusturma birimi (PFU/mL) asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmastir:

PFU/ml = (Plak sayis1) / (Seyreltme faktorii x Filtrat hacmi (pl)) x (1000 pl) /ml

3.2.3. Bakteriyofajlarin Klinik KF P. aeruginosa izolatlar1 Uzerindeki Litik Etkisi
Tek plak saflastirma yontemiyle saflagtirilan 11 bakteriyofajin litik spektrumu, KF
hastalarindan elde edilen klinik P. aeruginosa (KF P. aeruginosa) izolatlar1 arasinda spot
test yontemi kullanilarak belirlenmistir. Her bir gecelik bakteri kiiltlirlinden 100 pL, 45-
50°C'ye sogutulmus 5 mL LB yumusak agara eklenmis ve LB alt agar petrilerin iizerine
dokiilmiistiir. Katilasma sonrasinda, 10 pL faj lizat1 (10 PFU/mL) belirtilen klinik

izolatlarin tizerine damlatilmigstir. Petriler gece boyunca 37 °C'de inkiibe edilmis ve litik

19



zonlarin varlig1 ya da yoklugu belirlenmistir. Bu igslemler 36 klinik izolatin her birine
uygulanmistir. Ertesi giin, fajin uygulanan bolgelerdeki litik aktiviteler gozlemlenmis ve
olusan plaklar Sekil 3.1'de gosterildigi gibi 3 farkli sekilde degerlendirilmistir (Alves ve
ark., 2014). Bunlar sirasiyla berrak plaklar ( ++/duyarli), bulanik plaklar (+/daha az
duyarli-orta) ve plak yok (-/direngli) olarak degerlendirilmistir.

Direncli (-)

Az duyarh (+) Duyarh (++)

fo " ,7/ o 71 (’v

Al Bl
Az duyarh (+)

Sekil 3.1: Spot test sonucunda bakteriyofajlar varligi ile olusan plaklar. A1, A2: Plak morfolojisine gore
saflagtirilan fajlarin KF hastalarindan alinan klinik P. aeruginosa izolatlari (18/1960 ve 18/3799) {izerinde
"++": duyarli, "+": daha az duyarli ve "-": direngli olarak siniflandirilan spot testi. B1, B2: Plak morfolojisine

gore saflastirilan fajlarin bir kontrol indikatdr konak bakterisi (316Pa ve 1Pa) lizerinde spot testi.
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3.2.4. Bakteriyofaj Genomu

3.2.4.1. Bakteriyofaj DNA izolasyonu
Faj DNA'sy, titresi en az 10%° pfu/ml olan fajlardan izole edilmistir. Manuel DNA

ekstraksiyonu i¢gin Fenol-Kloroform yontemi kullanilmistir (Salih ve ark., 2022).

VI.

VIL.

VIIIL.

2 ml faj filtrat1 15000 rpm'de +4°C'de 2 saat santrifiij edilmistir.

Stipernatant atilmis ve pelet 100 pul SM tamponu ile homojenize edilmistir.
Faj siispansiyonuna 1 ul DNaz I (1 U/ul) ve 1 ul RNaz A (10 mg/ml) eklenmis
ve 37 °C'de 30 dakika inkiibe edilmistir.

Enzim inaktivasyonu i¢in tiipler 70 “C'de 10 dakika bekletilmistir.

Faj siispansiyonuna 3 pl Proteinaz K (30 mg/ml) eklenmis ve 55 °C'de 60
dakika inkiibe edilmistir.

Hacim/Hacim (V/V) Fenol: Kloroform: izoamil alkol (25:24:1) karisimi
eklenmis, iyice karistirllmis ve 15000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Sulu faz yeni bir Eppendorf tiipiine aktarilmis ve 1/10 Hacim 3 M NaAsetat
(pH:5) eklenmistir.

V/V %100 izopropanol eklenmis, karistirilmis ve -20 °C'de 20 dakika
bekletilmistir. Daha sonra +4 “C'de 20 dakika boyunca 11000 rpm'de santrifiij
edilmistir.

Stipernatant pelleti bozmadan dikkatlice uzaklastirilmis ve %70 etanol
eklenerek 11000 rpm'de 5 dakika +4 °C'de santrifiij edilmistir.

Stipernatant dikkatlice uzaklastirilmig, pelet 50 pul TE tamponu (pH 7.5) ile
¢ozlilmiis ve ekstrakte edilen bakteriyofaj DNA'lar1 daha sonraki deneyler igin

-20°C'de saklanmustir.

Izole edilen faj DNA'smin konsantrasyonu ve safligt Quawell Q9000 (Quawell

Technology, Cin) ile belirlenmistir. Konsantrasyon ve safligi >50 ng/ul, ~1
1 g260/230

.8260/280 ve

olan 6rnekler sonraki adimlarda kullanilmistir.
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3.2.4.2. Faj DNA’sinin Restriksiyon Profilinin Belirlenmesi
e lzole edilen bakteriyofaj DNA'smin restriksiyon profillerinin belirlenmesinden

once, total faj DNA's1 %1'lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir.

Toplam 11 fajdan izole edilen DNA Hind 111 ve EcoRlI restriksiyon enzimleri ile kesilmis

ve restriksiyon profilleri belirlenmistir.

Hindlll (Thermo Scientific™, ABD) ve EcoRI (Thermo Scientific™, ABD) ile
restriksiyon enzim kesimi:

- 10 pl Toplam Faj DNA's1

- 2 pl Enzim Tamponu (10X)

- 1 pl HindIII Restriksiyon Enzimi veya 1 pl EcoRI Restriksiyon Enzimi

- 7wl dH0

Her bir bakteriyofaj icin yukaridaki bilesenler karigtirtlmis ve 37°C'de 1 saat siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, kesilen {iriiniiniin Spl'si %1 agaroz jel

elektroforezinde yiiriitiilmiis ve jel goriintlilenmistir.

3.2.4.3. Tiim Genom Sekanslama
e MLPal0 faji, restriksiyon profilleri ve KF hastalarindan elde edilen klinik P.
aeruginosa izolatlar1 {izerindeki en yiiksek litik etkisi nedeniyle genom

karakterizasyonu i¢in se¢ilmistir.

Izole edilen MLPal0 faj DNA'sinin konsantrasyonu Nanodrop spektrofotometre (Thermo
Fisher Scientific, ABD) ve Qubit florometre (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile
Olciilmiis ve MLPalO fajinin DNA konsantrasyonu sirastyla 131,5 ng/ul ve 120 ng/pl

olarak bulunmustur. Faj DNA's1 ticari bir yerel sirkette sekanslanmustir.

Izole edilen 6rneklerden NovaSeq 6000 Reagent Kit (Illumina, ABD) kullanilarak
kiitiiphaneler hazirlanmis ve Illumina NovaSeq 6000 platformunda (Illumina, ABD)
2x150 dongti ile dizilenerek paired-end kiitiiphane olusturulmustur. FastQC programa ile
kalite analizi yapilmis ve FastQC raporu elde edilmistir. TrimGalore, diisiik kaliteli
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bazlari, primerleri ve kalan adaptorleri kesmek igin kullanilmistir. Tiim olas1 bakteriyofaj
genomu ve kontig dizileri, SPAdes v3.15.5 (Prjibelski ve ark., 2020) kullanilarak bir de
novo genom birlestirme yontemi kullanilarak elde edilmistir. Annotasyon adimindan
once, taksonomi belirleme i¢in NCBI (National Center for Biotechnology Information)
viriis veritabanina karsi kontiglerin BLASTn analizi yapilmistir. Bakteriyofajlarin dizi
hizalamasiyla taksonomik siniflandirmasi i¢in Phaser yazilimi ve tRNA'larin tespiti i¢in
ARAGORN araci kullanilmistir. Genomda istenmeyen genlerin varligt CARD
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database, https://card.mcmaster.ca/), VFDB

(Virulence Factor Database, http://www.mgc.ac.cn/) programlari ile taranmustir.

3.2.5. Bakteriyofajin Biyolojik Karakterizasyonu

3.2.5.1. Faj Konak Aralhiginin Belirlenmesi

izole edilen MLPal0 fajinin sadece KF hastalarindan elde edilen klinik P. aeruginosa
izolatlarina kars1 mu1 etkili oldugunu yoksa diger izolatlara veya suslara karsi litik olup
olmadigini belirlemek i¢in, yogun bakim tinitesinden 10 klinik P. aeruginosa izolatlari ve
10 ATCC susu (Pseudomonas aeruginosa 27853, Staphylococcus aureus 29213,
Staphylococcus aureus 25922, Enterococcus faecalis 29212, Acinetobacter baumannii
19606, Klebsiella pneumoniae 700603, Escherichia coli 25922, Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) 43300, Staphylococcus epidermidis 12228,

Streptococcus pyogenes 19615) degerlendirilmistir.

Bu amagla agar spot yontemi kullanilmistir. Her bir bakteri gecelik kiiltiiriinden 100 pL,
45-50°C'ye sogutulmus 5 mL LB yumusak agar i¢inde karistirilmig ve LB alt agar petrilere
dokiilmiistiir. Katilasmanin ardindan, belirlenen alanlara 10 pL faj lizat1 (101° PFU/mL)
damlatilmigtir. 37 °C'de 18-24 saat inkiibasyondan sonra, izole edilen fajlarin konak
araliklari, lizis olusumu (petrilerdeki berrak zonlar) gézlemlenerek belirlenmistir. Spotlar
icin siniflandirma semasi tam lizis (++), kismi lizis (+) ve lizis yok (-) arasinda

degismektedir (Kumar ve ark., 2022).
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3.2.5.2. Enfeksiyon Coklugu (MOI)

Enfeksiyon ¢oklugu, viriis partikiillerinin potansiyel konak hiicrelere oranmi olarak
tanimlanir. LB besiyerinde (108 CFU/mL) ¢ogaltilan 500 pL indikator bakteri MOI (10,
1,0.1,0.01, 0.001 ve 0.0001 PFU/CFU) degerlerinde ayn1 hacimde faj ile karigtirilmistir.
10 dakika adsorpsiyondan sonra, serbest fajlar 15.000 rpm'de 3 dakika santrifiij edilerek
uzaklastirilmistir. Pellet 1 mL LB broth iginde yeniden siispanse edilmis, ardindan
37°C'de 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra kiiltiir 15000 rpm'de 3 dakika
santrifiij edilmistir. Slipernatant yeni bir Eppendorf tiipline aktarilmis ve 10uL kloroform
eklenerek tekrar 15000 rpm'de 3 dakika santrifiij edilmistir. Faj titresi ikili agar kaplama
yontemiyle analiz edilmistir. Ertesi giin, her MOI'nin plaklar1 gozlemlenmis ve en yiiksek
faj miktarin1 veren MOI degeri optimal MOI degeri olarak belirlenmistir (Yang ve ark.,
2010).

3.2.5.3. Tek Adimh Biiyiime Egrisi

Indikatdr konak kiiltiiriiniin 0,5 ml'si, 0,1 MOI'de LB broth icinde 0,5 ml faj lizat1 ile
karistirilmis ve ardindan adsorpsiyon i¢in 10 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra,
karisim 4 °C'de 15.000 rpm'de 1 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant atilmistir. Pellet
(bakteri + faj) serbest fajlar1 ortadan kaldirmak i¢in LB broth ile muamele ettikten sonra,
50 ml taze LB broth i¢inde yeniden siispanse edilmis ve 37°C'de inkiibe edilmistir. Bunu
takiben, 180 dakika boyunca her 10 dakikada bir 0,5 ml'lik alikotlar toplanmustir. Alikotlar
daha sonra %5 (v/v) kloroform ile karistirllmig ve 15.000 rpm'de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatantlar faj titresinin hesaplanmasi i¢in toplanmis ve faj plaklar ikili
agar kaplama yontemi kullanilarak belirlenmistir. Plato fazindaki faj titresi latent fazdaki

ortalama faj titresine boliinerek fajin patlama boyutu belirlenmistir (Yazdi ve ark., 2018).

3.2.5.4. Bakteriyel Rediiksiyon Analizi

Tedavi grubu (faj + bakteri) i¢in, 100 pl faj filtrat: (107, 108, 10° ve 10'° PFU/ml) sirasiyla
1 ml gecelik konak kiiltiirii (ODg00:0.2) ile karistirtlmistir. Pozitif kontrol olarak, 100 pl
steril LB broth gecelik konak kiiltiirii (ODe0o:0.2) ile karistirilmis ve negatif kontrol olarak
taze LB broth dahil edilmistir. Daha sonra, 96 kuyucuklu plaka hazirlanan 6rneklerden
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200 pl inokiile edilmis ve 24 saat boyunca her 2 saatte bir 600 nm'de optik yogunluk
okumalar1 yapilmistir (Karaynir ve ark., 2022).

3.2.5.5. Bakteriyofajin Termal ve pH Stabilitesi

pH stabilite deneyi icin SM tamponunun genis bir pH gradyani (pH 2, 4, 6, 8, 10 ve 12)
kullanilmistir. Faj lizati (10° PFU/mL) SM tampon c¢ozeltisi ile istenen pH’ta
seyreltildikten sonra karisim 37°C'de 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra faj

titresini analiz etmek i¢in ikili agar kaplama yontemi uygulanmustir.

Ayrica, 5, 15, 30 ve 60 dakika boyunca, fajlar termal stabilitelerini degerlendirmek i¢in
cesitli sicaklik araliklarinda (40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C ve 100°C) inkiibe
edilmistir. Islenen her numune i¢in, faj canlilik oranin1 belirlemek iizere ikili agar kaplama

yontemi kullanilmistir (Shang ve ark., 2021).

3.2.6. Klinik KF P. aeruginosa izolatlariin Antibiyotik Duyarhhig
Bir antimikrobiyal icin bir gecelik inkiibasyon siiresinden sonra bir mikrobun gozle
goriiliir sekilde iiremesini engelleyen en diisiik konsantrasyon minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) olarak bilinir. Minimal inhibitér konsantrasyonlar, 2024-01-01'den
itibaren gecerli olan EUCAST (Avrupa Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi)
kilavuzlarina gore bir broth mikrodiliisyon testi kullanilarak belirlenmistir.
I.  KF hastalarindan izole edilen toplam 36 P. aeruginosa izolati TSA plagina inokiile
edilmistir. Ertesi giin birkag¢ koloni se¢ilmis ve 2 ml Katyon Ayarli Mueller Hinton
Broth (CAMHB) ile karistirilmistir. Daha sonra bakteri inokulum yogunlugu
McFarland dansitometresi (Biosan, Letonya) ile McFarland bulaniklik standardi
No. 0.5'e ayarlanmis ve 1:100 diliisyon yapilmustir.
Il. 96 plakali steril kuyucuklarda, tiim kuyucuklara 100 ul CAMHB eklenmistir.
Ardindan, CAMHB kullanilarak 4096 pg/ml levofloksasin stokundan hazirlanan
8 pg/ml levofloksasin igeren ¢ozeltiden 100 pl kolon 2'nin kuyucuklarina
eklenmistir. Daha sonra 11. kolona kadar seri diliisyonlar yapilmistir. Bu islem
sonucunda kolon 2-11'deki antibiyotik konsantrasyonlari sirasiyla 2 -1 - 0,5 - 0,25
- 0,125 - 0,0625 - 0,03125 - 0,015625 - 0,0078125 -0,00390625 pg/ml olarak

hazirlanmstir.
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l1l.  Her siraya 100 pl farkli bakteri izolat: eklenmistir (A - H satirlarr). Ilk kolon pozitif
kontrol i¢in (CAMHB + inokiile edilmis bakteri izolatlar1); son kolon sterilite
kontrolii i¢in (inokiile edilmemis CAMHB) kullanilmistir.

IV.  37°C'de 18-20 saatlik bir inkiibasyon siiresinden sonra, bulaniklik gostermeyen en

diisiik antibiyotik konsantrasyonlar1 MiK olarak kaydedilmistir.

3.2.7. Klinik KF P. aeruginosa izolatlarinin Biyofilm Olusumu

Klinik KF P. aeruginosa izolatlar1 biyofilm olusturma kapasiteleri agisindan taranmustir.
Birkac bakteri kolonisi taze LB broth besiyerine inokiile edilmis ve gece boyunca 37 °C'de
inkiibe edilmistir. Bir gecelik kiiltiir LB broth besiyeri ile 1:100 oraninda seyreltilmistir.
Ardindan, seyreltilmis bakteri kiiltiiriiniin 200 pL'si diiz tabanli 96 kuyucuklu plaka
ekilmis ve gece boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir. Negatif kontrol olarak taze LB broth
besiyeri kullanilmistir. Tiim kuyucuklar {i¢ tekrarli olarak inokiile edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki bakteriler atilmis ve 200 uL steril fosfat tamponlu
salin (PBS; pH 7.2) ile li¢ kez nazik¢e yikanmistir. Biyofilmler 96 kuyucuklu plakta 60
°C'de 15 dakika inkiibe edilerek sabitlenmistir. Plak daha sonra 125 pL %1 kristal viyole
(CV) ile boyanmis ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Fazla kristal viyole distile su
ile durulanmis ve kurumasi i¢in ortam sicakliginda birakilmistir. Kuyucuklara 125 pL
%80 (v/v) etanol ve %20 (v/v) aseton karisimi eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika
bekletilmistir. Her bir kuyucugun optik yogunlugu (OD) bir plak okuyucu kullanilarak

595 nm'de spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.

Optik yogunluk sinir degerini (ODc) belirlemek i¢in steril LB broth ortami igeren bir
negatif kontrol kullanilmigtir. Biyofilm olusumu analiz edilmis ve kristal viyolete tutunan
bakterilerin absorbansina gore kategorize edilmistir. Boylece, ODs < ODc biyofilm
olusturmayanlar; ODc < ODs < 2 x ODc zayif biyofilm olusturanlar; ODc < ODs < 4 x
ODc orta derecede biyofilm olusturanlar ve 4 x ODc < ODs giiglii biyofilm olusturanlar
olarak gruplandirilmistir. ODc negatif kontroliin ortalama ODses'ini + (negatif kontroliin
3x standart sapmasi (SD)) ve ODs numunelerin ODsgs'ini temsil etmistir (Stepanovi¢ ve

ark., 2007).
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3.2.8. Bakteriyofajin P. aeruginosa Biyofilmleri Uzerindeki Etkisi

Fajlarin biyofilmi Onleme ve yok etme kapasitesi degerlendirilmistir. Biyofilm
eradikasyonu i¢in, gecelik kiiltiir LB broth besiyeri ile 1:100 oraninda seyreltilmis ve
ardindan sitispansiyonun 200 uL'si 96 kuyucuklu plaka inokiile edilmistir. Planktonik
hiicreler 37°C'de 24 saatlik bir inkiibasyon siiresinin ardindan uzaklastirilmis ve biyofilme
200 uL faj (10*° PFU/mL) eklenmistir. Plak gece boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir.
Ardindan, kuyucuklar PBS ile 3 kez durulanmis ve biyofilm olusumu kristal viyole

boyama testi ile 6l¢iilmiistiir.

Fajin biyofilm olusumunu engelleme kabiliyeti de aragtirilmistir. Baslangicta, 20 pL faj
(10'° PFU/mL) gecelik kiiltiire (1:100 diliisyon) eklenmistir. Pozitif kontrol icin, segilen
bakterilerin 200 pL'sine 20 uL. PBS eklenmistir. Ayrica, negatif kontrol olarak 200 uL
taze LB'ye 20 uL PBS eklenmistir. 96 kuyucuklu plak gece boyunca 37 °C'de inkiibe
edilmis ve biyofilm olusumu yukarida belirtildigi sekilde 6l¢tilmiistiir (Ali ve ark., 2023).

3.2.9. P. aeruginosa Biyofilmlerine Kars1 N-Asetil Sistein

Bir gecelik kiiltiirler LB broth besiyeri ile seyreltilmis (1:100) ve ardindan siispansiyonun
200 pL'si 96 kuyucuklu plaka inokiile edilmistir. 37°C'de 24 saat inkiibasyondan sonra
planktonik hiicreler uzaklastirilmis ve biyofilm sirasiyla 10 mg/ml ve 20 mg/ml NAC 200
pL’si ile muamele edilmigstir. Plaklar gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir. Ardindan,
kuyucuklar PBS ile 3 kez durulanmis ve biyofilm olusumu kristal viyole boyama testi ile

Ol¢iilmiistiir (Zhao ve Liu, 2010).

3.2.10. P. aeruginosa Biyofilmlerine Kars1 Bakteriyofajlar ve N-Asetil Sistein
Ayrica, NAC ( 10 mg/ml ve 20 mg/ml) ve fajin birlikte uygulanmasinin P. aeruginosa
biyofilmine kars1 tedavi potansiyeli tizerindeki etkisi arastirilmistir. NAC ve fajlarin ayri
ayri etkinligini belirledikten sonra, birlikte kullanim modelleri test edilmistir. Bir gecelik
kiiltiirler LB broth besiyeri ile seyreltilmis (1:100) ve ardindan siispansiyonun 200 pL'si
96 kuyucuklu plaka inokiile edilmistir. 37°C'de 24 saat inkiibasyondan sonra planktonik
hiicreler uzaklastirilmis ve biyofilm 100 uL NAC (10mg/ml ve 20mg/ml) ve 100 pL faj
(10'° PFU/mL) ile muamele edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakteriyofajlarin izolasyonu
Bu calismada, Antalya'nin 3 farkli bolgesinden alinan aritilmamis atik su ornekleri
bakteriyofaj izolasyonu icin kullanilmustir. Ornekler santrifiij edilmis, filtrelenmis ve

sirasiyla 1-Alanya, 2-Muratpasa ve 3-Konyaalti olarak isaretlenmistir.

1] 2 ( 2
| e | Ay
h ] | p: T '

Sekil 4.1. Cevresel Orneklerden Bakteriyofaj izolasyonu. A) Antalya Su ve Atiksu Idaresi Genel Miidiirliigii
tarafindan toplanan ve teslim edilen numuneler. B) KF hastasindan elde edilen konak P. aeruginosa 316Pa
izolatina karg1 faj varhiginin dogrulanmasi igin spot test (kaynak 1 ve 2'de lizis-pozitif plak). C) KF
hastasindan izole edilen P. aeruginosa 1Pa‘a karsi faj varligimin dogrulanmasi igin spot test (kaynak 2 ve
3'te lizis-pozitif plak).

4.1.1. izole Edilmis Bakteriyofajlarin Saflastiriimasi

P. aeruginosa bakteriyofajlarini saflastirmak i¢in, faj varliginin tespit edildigi kaynagin
filtrelenmesi ile elde edilen faj ¢ozeltilerinden hazirlanan seri diliisyonlar ve konak bakteri
olarak secilen P. aeruginosa 316Pa ve P. aeruginosa 1Pa kullanilmistir. Tek plak

izolasyonu ikili agar kaplama teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Morfolojilerine gore segilen farkli faj plaklart

Sekil 4.2'de gosterildigi gibi olusturulan faj plaklart steril kesilmis pipet ucu ile petri
kabindan alinan indikator konaklar1 ile inkiibe edilmistir. Faj plaklarinin
saflastirildigindan en iyi sekilde emin olmak icin konak bakteri yeniden enfekte edilmis
ve tek bir plak morfolojisi elde etmek icin plak saflagtirma islemi 4 kez tekrarlanmistir.

Elde edilen fajlar sirastyla MLPal ila MLPall olarak adlandirilmistir.

Sekil 4.3. Tek plak izolasyon yontemi ile saflagtirilan bakteriyofajlarin goriintiileri

4.1.2. Faj Titresi Hesaplama

izole edilen ve plak morfolojilerine gore saflastirilan P. aeruginosa bakteriyofajlarinin
titreleri ikili agar kaplama yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Numunenin her
mililitresindeki bakteriyofaj sayisi, 4. tek plak saflastirmasi ile elde edilen saf faj

filtratlarinin seri diliisyonlar: ile indikator bakterilerin inkiibasyonu ile olusan gozle
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goriilebilen berrak plaklarin sayisi sayilarak hesaplanmis ve sonuclar plak olusturma

birimi (pfu/ml) olarak verilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Plak morfolojisine gore saflagtirilmig fajlarimn titre hesaplamasi

Bakteriyofaj Indikator Bakteri Plak Olusturma Birimi
(pfu/ml)
MLPal 316Pa 2.4 x10%°
MLPa2 316Pa 6.4 x 10%°
MLPa3 316Pa 5.8 x 108
MLPa4 316Pa 1.8 x 106
MLPa5 316Pa 9.2x10%
MLPa6 316Pa 4.4 x10%
MLPa7 316Pa 1x10°
MLPa8 1Pa 6.6 x 10%
MLPa9 1Pa 1x 10V
MLPal0 1Pa 7 x 10%
MLPall 1Pa 5x 10%

4.2. Saflastirlmis Fajlarin Klinik P. aeruginosa izolatlarn Uzerindeki Litik
Aktivitelerinin Belirlenmesi

Toplamda, plak morfolojisine gore cevresel Orneklerden saflastirilan 11 faj, KF
hastalarindan elde edilen 36 klinik P. aeruginosa izolatina karsi test edilmis ve bu fajlarin
32/34 (%94,11) P. aeruginosa izolatina kars1 etkili oldugu bulunmustur. Ayrica, fajlarin
litik etki spektrumu MLPal i¢in 19/34 (%55.88), MLPa2 icin 22/34 (%64.70), MLPa3
icin 20/34 (%58.82), MLPa4 i¢in 20/34 (%58.82), MLPa5 i¢in 23/34 (%67. 64), MLPa5
icin 20/34 (%58,82), MLPa6 i¢in 20/34 (%58,82), MLPa7 i¢in 22/34 (%64,70), MLPa8
icin 22/34 (%64,70), MLPa9 i¢cin 17/34 (%50), MLPalO0 i¢in 23/34 (%67,64) ve MLPall
icin 23/34 (%67,64)dir.
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Tablo 4.2. KF hastalarindan izole edilen klinik P. aeruginosa izolatlarinda bakteriyofajlarin lizis etkinligi

Klinik KF P. . .
aeruginosa Bakteriyofajlar
I1zolatlar
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11
4185 ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + +
17/2410 | ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
3930 + + - + + - + + - - -
19/213 - - - - - - - - - -
6641 = - - - + S s + - s +
19/2055 ++ 4+ ++ ++ ++ ++ - - - ++ ++
6642 ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
4040 ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
8349 + + + + + + + + + ++ ++
18/6501 | ++  ++ ++ ++ ++ ++ + + + ++ ++
1142921 - - - - - 5 - - - -
17/2355 ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + +
457 ++ 4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
912405 + + + + + + = - + +
18/1960 + - ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
1516 ++ o+t ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - -
19/2053 - + = - - - + + +
100416372 | - - - - - - - - + +
8720 - - - - + S 5 + - - -
1905 ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
4389 ++ 4+ ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++
5030 - + + - - - + + . . -
1158 ++ 4+ ++ ++ ++ ++ 5 - ++ ++
4455/21 ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
17/2596 - - - - + - - + = - -
5367 + + + + + + + - - + +
19/1680 - ++ ++ - - = = = - - -
19/2152 - - - + + + + + + ++ ++
1564 - - - - - 5 5 - - - -
5368 - - - - - - + + + + +
19/2405 | ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
4092 - - - - - + - - - ++ ++
18/3799 - - - - - 5 = - - + +
3005 - - - - - - - - - - -
Konag: 816 |, 4 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Konak-1Pa |[++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
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4.3. Bakteriyofaj Genomunun Karakterizasyonu

4.3.1. Bakteriyofajlardan Total DNA izolasyonu

Plak morfolojilerine gore saflastirilan 11 bakteriyofajin (MLPal, MLPa2, MLPa3,
MLPa4, MLPa5, MLPa6, MLPa7, MLPa8, MLPa9, MLPal0 ve MLPall) peletlerini elde
etmek i¢in uzun siireli yiiksek hizli santrifiij kullanilmistir. Konsantre faj peletlerinden

DNA izolasyonu daha sonra fenol-kloroform yontemiyle gergeklestirilmis ve DNA'lar jel

elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra gorsellestirilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Genomik faj DNA izolasyonunun jel goriintiisii. (M): lambda DNA/HindIII marker; (1-11): Plak
morfolojilerine gore saflagtirilmig bakteriyofajlarin genomik DNA's1 (sirastyla MLPal ila MLPall).

** MLPal fajindan izole edilen DNA konsantrasyonu diisiik bulunmustur.

4.3.2. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
Izole edilen tiim faj DNA'lar1 HindIII ve EcoRI enzimleriyle kesilerek jel elektroforezinde

goriintiilenmis ve fajlar restriksiyon profillerine gére tanimlanmustir (Sekil 4.5, Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Hindlll enzimi ile kesim

EcoRI Kesimi

Sekil 4.6. EcoRI enzimi ile kesim

Restriksiyon profilleri belirlenen bakteriyofajlar olusturduklar1 fragmanlara gore
gruplandirilmistir. Bu gruplandirma islemi sonucunda molekiiler olarak farkli 4 grup
tespit edilmistir.

1. Grup: MLPa3, MLPa4, MLPa5

2. Grup: MLPa7

3. Grup: MLPa8, MLPa9

4. Grup: MLPal0, MLPall

5. Grup: MLPal, MLPa2, MLPa6- DNA konsantrasyonu diisiik bulunmustur.
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Plak morfolojisi ve etki spektrumu acisindan MLPal0 faji ileri ¢alismalar igin se¢ilmis ve

ileri genotipik ve fenotipik calismalar bu faj ile gerceklestirilmistir.

4.3.3. Bakteriyofajin Tiim Genom Analizi
e MLPalO0 faji, restriksiyon profilleri ve KF hastalarindan elde edilen klinik P.
aeruginosa izolatlar1 tizerindeki en yiiksek litik etkisi nedeniyle genom analizi i¢in

secilmistir.

MLPal0 faj genom biiyiikliigii 280674 bp olup G+C igerigi %36,81'dir. Genomda 360
acik okuma gercevesi (ORF) ve 6 tRNA kodlayan gen tanimlanmistir. ORF'lerin 243'i
islevi bilinmeyen proteinler olarak tanimlanmis ve ORF'lerin 34'li varsayimsal proteinler
olarak tanimlanmistir. Viryon yapisal proteinlerinin 29'u tanimlanmais, 3 faj kuyrugu ve 9
bas yapisal proteini tanimlanmistir. Alti protein DNA paketlemesinde ve 29 protein
replikasyonda rol oynamaktadir. Yedi protein lizis ile ilgilidir. Treonin (TGT), Asparajin
(GTT), Aspartat (GTC), Metiyonin (CAT), Prolin (TGG) ve Losin (TAA) kodlayan alt1
tRNA tanimlanmustir.

Analiz sadece MLPal0 fajinin niikleotid uzunlugu dagilimini incelemekle kalmamus, ayni
zamanda taksonomik smiflandirma, Ongoriilen yasam tarzlart ve potansiyel konak
organizmalar dahil olmak iizere biyolojik dzelliklerini de arasgtirmistir. Ornegin, MLPal0
fajinin virlilan bir yasam tarzina sahip oldugu belirlenmis, Pseudomonata filumu
potansiyel konake¢1 organizmalar olarak belirtilirken, taksonomik olarak Caudoviricetes
altinda simiflandirilmistir. Ayrica, kapsamli ve derinlemesine biyoinformatik analizlere
ragmen, MLPal0 faj genomunda viriilans faktorler, antimikrobiyal direng ve CRISPR

Array genlerine dair hicbir bulgu tespit edilmemistir.

MLPal0 faj genomuna en benzer genomlari belirlemek icin NCBI hizalama arama motoru
araci olan BLAST kullanilmistir. Yiiksek benzerlik ve sorgu kapsami gosteren fajlar
belirlenmistir. Bu analiz sonucunda MLPal0 faji, Pseudomonas faji P7, tam genomu

(GenBank: MZ444140.1) ile %98,82 benzerlik gostermistir (Sekil 4.7).
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Alignment Scores <40 [40-50 []50-80 [W80-200 [M>=200

Distribution of the top 189 Blast Hits on 10 subject sequences

Que
Il 35‘000 70‘000 105000 140‘000 175‘000
Sequences producing significant alignments Download Select col v show |10 ¥ | @
select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results =~ MSA Viewer
Description Scientific Name: Max Score STo(a\ CrEy E Per Ace Accession
- v v core Cover value Ident Len
v v v v v
Pseudomonas phage PA7, complete genome Pseudomonas phage PA7 2.575e+05 3.469e+05 98% 0.0 98.82% 282378 MZ4441401
Pseudomonas phage PA7, partial genome Pseudomonas phage PA7 2528e+05 3.244e+05 92% 0.0 9857% 266743 NC_042060.1
Pseudomonas phage PAO2 DNA, nearly complete genome Pseudomonas phage PA02 2.524e+05 3.469e+05 98% 0.0 98.64% 279095 AP019418.1
Pseudomonas phage vB_PaelM_kmuB, complete genome Pseudomonas phage vB_PaelM_kmuB 2521e+05 3.447e+05 98% 0.0 98.39% 266592 MWO057919 1
Pseudomonas phage 14Ps5-6, complete genome Pseudomonas phage 14Ps5-6 2.517e+05 3.463e+05 98% 0.0 9855% 277590 ORG08736.1
Pseudomonas phage 6B, complete genome Pseudomonas phage 6B 2517e+05 3.463e+05 98% 00 9855% 277851 ORG087331
Pseudomonas phage sp. NK1 phiNK1 DNA, complete genome Pseudomonas phage sp. NK1 2517e+05 3.490e+05 98% 00 9874% 278676 LC727701.1
Pseudomonas phage 9-Ps-8B, complete genome Pseudomonas phage 9-Ps-88B 2517e+05 3.464e+05 98% 00 9855% 277851 ORG08734.1
Pseudomonas phage 9Ps-7B, complete genome Pseudomonas phage 9Ps-7B 2517e+05 3.458e+05 98% 0.0 98.55% 277488 OR608735.1
Pseudomonas phage sp. Brmt phiBrmt DNA, _complete genome Pseudomonas phage sp. Brmt 2.494e+05 3.428e+05 97% 0.0 98.45% 278203 LC7276951

Sekil 4.7. MLPa10 litik bakteriyofaj genomunun BLAST sorgusu
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Sekil 4.8. MLPalO0 faj genomu i¢in sonuglarin agaci

4.4. Konak Arah@: Analizi

MLPal0 fajinin P. aeruginosa haricindeki konak spektrumunu belirlemek igin KF
hastalarindan izole edilen izolatlar disinda 10 ATCC susu (Pseudomonas aeruginosa
27853, Staphylococcus aureus 29213, Staphylococcus aureus 25922, Enterococcus
faecalis 29212, Acinetobacter baumannii 19606, Klebsiella pneumoniae 700603,
Escherichia coli 25922, Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 43300,
Staphylococcus epidermidis 12228, Streptococcus pyogenes 19615) ve Yogun Bakim
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Unitesi hastalarindan izole edilen 10 klinik P. aeruginosa izolatlar1 kullanilmistir (Tablo
4.3). Tablo 4.3'te goriildiigi gibi, MLPal0 faj1 homolog konag1 disinda higbir bakteriye

karst litik etki gostermemistir.

Tablo 4.3. MLPal0 fajinin konak aralig1 analizi

Bakteri Referans Kodu MLPal10 Faji

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ++
Staphylococcus aureus ATCC 29213 -
Staphylococcus aureus ATCC 25922 -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 -
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 -
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 -
Escherichia coli ATCC 25922 -

Methicillin-Resistant

Staphylococcus aureus (MRSA) AEP3300 i
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 -
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 -
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat - 1564083 ++
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat - 2281065 ++
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat - 2219055 ++
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat - 2209214 -
Pseudomonas aeruginosa Klinik Izolat - 15447 ++
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat - 2116203 -
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat - 1305597 -
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat - 2394303 ++
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat - 1945204 -
Pseudomonas aeruginosa Klinik izolat - 2361728 -
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4.4.1. Optimal MOI Hesaplamasi
MLPal0 faj1 icin 0,0001-10 araligindaki MOI degerleri test edilmis ve MLPalO faj1 i¢in
optimum MOI 0,1 olarak bulunmustur (Sekil 4.9).

Enfeksiyonun Coklugu (MOI)

MOl 10 MOl 1 MOI0.1  MOI0.01 MOI0.001 MOI0.0001
PFU / CFU

Faj Titresi (PFU/mL)

Sekil 4.9. MLPalO0 faj1 i¢in optimal MOI

4.4.2. Tek Adimh Biiyiime Egrisi

Bir faj enfeksiyon siirecinin farkli asamalarini karakterize etmek icin tek adimli biiytime
deneyleri gerceklestirilmistir. Enfeksiyondan sonra latent donem ve patlama boyutu
belirlenmistir (Sekil 4.10). MLPal0'un latent ve patlama stireleri sirasiyla 30 dakika ve 40
dakikada 6l¢iilmiis ve patlama boyutu 89 PFU/enfekte hiicre olarak belirlenmistir.
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Tek Adimli Bliylime Egrisi
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Sekil 4.10. MLPal0 fajinin Tek Adimli Biiytime Egrisi

4.4.3. Bakteriyel Rediiksiyon Analizi

Bakteriler 24 saat boyunca c¢esitli titrelerde fajlarla enfekte edilerek bakteri
biiylimesindeki azalma belirlenmistir. Optik yogunluk (ODeoo) degisimleri kontrol kiiltiirii
(faj icermeyen) ile karsilastirilmistir. Degerlendirilen tiim faj titreleri bakterilerin
azaldigia dair kanitlar gostermistir, ancak en 6nemli azalma daha diisiik PFU/mL'ye
kiyasla daha yiiksek faj titrelerinde goriilmiistiir. Inkiibasyonun ilk sekiz saati boyunca
bakteri (pozitif kontrol) ve tedavi grubu (faj + bakteri) arasinda gozle goriiliir bir fark
olmamustir. Sekiz saatlik inkiibasyondan sonra tedavi gruplarinda (faj + bakteri) 6nemli
bir diislis olmustur.

Degerlendirilen tiim faj titreleri ODgoo'de kontrole kiyasla diisiis gdstermistir. iki MOI'de
(100 ve 10) maksimum diisiis olmustur. MOI'de (100 ve 10) 10. saatte 1,212'den 0,453'e

Oonemli bir diisiis gdzlenmis ve bu diislis 16 saat boyunca devam etmistir (Sekil 4.11).
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Bakteriyel Rediiksiyon Analizi
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Sekil 4.11. MLPalO0 fajinin bakteriyel rediiksiyon sonucu

4.4.4. Bakteriyofajin Termal ve pH Stabilitesi

MLPal0 fajinin stabilitesi genis bir pH ve sicaklik araliinda degerlendirilmistir. Faj pH
6 ve pH 8'de stabil iken, faj aktivitesi sirasiyla pH 2, 4, 10 ve 12'de tamamen azalmistir
(Sekil 4.12). Ayrica, fajlar 5, 15, 30 ve 60 dakika boyunca ¢esitli sicaklik araliklarinda
(40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C ve 100°C) inkiibe edilmistir. Faj 1 saat boyunca 40,
50 ve 60°C'de stabil kalmistir. 70°C'de, faj ilk 30 dakika boyunca stabil kalmistir, ancak
60 dakikada bir diisiis meydana gelmistir. 80°C ve 90°C'de, faj ilk 15 dakika boyunca
stabil kalmistir; 30 dakika ve 60 dakikada faj titresinde bir diisiis gdzlenmistir; hem 80°C
hem de 90°C'de faj aktivitesi gozlenmemistir. Son olarak, 100°C'de faj 5 ve 15 dakika
boyunca stabil kalmistir, ancak 30 ve 60 dakikalarda tamamen inaktivasyon

gerceklesmistir (Sekil 4.13).
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MLPalO faji

Faj Titresi (PFUU/mML)

pH

Sekil 4.12. MLPal0 fajinin pH stabilitesi

MLPalo faj1

40 50 60 70 80 90

100

Faj Titresi (PFU/mL)

Sicaklik (°C)

m5dk m15dk m30dk m60dk

Sekil 4.13. MLPal0 fajmm termal stabilitesi

4.5. Klinik KF P. aeruginosa izolatlarmin Antibiyotik Duyarlihg

Broth mikrodiliisyon testi sonuglarina gore, KF P. aeruginosa izolatlarinin %61,1'i
levofloksasine duyarli ve %38,9'u levofloksasine direnglidir.

MIK degerleri 1 izolat igin 0,03125 pg/ml, 1 izolat i¢in 0,0625 pg/ml, 1 izolat i¢in 0,125
ug/ml, 4 izolat i¢in 0,25 pg/ml, 10 izolat i¢in 0,5 pg/ml, 5 izolat i¢in 1 pg/ml, 6 izolat igin
2 pg/ml ve 8 izolat i¢in >2 pg/ml'dir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Planktonik KF P. aeruginosa izolatlarinin MiK degerleri

KF P. aeruginosa izolatlar MIiK (ug/ml) izolat Sayisi
0.03125 1
Levofloksasine Duyarh 0.0625 1
(n=22) 0.125 1
0.25 4
0.5 10
1 5
Levofloksasine Direncli
(n=14) 2 6
>2 8

4.5.1. Klinik KF P. aeruginosa izolatlarinin Biyofilm Olusumu

KF P. aeruginosa izolatlarimin biyofilm olusturma 6zellikleri, negatif kontroliin OD
degerleriyle karsilagtirmali olarak mikroplaka okuyucuda okunan OD degerlerine gore
degerlendirilmistir (Tablo 4.5). Buna gore, KF P. aeruginosa izolatlarmin sirasiyla
%92,30 ve %7,70'inin zayif ve orta diizeyde biyofilm iiretim kapasitesine sahip oldugu
bulunmustur (Tablo 4.6).

Tablo 4.5. Biyofilm olusumunun belirlenmesi ve siniflandirilmasi

Ortalama OD Degeri Biyofilm Olusumu
ODs < ODc* Yoktur
ODc <ODs <2 x ODc Zayif
ODc <0ODs <4 x ODc Orta diizeyde
4 x ODc < ODs** Giligli

* ODc, negatif kontroliin ortalama ODsgs'ini + (negatif kontroliin 3xSD'si);

**0ODs, numunelerin ODsgs'ini temsil etmektedir.

Tablo 4.6. KF P. aeruginosa izolatlarmin Biyofilm Olusumu

Biyofilm Zayif biyofilm = Orta derecede  Giiglii biyofilm
olusturmayanlar  olusturanlar biyofilm olusturanlar
olusturanlar
KF P. aeruginosa - 23 2 -
izolatlar1 (n=25)
P. aeruginosa ATCC - 1 - -

27853 (n=1)
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4.5.2. Bakteriyofajin P. aeruginosa Biyofilmleri Uzerindeki Etkisi

MLPal0 fajimin olgun biyofilmler iizerindeki etkisini ve biyofilm olusumunda istenen
inhibisyonu gézlemlemek i¢in hem biyofilm olusturabilen hem de kullanilan faja pozitif
litik yanit veren KF P. aeruginosa izolatlar1 secilmistir. Bu amagla, her iki 6zellikte de

pozitiflik gosteren 25 KF P. aeruginosa izolati kullanilmustir.

MLPal0 fajinin biyofilmi inhibe etme ve ortadan kaldirma kapasitesi degerlendirilmistir.
Verilere gore MLPalO faji, KF P. aeruginosa izolatlar1 tarafindan iiretilen olgun
biyofilmleri azaltmistir (Sekil 4.14). MLPalO faji, 20 izolatta genel olgun biyofilmi
ortalama 1,3 kat azaltmistir. MLPalO faji1 i¢in en yiiksek eradikasyon oran1 1,7 kat ile P.
aeruginosa 4092 izolatinda, en diisiik ise 1,05 kat ile P. aeruginosa 1905 izolatinda
gozlenmistir. MLPalO0 faj1 6 izolatta olgun biyofilmleri yok etmemis, dolayisiyla biyofilm

olusumunda 1,13 kat artisa neden olmustur.

Biyofilm inhibisyon verileri, MLPalO fajinin 17 izolatta biyofilm olusumunu ortalama
1,05 kat inhibe ettigini ortaya koymustur (Sekil 4.15). P. aeruginosa 4040 izolat1 1,11
kata ulasarak en yiiksek MLPalO faj inhibisyon orani sergilemistir. Bununla birlikte,
MLPal0 faji 9 izolatta biyofilm olusumunu inhibe etmemis, dolayisiyla biyofilm

olusumunda 1,2 kat artisa neden olmustur.
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Sekil 4.15. MLPal0 faji (10*° PFU/mL) ile biyofilm inhibisyonu



4.5.3. P. aeruginosa Biyofilmlerine Kars1 N-Asetil Sistein
10 mg/ml NAC'in biyofilmi yok etme kabiliyeti incelenmistir.

Verilere gore 10 mg/ml NAC, KF P. aeruginosa izolatlari tarafindan {iretilen olgun
biyofilmleri azaltmigtir (Sekil 4.16). NAC'in 10 mg/ml'si 17 izolatta toplam olgun
biyofilmi ortalama 1,14 kat azaltmistir. NAC'in 10 mg/ml'si i¢in en yiiksek eradikasyon
orani 1,45 kat ile P. aeruginosa 912405 izolatinda, en diisiik ise 1,01 kat ile P. aeruginosa
457 izolatinda gozlenmistir. 10 mg/ml NAC, 9 izolatta olgun biyofilmleri ortadan

kaldirmamus, dolayisiyla biyofilm olusumunda 1,19 kat artisa neden olmustur.

Verilere gore 20 mg/ml NAC, KF P. aeruginosa izolatlar1 tarafindan {iretilen olgun
biyofilmleri azaltmistir (Sekil 4.17). 20 mg/ml NAC, 20 izolatta toplam olgun biyofilmi
ortalama 1,12 kat azaltmistir. NAC'm 20 mg/ml'si i¢in en yiiksek eradikasyon orani 1,41
kat ile P. aeruginosa 19/2152 izolatinda, en diisiik ise 1,01 kat ile P. aeruginosa 18/1960
izolatinda gozlenmistir. NAC'in 20 mg/ml'si 6 izolatta olgun biyofilmleri ortadan

kaldirmamis, dolayisiyla biyofilm olusumunda 1,26 kat artisa neden olmustur.
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10 mg/mL NAC Biyofilm-Eradikasyonu

0,3

0,25
0,2

=<
=
_
=
=

I 1799 . I 709
¢STe/6T m ¢STe/6T
S06T © S06T
Sove/6T s S0ve/6T
I 0967T/81T £ W I 096T/87T
I T 1799 = S I T799
S 2/ £9TY00T = > I C/9T700T
I 0GTT E @ I 8STT
I $0£5 e — 89S
I GG02/67 o ge] I, GG07/6T
66.€/8T 8 m I 66/£/87T
c
= — |
6v€8 = _.__L 6v€8
GGEC/LT = GSEC/LT
I 17/GSYY = & m . TC/SSTY
. = 68EY
C—— wmmw g W S I 60}
8 X 2
I G0YC16 = 8 I 017216
I /G ‘c O I SV
S (T1C//T 2 < I 0T1C//T
orov ;) > I 0}
——— T059/8T = ] I [059/3T
I GOT 1 3 I GOT Y
I/ 0CS M m L
ed 9T€ z Wv ed 9T¢
I ©d T E It T
I £G8/C OOLV g o I £58/C 0LV
I |0.1U0D) o N [o1u0D
—
Lo — Lo o ") ™ Lo o~ Lo — 7o) o
s =) < - o N o ) o S
o o - o o o
30X ndQ op,wu 565 = ynjungo X yndQ ap,wu 565
5o
U

45

Bakteri

Sekil 4.17. 20 mg/ml N-Asetil Sistein'in KF P. aeruginosa izolatlarina kars1 etkisi



4.5.4. P. aeruginosa Biyofilmlerine Kars1 Bakteriyofajlar ve N-Asetil Sistein
10 mg/ml NAC ve 10° PFU/mL MLPal0 faj titresinin biyofilmi yok etme kabiliyeti

degerlendirilmistir.

10 mg/ml NAC ve 10 PFU/mL MLPal0 faj titresi 11 izolatta toplam olgun biyofilmi
ortalama 1,17 kat azaltmistir. En yiiksek eradikasyon orani 10 mg/ml NAC ve 10%°
PFU/mL MLPal0 faj titresi i¢in 1,34 kat ile P. aeruginosa 912405 izolatinda, en diisiik
ise 1,09 kat ile P. aeruginosa 5367 izolatinda gozlenmistir. 10 mg/ml NAC ve 10
PFU/mL MLPal0 faj titresi 15 izolatta olgun biyofilmleri ortadan kaldirmamas,
dolayistyla biyofilm olusumunda 1,19 kat artisa neden olmustur.

20 mg/ml NAC ve 10'° PFU/mL MLPa10 faj titresi 11 izolatta toplam olgun biyofilmi
ortalama 1,14 kat azaltmistir. En yiiksek eradikasyon oram 20 mg/ml NAC ve 10%
PFU/mL MLPalO faj titresi igin 1,29 kat ile P. aeruginosa 4092 izolatinda, en diisiik ise
1,02 Kat ile P. aeruginosa 1Pa izolatinda gézlenmistir. 20 mg/ml NAC ve 10*° PFU/mL
MLPal0 faj titresi 15 izolatta olgun biyofilmleri ortadan kaldirmamis, dolayisiyla

biyofilm olusumunda 1,23 kat artisa neden olmustur.
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Sekil 4.19. 20 mg/ml NAC ve MLPal0 fajinin (10%° PFU/mL) KF P. aeruginosa izolatlarma kars1 etkisi



5. TARTISMA

Artan AMD tehdidi, kiiresel halk saglig1 i¢in zorlu bir miicadele teskil etmektedir. Bu
krize katkida bulunan gesitli patojenler arasinda P. aeruginosa, CID gelistirme yetenegi
ve kendine 6zgii viriilans faktorleri nedeniyle 6nemli bir endise kaynagi olarak one
cikmaktadir. Antimikrobiyal direncin artmasinin baslica nedenlerinden biri hem saglik
hem de tarim ortamlarinda antibiyotiklerin asir1 ve yanlis kullanimidir. Genis spektrumlu
antibiyotiklerin yaygin kullanimi, bakteri popiilasyonlar1 {izerinde segici bir baski
olusturarak diren¢li suslarin hayatta kalmasin1i ve c¢ogalmasini desteklemistir. P.
aeruginosa, dogasinda var olan diren¢ mekanizmalari ve adaptasyon kabiliyeti ile
antibiyotik maruziyetine yanit olarak direncin hizli evrimine 6rnek teskil etmektedir.
Sonug olarak, P. aeruginosa'nin CID suslarinin neden oldugu enfeksiyonlar klinisyenler
icin 6nemli zorluklar olusturmakta, tedavi seceneklerini sinirlamakta ve olumsuz hasta

sonuglarina katkida bulunmaktadir (Bassetti ve ark., 2018) .

Biyofilm olusumu, antibiyotik maruziyetine ragmen bakterilerin varligin1 siirdiirebilecegi
koruyucu bir ortam saglayarak tedavi stratejilerini daha da karmasik hale getirmektedir.
P. aeruginosa'nin biyotik ve abiyotik yilizeylerde biyofilm olusturma yetenegi, klinik
ortamlarda kaliciligimi artirmakta ve hastane enfeksiyonlarinin gelisimine katkida
bulunmaktadir. Ayrica, bakterinin adaptasyon kabiliyeti ve genetik plastisitesi, konak
savunmasindan kagmasina ve ¢oklu antimikrobiyal ajanlara karsi direng gelistirmesine
olanak taniyarak enfeksiyon kontrolii ve tedavisi i¢in Onemli zorluklar ortaya

¢ikarmaktadir (Thi ve ark., 2020) .

KF’te anormal mukus, bakterilerin kolonizasyonu ve biiylimesi i¢in ideal bir ortam
saglayarak kronik solunum yolu enfeksiyonlarina ve ilerleyici akciger hasarmna yol
acmaktadir. KF akciger hastalig ile iliskili ¢ok ¢esitli patojenler arasinda P. aeruginosa,
KF hastalarinda morbidite ve mortaliteye onemli katkida bulunan bir etken olarak 6ne
¢ikmaktadir. KF hastalarinda P. aeruginosa enfeksiyonunun edinilmesi, akciger
fonksiyonlarinda hizlanan diisiis, siddetlenen alevlenmelerin sikliginda artis ve beklenen
yasam sliresinde azalma ile iliskili oldugundan akciger hastaliginin ilerlemesinde kritik

bir doniim noktasini temsil etmektedir. Sonug olarak, P. aeruginosa'nin KF hastalarinin
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hava yollarindan eradike edilmesi 6nemli zorluklar teskil etmekte ve genellikle agresif ve

uzun siireli antibiyotik tedavisi gerektirmektedir (Davies, 2002).

P. aeruginosa'y1 enfeksiyonun erken donemlerinde yok etme gabalarina ragmen, birgok
vakada basarili bir eradikasyon gerceklestirilememektedir. P. aeruginosa'nin KF hava
yollarindan eradike edilmesinin zorluguna, bakterinin biyofilmlerde kalic1 olma yetenegi,
antibiyotiklere karsi intrinsik direnci ve gelismis viriilans ve adaptif potansiyele sahip
genetik varyantlarin varlig1 dahil olmak tizere gesitli faktorler katkida bulunmaktadir.
Ayrica, KF akciger hastaliginin bozulmus mukosiliyer klirens, kronik inflamasyon ve
doku yeniden sekillenmesi ile karakterize ilerleyici dogasi, bakteriyel kolonizasyon ve
persistans igin elverisli bir ortam yaratmaktadir. KF hastalarinda P. aeruginosa
enfeksiyonunun yonetimi, tekrarlayan enfeksiyon olgusu nedeniyle daha da karmasiktir.
[k eradikasyonun basarili oldugu durumlarda bile, P. aeruginosa ile yeniden enfeksiyon
veya yeniden kolonizasyon yaygindir, tekrarlayan antibiyotik tedavisi gerektirmekte ve
akciger hasar1 ve pulmoner fonksiyonda azalma dongiisiine katkida bulunmaktadir

(Doring ve ark., 2012) .

KF hastalarindan elde edilen P. aeruginosa izolatlarinin kullanilmasi, bu ¢alismanin
onemli bir yoniinli olusturmaktadir. Aymi hastalardan elde edilen izolatlarin ¢alismaya
dahil edilmesi, KF patolojisinde biiylikk Onem tasiyan bir olgu olan tekrarlayan
enfeksiyonlarm ortaya c¢ikisinin altim ¢izmektedir. Ozellikle, TSA besiyerinde iireme
lizerine yesil pigmentasyon ve P. aeruginosa ile iligkili karakteristik kokunun
gbozlemlenmesi, bu izolatlarin fenotipik Ozellikleri hakkinda degerli bilgiler
saglamaktadir. Bu ¢alismada, KF hastalarindan elde edilen toplam 36 P. aeruginosa
izolatinda levofloksasin duyarliligi aragtirllmistir. KF P. aeruginosa izolatinin %61,1'i
levofloksasine kars1 duyarli iken, geri kalan %38,9'u direngli oldugu goézlenmistir.
Ozellikle, KF P. aeruginosa izolatlari arasinda levofloksasin duyarlilik profillerindeki
heterojenligi yansitan 0.03125 pg/ml ila >2 pg/ml arasinda degisen bir MIiK degerleri
spektrumu gozlenmistir. Levofloksasine karsi yiiksek diizey direncin gdstergesi olan ve
tedavi etkinligi ve klinik yonetim agisindan énemli zorluklar teskil eden 2 pg/ml'yi asan

MIK degerleri 6zellikle dnemlidir.

49



Bakteriyofajlar, bakteriyel hiicreleri spesifik olarak enfekte eden ve c¢ogalan, sonucta
parg¢alanmalarina ve 6liimlerine yol agan viriislerdir. Genis bakteri spektrumlarini hedef
alan geleneksel antibiyotiklerin aksine, fajlar dar konak¢1 6zgiilliigl sergileyerek yararlh
mikrobiyotayr korurken patojenik bakterilerin kesin olarak hedeflenmesine izin
vermektedir. Bu ozgiilliikk, 6zellikle solunum yollarindaki mikrobiyal topluluklarin
dengesini korumanin solunum sagligini korumak i¢in ¢ok dnemli oldugu KF baglaminda

avantajhdir (Diizgiines ve ark., 2021).

Son yillarda, geleneksel antibiyotiklerin alternatiflerine duyulan acil ihtiya¢ nedeniyle,
terapotik ajanlar olarak bakteriyofajlara olan ilgi yeniden canlanmistir. Faj terapisi,
spesifik bakteri suslarin1 hedef alma, antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin iistesinden
gelme ve konak dokulara verilen hasar1 en aza indirme gibi c¢esitli potansiyel avantajlar
sunmaktadir. Dahasi, bakteriyofajlarin P. aeruginosa enfeksiyonlarinin ayirt edici 6zelligi
olan biyofilmlere penetre olabilmesi onlar1 6zellikle kronik ve tekrarlayan enfeksiyonlara
kars1 etkili kilmaktadir (Chegini ve ark., 2020). P. aeruginosa kolonizasyonunun yaygin
oldugu ve siklikla ilerleyici akciger hastaligina yol actigi KF baglaminda, bakteriyofaj
tedavisi hedefe yonelik ve kisisellestirilmis bir tedavi yaklasimi olarak umut vaat
etmektedir. Caligmalar, fajlarin P. aeruginosa bakteri yiikiinii azaltmada, akciger
fonksiyonunu iyilestirmede ve KF hastalarinda inflamasyonu azaltmada etkinligini
gostermistir (Law ve ark., 2019; Morello ve ark., 2011). Ayrica, bakteriyofajlarin
bakteriyel diren¢ mekanizmalarina yamit olarak hizla evrilme yetenegi, gelisen
antimikrobiyal diren¢ ortamina ayak uydurabilen dinamik ve uyarlanabilir bir terapdtik

strateji saglamaktadir (Hraiech ve ark., 2015).

Arntilmamis kanalizasyon suyundan bakteriyofajlarin izolasyonu ve karakterizasyonu,
ozellikle KF hastalarinda P. aeruginosa enfeksiyonlarina karsi faj tedavisinin

potansiyelini kesfetmeyi amaclayan bu ¢alismanin 6nemli bir yoniinii temsil etmektedir.

Kanalizasyon suyunun ¢ok ¢esitli bakteriyofajlar1 barindirdig iyi bilinmektedir, bu da
mikrobiyal cesitlilik ve ekolojik nisler agisindan zenginligi nedeniyle faj izolasyonu i¢in

ideal bir kaynak olmasini saglamaktadir (Balleste ve ark., 2022).
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Bu ¢aligmada, bir KF hastasindan elde edilen iki klinik P. aeruginosa izolati indikator
konak olarak kullanilarak ¢evresel drneklerden 11 faj (plak morfolojisine gore) izole
edilmistir. Izole edilen bu fajlar, KF hastalarindan elde edilen toplam 36 klinik P.
aeruginosa izolatina karsi umut verici litik aktivite sergilemis ve 34 izolatin 32'sine

(%94,11) kars1 kayda deger bir etkinlik gozlemlenmistir.

MLPal0 fajimin genomik dizi analizi ve sonraki deneyler i¢in seg¢ilmesi, terapotik bir aday
olarak potansiyelinin altin1 ¢izmektedir. MLPal0 fajinin dar konake¢1 ozgiilliigi
gostermesi ve yalnizca homolog konagi olan P. aeruginosa'ya karsi litik aktivite
sergilemesi, fajlarin tipik davranisiyla tutarlidir. Optimal enfeksiyon ¢coklugunun (MOI)
belirlenmesi, faj aracili bakteriyel azalma i¢in en etkili MOI'nin 0,1 oldugunu ortaya
koymus ve maksimum etkinlik icin faj-bakteri oranlarinin optimize edilmesinin 6nemini

vurgulamistir.

MLPal0 fajinin daha ileri karakterizasyonu, latent ve patlama siireleri ve patlama boyutu
dahil olmak iizere litik aktivitesini yoneten temel parametreleri ortaya ¢ikarmistir. Olgiilen
30 dakika ve 40 dakikalik latent ve patlama siireleri ile enfekte hiicre basina 89 pfu
patlama boyutu, faj replikasyonu ve konake1 lizisinin kinetigi hakkinda degerli bilgiler
saglamaktadir. Ayrica, bakteri rediiksiyon deneyi, MLPalO fajinin bakteri sayisim
azaltmadaki etkinligini gdstermis ve daha yiiksek faj titreleri bakteri yiikiinde daha 6nemli

diistislere neden olmustur.

MLPal0 fajinin ¢esitli pH ve sicaklik kosullari altinda stabilitesinin degerlendirilmesi,
fajin depolanmasi ve uygulanmasi i¢in kritik parametreleri ortaya ¢ikarmistir. Faj, pH 6
ve pH 8'de stabilite gostererek asitlikteki orta diizeydeki dalgalanmalara karsi direngli
oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, pH 2, 4, 10 ve 12'de tamamen inaktivasyon
meydana geldi ve faj canliigi i¢in pH noétrliigiiniin - korunmasinin  6nemini
vurgulamaktadir. Benzer sekilde, sicaklik stabilitesi deneyleri MLPalO fajinin 60°C'ye
kadar olan sicakliklarda uzun siire aktif kaldigini ve daha yiiksek sicakliklarda kademeli
inaktivasyon gdzlendigini gdstermistir. Ozellikle, 70°C'nin iizerindeki sicakliklarda
tamamen inaktivasyon meydana gelmis ve fajin 1s1l isleme duyarliliginin alt1 ¢izilmistir.

Genel olarak, bu calismada MLPalO fajimin kapsamli biyolojik ve genomik
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karakterizasyonu, KF hastalarinda P. aeruginosa enfeksiyonlarina karsi terapotik bir ajan

olarak potansiyeline iligskin degerli bilgiler saglamaktadir.

KF P. aeruginosa izolatlari arasinda biyofilm olusturma kapasitesinin degerlendirilmesi,
cogunlugu zayif ve daha kiigiik bir yilizdesi orta olarak siiflandirilan bir biyofilm
olusturma yetenekleri spektrumunu ortaya c¢ikarmistir. MLPalO bakteriyofajinin
biyofilmleri inhibe ve eradike etmedeki etkinliginin degerlendirmesi umut verici sonuglar
vermis ve KF ile iliskili enfeksiyonlarda biyofilm parcalayici bir ajan olarak

potansiyelinin altin1 ¢izmistir.

MLPal0 fajinin, izolatlarin ¢ogunda olgun biyofilmleri etkili bir sekilde azalttig
gosterilmis ve bu oran ortalama 1,3 kat azalma olarak rapor edilmistir. Bu 6nemli azalma,
fajin KF hastalarinda P. aeruginosa ile iliskili kronik enfeksiyonlarla miicadelede kritik
bir unsur olan olusmus biyofilmleri hedef alma ve bozma kapasitesini vurgulamaktadir.
Bununla birlikte, bazi izolatlarinda, MLPal0 faji olgun biyofilmleri ortadan kaldirmada
basarisiz olmus ve biyofilm olusumunda hafif bir artisa neden olmustur. Bu gozlem, faj
tedavisine biyofilm yanitlarindaki degiskenligin altin1 ¢izmekte ve bazi izolatlarda direng
veya tolerans mekanizmalarinin varligina isaret etmektedir. Ayrica, MLPal0 faj1 biyofilm
inhibisyon 6zellikleri sergilemis ve izolatlarin 6nemli bir kisminda biyofilm olusumunu
azaltmistir. Inhibisyonun biiyiikliigii diisiik olsa da bu bulgu MLPal0 fajinn biyofilm
gelisiminin erken agamalarina miidahale ederek potansiyel olarak olgun biyofilmlerin

olugmasini ve ardindan kolonilesmeyi dnleyebilecegini diigiindiirmektedir.

NAC, P. aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilmlerle miicadelede potansiyel bir
terapotik ajan olarak umut vaat etmektedir. Cesitli ¢alismalar NAC'mm P. aeruginosa
biyofilmlerini bozmadaki etkinligini arastirmis ve ¢ok yonlii etki mekanizmalarini ortaya
cikarmigtir (Onger ve ark., 2016; Zhao ve Liu, 2010). NAC'm, biyofilm gelisimi ve
viriillans faktorii iiretiminin koordinasyonunda yer alan Onemli bir diizenleme
mekanizmasi olan quorum algilamaya miidahale ederek biyofilm olusumunu engelledigi
gosterilmistir (Lima ve ark., 2023). Ayrica NAC, biyofilmin ayrilmasini ve dagilmasini
tesvik ederek olgun P. aeruginosa biyofilmlerini destabilize etme yetenegini gostermistir.
Bu biyofilm bozma etkisi, NAC'in biyofilm matrisi i¢indeki distilfit baglarii1 bozma,
boylece yapisal biitiinliigiinii tehlikeye atma ve bakteri hiicrelerinin ¢evredeki ortama
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salinmasini kolaylastirma yetenegine baglanmaktadir. NAC, biyofilmle iligkili bakterileri
parcalayarak P. aeruginosa'nin antimikrobiyal ajanlara karst duyarliligini artirmakta ve
enfeksiyonun daha etkili bir sekilde ortadan kaldirilmasina olanak saglamaktadir (Abo-
Dya ve ark., 2022; Pedre ve ark., 2021). Ayrica NAC, P. aeruginosa biyofilmi ile iliskili
enfeksiyonlarin yonetiminde terapétik etkinligine katkida bulunabilecek anti-enflamatuar
ozellikler sergilemektedir. NAC, biyofilm olusumunun ortaya ¢ikardigi enflamatuar yaniti
zayiflatarak doku hasarini azaltabilmekte, semptomlar1 hafifletebilmekte ve etkilenen
bireylerde klinik sonuglar1 iyilestirebilmektedir (Guerini, Condro, ve ark., 2022). Genel
olarak, bu ¢aligmalardan elde edilen bulgular, NAC'nin P. aeruginosa biyofilmi ile iligkili
enfeksiyonlarin tedavisinde umut verici bir yardimecr tedavi olma potansiyelini

vurgulamaktadir.

NAC ve MLPal0 bakteriyofajin P. aeruginosa biyofilmleri iizerindeki kombine etkisini
arastiran ¢alismamizin sonuglari, biyofilm bozma stratejilerinin karmasikligi hakkinda
degerli bilgiler saglamaktadir. Beklentilerin aksine, NAC ve MLPal0 kombinasyonu,
varsayildig1 gibi biyofilm bozulmasinda sinerjik bir artis saglamamistir. Bunun yerine, her
bir ajanin tek basmna kullammmina kiyasla daha diisiik bir eradikasyon oraniyla

sonug¢lanmistir.

Bulgular, o6zellikle biyofilmle iliskili enfeksiyonlar baglaminda, terapotik ajanlar
arasindaki potansiyel sinerjik etkilesimlerin kapsamli bir sekilde arastirilmasinin 6nemini
vurgulamaktadir. Onceki calismalar bakteriyofajlar ve antibiyotikler arasindaki sinerjik
etkileri ortaya koymus olsa da (Jo ve ark., 2016; Knezevic ve ark., 2013; Santamaria-
Corral ve ark., 2023) bu c¢alisma bakteriyofaj ve NAC'In Pseudomonas biyofilmleri

tizerindeki kombine etkisini arastirmaya yonelik ilk ¢calismay1 temsil etmektedir.

Beklenen ve gergek sonuglar arasinda gozlemlenen tutarsizliga gesitli faktorler katkida
bulunmus olabilmektedir. Biyofilm mikrogevresinde NAC ve MLPalO faji arasindaki
etkilesimin beklendigi kadar elverisli olmamasi ve bunun da suboptimal biyofilm
bozulmasina yol agmasi miimkiindiir. Ayrica, MLPalO fajinin spesifik ozellikleri ve
Pseudomonas biyofilmleri ile etkilesimi, kombine tedavi rejiminin etkinligini etkilemis

olabilmektedir.
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Pseudomonas biyofilmlerinde NAC ve MLPal0 faj arasindaki etkilesimi yoneten altta
yatan mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Bu,
farkli konsantrasyonlarin, tedavi rejimlerinin ve biyofilm gelisim agamalarinin kombine
tedavinin etkinligi {izerindeki etkisinin arastirilmasini icermektedir. Ayrica, alternatif
terapotik stratejilerin arastirilmasi ve gelismis biyofilm pargalama ozelliklerine sahip
sinerjik kombinasyonlarin belirlenmesi, biyofilmle iligkili enfeksiyonlarin tedavisi i¢in

yeni bilgiler saglayabilecektir.

Sonug olarak, bu ¢alismanin sonuglar1 baglangictaki beklentilerle uyumlu olmasa da,
biyofilm bozma stratejilerinin karmagikligina iligkin degerli bilgiler saglamakta ve
terapOtik ajanlar arasindaki potansiyel sinerjik etkilesimlere yoOnelik kapsamli
arastirmalara duyulan ihtiyacin altin1 ¢izmektedir. Arastirmacilar, biyofilm olusumu ve
eradikasyonunu yoneten altta yatan mekanizmalari daha iyi anlayarak, gelecekte
biyofilmle iligkili enfeksiyonlarla miicadele i¢in daha etkili tedavi yontemleri

gelistirebilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, KF hastasindan elde edilen klinik bir P. aeruginosa izolatini
indikatér konak olarak kullanarak bakteriyofajlarin kanalizasyondan izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izole edilen bu bakteriyofajlar, KF hastalarindan toplanan toplam 36
klinik P. aeruginosa izolatinin %94,11'ine kars1 kayda deger litik aktivite sergilemistir.
Daha sonra, bakteriyofajlar restriksiyon profiline tabi tutularak olusturduklar1 fragmanlara
gore kategorize edilmistir. Bu siireg, izole edilen bakteriyofajlar arasinda dort farkh
molekiiler grubun varligini ortaya ¢ikarmistir. KF P. aeruginosa izolatlarina kars {istiin
litik etkinligi nedeniyle tanimlanan MLPal0 faji, genom karakterizasyonu i¢in se¢ilmistir.
Tiim genom dizileme analizi, MLPal0 faj genomunun boyutunun 280674 baz cifti
oldugunu ve G+C igeriginin %36,81 oldugunu ortaya koymustur. Genom i¢inde 360 agik
okuma cergevesi ve 6 tRNA kodlayan gen tanimlanmistir. BLAST analizi MLPal0 faji
ile Pseudomonas faji P7 arasinda %98,82 oraninda 6nemli bir benzerlik oldugunu
gostermistir. Taksonomik olarak MLPalO faji, Pseudomonata filumuna ait potansiyel
konak organizmalar ile Caudoviricetes takimi altinda litik bir faj olarak siiflandirilmastir.
Ozellikle, kapsaml1 biyoinformatik analizler MLPal0 faj genomu iginde higbir viriilans
faktor, antimikrobiyal diren¢ geni veya CRISPR Array geni tespit etmemistir. Burada
sunulan MLPalO fajinin kapsamli biyolojik ve genomik karakterizasyonu, KF P.

aeruginosa enfeksiyonlarina karsi terap6tik bir ajan olarak potansiyelini vurgulamaktadir.

Sonu¢ olarak, MLPalO fajinin biyofilmleri inhibe etme ve ortadan kaldirmadaki
etkinliginin degerlendirilmesi, biyofilm dinamikleri tizerindeki degisken etkisini
aydimlatmistir. MLPalO faj1 birkac izolatta olgun biyofilmlerde kayda deger bir azalma
sergilerken, bazi durumlarda biyofilmleri yok edememesi biyofilm olusumunda hafif bir
artisa yol agmustir. Ayrica, 10 mg/ml ve 20 mg/ml konsantrasyonlarda NAC ile 10%
PFU/mL MLPalO faj titresi kombinasyonu karisik sonuglar géstermis, bazi izolatlarda
biyofilm olusumunda azalma goériiliirken digerlerinde artig goriilmiistiir. Bu bulgular, faj
tedavisi ve biyofilm dinamikleri arasindaki karmasik etkilesimin altin1 ¢cizmekte ve KF
hastalarinda biyofilmle iligkili enfeksiyonlarla miicadele i¢in tedavi stratejilerinin daha

fazla arastirilmasi ve optimizasyonu ihtiyacini vurgulamaktadir.
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